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Résume

Notre étude est basée sur la comparaison entre quatre types d’animaux, deux
d’entre eux appartiennent a des animaux de compagnie et les deux autres sont des
prédateurs. L’objectif de notre travail est de faire une comparaison entre 1’appareil génital
male des 4 espéces étudies.

Nous nous référons a I’histologie de I’appareil génital male et plus précisément a
I’histologie des testicules et de I’épididyme, des chats « félis catus » ramenés de la clinique
vétérinaire TAGASTE de Dely Brahim et clinique vétérinaire de KOUBA., la mangouste «
Herpestes ichneumon » récupérée morte dans la région de Souk-Ahras, le chien « canis lupus
familiaris » ramenés de la clinique vétérinaire TAGASTE de Dely Brahim. Et I’autre la genette
« Genetta genetta » récupérée morte au niveau de parc national de Belezma a Batna. Apres
1’étude histologique ou nous avons utilisé trois colorations, hémalun éosine, trichrome de
Masson et rouge congo, nous avons constaté qu'il y a des différences histologiques entre
les espéces domestiques et les especes sauvages au niveau des testicules. Notre travail
encore basé sur la morphométrie des tubes séminiferes a I’échelle Gx10, pour I’épididyme
nous avons choisis 1’échelle Gx10, Gx40, les résultats morphométriques ont montré les
différences des tailles de la surface et de la lumiére entre les 4 especes, encore la différence

de la hauteur de 1’épithélium et du supra-noyau.

Enfin, les analyses phylogénétique obtenues dans ce travail ont été élaborées a
I’aide de logiciel MEGAS pour la reconstruction de I’arbre phylogénétique, avec
I’utilisation de différentes méthodes comme UPGMA, Kimura- 2 parameters ; ces
analyses appliquée sur 40 séquences de cytochrome b de ’ADN mitochondrial de 4
espéces prises dans différentes régions géographiques. D’aprés notre arbre, les espéces
canis lupus familiaris et Genetta genetta et Herpestes ichneumon sont plus proche les uns
des autres, ou trouvons-nous Herpestes ichneumon pres du Genetta genetta et canis lupus
familiaris et ils sont tous dans le clade 2, mais le chat, sa position est loin par rapport aux
trois premiers.

Mots clés : Felis catus, Herpestes ichneumon, histologie, morphométrie, arbre
phylogénitique, géne cytb.



Summary

Our study is based on the comparison of four types of animals, two of which
belong to pets and the other two are predators. The objective of our work is to make a
comparison between the male reproductive systems of four species studied.

We refer to the histology of the male genital tract and more specifically to the
histology of the testes and epididymis, cat "Felis catus" brought from the veterinary clinic
TAGASTE Dely Brahim and veterinary clinic KOUBA. The mongoose "Herpestes
ichneumon" recovered dead in the region of Souk-Ahras, the dog "canis lupus familiaris"
brought back from the veterinary clinic TAGASTE Dely Brahim. Moreover, genet
"Genetta Genetta" recovered dead at Belezma National Park in Batna. After the
histological study of which we have used three colors, hemalun eosine, Masson's
trichrome and Congo red, we found that there are histological differences between the
domestic species and the wild species in the testes. Our work still based on the
morphometric of the seminiferous tubules at the Gx10 scale, for the epididymis, we chose
the Gx10, Gx40 scale, the morphometric results showed the differences of the sizes of the
surface and the light between the 4 species, still the difference in the height of the
epithelium and supra-nucleus.

Finally, the phylogenetic analyzes obtained in this work were developed using
MEGAGS software for the reconstruction of the phylogenetic tree, with the use of different
methods like UPGMA, Kimura- 2 parameters; these analyzes applied on 40 cytochrome
b sequences of mitochondrial DNA from 4 species taken in different geographical regions.
According to our tree, the species canis lupus familiaris and Genetta genetta and
Herpestes ichneumon are closer to each other, where do we find Herpestes ichneumon
near Genetta genetta and canis lupus familiaris and they are all in clade 2, but the cat, his
position is far from the first three

Key words: Felis catus, Herpestes ichneumon, histology, morphometric, phylogenetic
tree, cytb gene.
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INTRODUCTION

Dans le cadre de ce mémoire, nous cherchons a trouver si il y’a des différences sur le
plan histologique, morphométrique et phylogénétique et les similarités entre plusieurs especes

qui sont :

Le chat « Félis catus » espéce de la famille des félidés, I’une des mieux spécialisées parmi les
carnivores pour la capture des proies vivantes. La plupart des membres de la famille des félidés

(composés de 37 espéces) sont vulnérables, ils sont menacés et en voie de disparition.

La mangouste « Herpestes ichneumon », une créature sans prétention avec son manteau
gris & long poils parsemés de taches brunatres. Les mangoustes sont des habitants du sol qui
préferent les régions avec des arbres prés de I'eau. Elles se cachent et trouvent refuge dans des
terriers, des blches ou des arbres creux, des trous dans le sol et des crevasses rocheuses.
Aujourd'hui, leur habitat comprend également des champs cultivés et des berges vegétalisées
(Osborn, 1998). La mangouste est présente en Espagne, au Portugal, et dans la majeure partie
de I'Afrique (Hinton et Dunn, 1967).

Afin d’enrichir notre étude nous avons introduit deux autre especes, une domestique et
une autre sauvage ; le chien « Canis lupus familiaris », I’'une des espéces les plus largement
distribuées a travers le globe. Sa présence est reconnue au c6té de nombreuses civilisations et
populations humaines, dont elle a suivi les flux migratoires sur les cing continents. Le meilleur
ami de I’homme est la plus ancienne espéce domestiquée (Laurent, 2003) ; la genette « Genetta
genetta », est un petit animal élancé qui rappelle le chat par sa taille mais aussi par sa silhouette
et son poil. Mammifére carnivore de la famille des viverridés ; la genette est originaire

d’Afrique, plus spécifiquement du Maghreb.

Notre étude est basée sur la comparaison de I’appareil génital male entre ces espéces, le
travail est subdivis¢ entre 3 volets, le premier concerne 1’étude des aspects morphologiques des
testicules des différentes especes choisies, le second volet décrit 1’aspect histologique et
morphométrique des testicules et de 1’épididyme, enfin le troisiéme volet rapporte 1’étude
phylogénétique a 1’aide de logiciel MEGAS pour la reconstruction de I’arbre phylogénétique,

avec I'utilisation de différentes méthodes comme UPGMA, Kimura- 2 parameters.
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I.1.PRESENTATION DES ESPECES ETUDIE

Notre travailles consiste a faire une comparaison histologique et morphométrique de
I’appareil génital mal entre le chat (félis catus) et la mangouste (Herpestes ichneumon) ; en
méme temps établir la carte phylogénique de ces deux especes et voir la position de ces espéces
dans cet arbre pour élargir notre étude et bien situer sur le plan morphologique et histologique
et phylogénétique de ces deux especes nous avons introduie deux autre espéces, la genette

(Genetta genetta) et le chien (Canis lupis familiaris ).

I.1.1. Chat (Félis catus)

1.1.1.1. Description

Le chat domestique (Félis catus) est le type de la famille des félidés, I’une des mieux
spécialisées parmi les Carnivores pour la capture des proies vivantes. Il est digitigrade et ses
griffes sont rétractiles et aigués. Le pouce manque au pied. La face est courte, la téte globuleuse,
a profil convexe avec des oreilles courtes et larges. Les dents sont aigués et tranchantes ; le
nombre des molaires est réduit. La queue est longue et forte (sauf particularités raciales), et la
démarche trés souple, élégante. Les testicules sont en situation sous-anale et le pénis est

rétroflexe. Le chat posséde 38 chromosomes, soit 19 paires.

1.1.1.2. Classification de chat (Félis catus) Linnaeus, 1758

Régne Animalia
Embranchement Chordata
Classe Mammalia
Ordre Carnivora
Famille Felidae
Genre Félis

Figure 1 : Photos du chat (félis catus) (Original).
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1.1.1.3. Répartition

Le chat présent de maniére général dans différent continents, il est distribué en Europe,

au Asie, et dans la majeure partie de I'Afrique (Figure 2).

Abscence de I'espece

Felis silvestris silvestris (disparu)
Felis silvestris silvestris (actuel)

Felis silvestris lybica
Felis silvestris cafra
Felis silvestris ornata
@ Felis silvestris bieti

Figure 2 : Répartition de chat (Félis catus) (Christophe, 2007).

1.1.2. Mangouste (Herpestes ichneumon)

1.1.2.1. Description

Mangoustes est une créature sans prétention avec leurs manteaux gris a poil long
parsemés de taches brunatres ; parfois, le pelage est brun rougeatre avec des taches jaunes mais
cela est rare. Une étroite bande de peau nue entoure les yeux. Leur corps élancé contraste avec
la longue queue touffue qui se termine par un pompon noir. lls ont une forme longue et basse
qui semble reptilienne a distance. La longueur du corps est de 48 a 60 cm avec la queue de 33
a 54 cm. Ils ont un long visage, de petites oreilles arrondies qui ne dépassent pas au-dessus de
la téte, de courtes pattes a cing doigts sur chague membre, des pattes postérieures nues jusqu'au
talon et des griffes acérées et incurvées a creuser. Une autre caractéristique trés importante est
I'existence d'un grand sac anal contenant deux ouvertures glandulaires. Ces animaux ont de 35

a 40 dents dont le carnassal est bien développé pour la chair effilée. S'il est excité, H. ichneumon



Rappels bibliographiques

peut hérisser ses poils et cambrer son dos pour apparaitre deux fois sa taille réelle. (Hayssen,
1993 ; Kingdon, 1977 ; Osborn, 1998)

La mangouste est des habitants du sol qui préferent les régions avec des arbres pres de
I'eau. lls se cachent et trouvent refuge dans des terriers, des blches ou des arbres creux, des
trous dans le sol et des crevasses rocheuses, surtout pendant la nuit. Aujourd'hui, leur habitat

comprend également des champs cultivés et des berges végeétalisées (Osborn, 1998).

1.1.2.2. Classification de mangouste (Herpestes ichneumon) Linnaeus, 1758

Régne Animalia
Embranchement Chordata
Sous-embr Vertebrata
Classe Mammalia
Ordre Carnivora
Famille Herpestidae
Genre Herpestes
Espéce Herpestes ichneumon

Figure 3 : Mangouste (Herpetes ichneumon).

1.1.2.3. Répartition

Mangouste est distribuée en Espagne, au Portugal, et dans la majeure partie de I'Afrique,
a l'exception du centre du Zaire, des foréts de basse altitude d’Afrique de 'Ouest et du sud-est
de I'Afrique du Sud. Il a été introduit a Madagascar et en Italie (Hinton et Dunn, 1967) (Figure
4).
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Figure 4 : Répartition de mangouste « Herpestes ichneumon » (IUCN, 2016)

1.1.3. Chien (Canis lupus familiaris)

1.1.3.1. Description

Le corps du chien est découpé en trois régions, 1’avant-train (téte, encolure, membres
antérieurs), le corps (dos, rein, cage thoracique, abdomen) et 1’arriére-train (croupe, membres

postérieurs, queue) (Figure 5).

R. fessitre (ou ghitéale)
R, trochantérique

Figure 5 : Régions anatomiques du corps du chien (Cracken ; Kainer).
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1.1.3.2. Classification de chien (canis lupus familiaris) (Laurent ; Sylvain ; NEAUL, 2003).

Régne Animalia

Embranchement Chordata

Sous-embr Vertebrata

Classe Mammalia

Ordre Carnivora

Famille canidés

Genre canis : 5
Espéce Canis lupus familiaris

Figure 6 : Chien (canis lupus familiaris) (Original).

1.1.3.3 Répartition

Le chien « Canis lupus familiaris », est I’une des espéces les plus largement distribuées
a travers le globe. Sa présence est reconnue au c6té de nombreuses civilisations et populations
humaines, dont elle a suivi les flux migratoires sur les cing continents (Laurent ; Sylvain ;
NEAUL, 2003).

1.1.4. Genette (Genetta genetta)

1.1.4.1. Description

La genette se distingue du chat sauvage, avec lequel la confusion est possible, par : un
museau pointu, un corps fin, des pattes courtes et la queue longue. Son pelage est caractéristique
avec un fond gris clair, une raie noire continue tout le long de 1’épine dorsale et 4 ou 5 rangées
de taches noires sur les flancs. La queue est barrée d’anneaux noirs, les oreilles sont plutot

grandes.
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1.1.4.2. Classification de genette (Genetta genetta)

Embranchement Chordata
Sous-embr Vertebrata
Classe Mammalia
Ordre Carnivora
Famille viverridés
Genre Genetta
Espece Genetta genetta

Figure 7 : Genette (Genetta genetta) (Original)

1.1.4.3 Répartition

La genette semble s’acclimater a un bon nombre de milieux trés différents, de la futaie
de chéne vert au sol calcaire a la garrigue basse et séche, en passant par les zones rocheuses

boisées de chénes et chataigniers.

Le relief ne semble pas indispensable puisqu’on la retrouve dans les foréts de pins

maritimes des Landes et le bocage de 1’ouest.

I.2. Anatomie de ’appareil génital male de chat

Sachant que notre travail est un travail comparatif entre I’appareil génital male de chat
et de mangouste, mais nous n’avons pas trouvé des travaux sur 1’appareil génital male de
mangouste. Pour cela, nous avons basée dans la partie bibliographique sur I’appareil génital

male du chat.

Les organes génitaux externes du chat sont situés en région périnéale haute. Leur appareil
génital est simplifié par rapport aux autres mammifeéres. Il comprend des testicules Protégés
dans leur scrotum. Ceux-ci sont prolongés par 1’épididyme et le canal déférent jusque 1’urétre
ou viennent s’aboucher les glandes annexes. Puis I’urétre se termine dans le pénis. Le tout est
sous I’innervation provenant de la moelle épiniére, parfois consciente mais le plus souvent

réflexe (Barone, 1978 ; Pierard, 1972 ; Getty, 1975) (Figure 8).
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Figure 8 : Shéma d’un appareil génital male (vue latérale gauche, en place) (Barone, 1990).

M.erector spinae 2 : Colon descendant

aile de I’os ilium (coupée) 5 : uretére gauche

col de la vessie 8 : prostate

: faisceau iliaque 11 : faisceau ischio-pub

: rectum 14 : M. recto-coccygien

: M. spincter externe de I’anus 17 : M. rectractor pénis

: Bulbe du pénis et M. bulbo- spongieux 20 : Fascia spermatique interne

: Queue de I’épididyme 23:
: téte de I’épididyme 26
: M. crémaster gauche (coupé) 29:
: Os ischium (coupé) 32:
: Tendon prépubien 35:
: Aet V testiculaire gauches 38:

Testicule gauche

Prépuce (ouvert)

Fascia spermatique interne gauche
Fascia spermatique interne droit
N. lymph. Inguinal superficiel

Ligament médian de la vessie

1.2.1. Enveloppes testiculaires

3: M. grand psias
6 : conduit déférant gauche

9 : M. coccygien

12

: partie membrancée de I’urétre et M. urétral
15:
18:
21:
24
27
30:
33:
36:

39:

glande bulbo-urétrale

Anus

Scrotum

Partie fixé du pénis

gland du pénis

M. ischio-caverneux et pilier gauche du pénis
Os pubis (coupé)

Anneau vaginal

Apes de la vessie

-Scrotum : Elle est mince, élastique, trés souple et séparée en son milieu par un raphé médian.

Sa Pigmentation importante, la pilosité fine et courte (Barone, 2001 ; Collin, 2003).

-Dartos : Adhérent intimement au scrotum, il est une tunique musculo-élastique enveloppant

chaque testicule jusqu’a I’anneau inguinal superficiel ; il forme ainsi le septum du scrotum.

C’est lui qui assure le maintien des testicules et de ses enveloppes (Barone, 2001 ; Collin,

2003).

-Fascia spermatique externe : Une couche conjonctive se trouve entre le scrotum et les

enveloppes profondes. Ce tissu en continuité avec le tissu conjonctif de I’espace inguinal est

constitue de plusieurs lames glissant les unes sur les autres et permettant ainsi une certaine

mobilité du testicule dans le scrotum (Barone, 2001 ; Collin, 2003).
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-Muscle crémaster : Issu du ligament inguinal prés du muscle oblique interne, il longe le fascia
spermatique pour se terminer en regard de 1’épididyme. Ce muscle strié¢ permet I’ascension des
testicules vers la région inguinale, volontairement ou pas (Baronne, 2001 ; Collin, 2003). -
Fascia spermatique interne : Le fascia spermatique interne est une tunique fibreuse, en
continuité avec le fascia transversales de 1’abdomen, qui forme un « sac » dont la face interne
est adhérente a la lame pariétale de la tunique vaginale (Barone, 2001 ; Collin, 2003). -Tunique
vaginale (plus profonde) : La tunique vaginale est une séreuse issue du peéritoine, avec lequel
elle communique par le canal vaginal, donc constitué d’une lame pariétale (dont nous venons
de parler), d’une lame viscérale recouvrant étroitement le testicule, I’épididyme et les éléments
du cordon spermatique et d’un méso unissant les deux lames : le mésorchium (Barone, 2001 ;

Collin, 2003).

1.2.2. Testicules

De forme ovoide a sphérique, blanc rosé, le testicule est aplati latéro-latéralement. Il
recoit sur son bord dorsal 1I’épididyme et au niveau de I’extrémité capitée 1’attache du cone
vasculaire. Le testicule est uni par le ligament propre du testicule a la queue de I’épididyme qui
elle-méme est unie a la tunique vaginale par le ligament de la queue de 1’épididyme (Figure 6)
(Collin, 2003).

Le tissu ou plutdt les tissus propres du testicule sont contenus dans la tunique albuginée
qui est une membrane fibreuse épaisse logeant des divisions sinueuses des vaisseaux
testiculaires (Barone, 2001, Collin, 2003).

La face postérieure du testicule mature est en rapport avec I'épididyme. Le testicule et
I'épididyme sont tous deux suspendus dans le sac scrotal par le cordon spermatique qui contient
le canal déférent, I'artére spermatique et les plexus veineux et lymphatique.

Le testicule est enveloppé d'une tunique, l'albuginée, qui s'épaissit pour former le
médiastin du testicule ou corps d'Highmore au niveau du rete testis (Figure 9).

La structure histologique de tube séminifére (Figure 10) est constituée d'une lumiere
centrale bordée par un épithélium séminifére spécialisé contenant deux populations cellulaires
distinctes :

v" Les cellules somatiques de Sertoli.

v" Les cellules germinales.
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Cordon spermatique et vaisseaux testiculaires

Téte de I'épididyme

Extrémité capitée du testicule

Corps de I'épididvme

Sinus épididymaire

Extrémité caudée du testicule

Cordon spermatique et ses vaisseaux

Mesoluniculus (coupe)
Mesoductus déférents
Conduit déférent
Legdela

téte de
I’épididyme

Lig propre du testicule
Vue latérale

Queue de I'épididyme

Ligament de la queue de 1'épididyme

Téte de

Queue de 1’épididyme I"épididyme

Extrémité capitée
du testicule

Figure 9 : Shéma anatomique de testicule (Barone, 2001).
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Figure 10 : Shéma d’une coupe transversale de tube séminifére (Banks, 1993).
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1.2.3. Voies spermatiques
1.2.3.1. Epididyme

C'est un organe allonge, solidarisé au testicule, contre lequel il s'applique latéralement.
Son réle est de stocker les spermatozoides qui y acquierent leur maturation et leur pouvoir
fécondant. Sa musculature permet de les chasser pendant la premiére phase de I'éjaculation. Son

épithélium semble en outre capable d'en résorber une partie (Laloi-travaglini, 2011).

1.2.3.2. Canaux déferents

Les canaux déférents prennent naissance a la queue de I’épididyme. Ils entrent dans
I’abdomen au niveau des anneaux inguinaux et cheminent au sein des cordons spermatiques qui
contiennent également les nerfs et vaisseaux testiculaires. Les veines testiculaires, tortueuses,
forment les plexus pampiniformes qui permettent de refroidir le sang arrivant aux testicules afin
d’assurer une production optimale de spermatozoides. Les canaux déférents, une fois dans
I’abdomen, contournent les uretéres, traversent la prostate et rejoignent 'urétre pelvien
dorsalement & celui-ci, au niveau du colliculus seminalis qui forme une petite proéminence
(Smith, 1993).

1.2.4. Uretre
Il mesure 8.5 a 10.5 cm, et peut etre divisée en cing parties.

1.2.4.1. Urétre pré prostatique
D’un diamétre de 0.9 a 2.0 mm, et d’une longueur de 3 a 5 cm, il comprit entre la vessie
et la prostate. 1l n’a normalement aucun role dans la reproduction (il peut etre méamoins etre

impliqué dans les éjaculations rétrogrades) (Wang et Coll, 1999).

1.2.4.2. Urétre prostatique
I mesure 1.5 a 1.9 cm de long, et passe ventralement a la prostate. C’est au milieu de la

prostate environ que s’abouchent les canaux déférent (Wang et Coll, 1999).
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1.2.4.3. Urétre postprostatique
Avec un diameétre de 1.9 a 2.6 mm, pour une longueur de 1.2 a 1.8 mm, cette structure

est comprise entre la prostate et les glande s bulbourétrales(Wang et Coll, 1999).

1.2.4.4. Urétre bulbourétrale

Il mesure 1.2 a 1.5 cm de long. Des fibres musculaires circulaires forment le sphincter
externe de l'urétre. Les muscles ischiocaverneux sont en face ventrale, et les muscles
bulbocaverneux en face dorsale. Les glands bulbourétrales sont en position dorsale a
I’'urétre(Wang et Coll, 1999).

1.2.4.5. Urétre pénien
Long de 0.8 a 1 cm, il est entouré en région distale dorsale par les corps caverneux
(Wang et Coll, 1999).

1.2.5. Pénis

Le pénis est court (8 a 10 mm), cylindroide, et dirigé caudalement, avec sa face urétrale
en situation dorsale. Lors de 1’érection il se redresse et se dirige ventralement (Barone, 1990).

Le pénis est constitué d’une racine entourée de muscles ischio-caverneux, d’un corps et
d’un gland recouvert d’un prépuce (Liége, 1991).

Le gland est court et conique et relié au pénis par un frein. Sa surface est hérissée chez
I’adulte de forte papilles a épithélium kératinisé et épais. Ces papilles dont le développement
est hormono-dépendant, manquent toutefois au niveau de I’apex et du raphé du pénis (Barone,
1990).

Une coupe transversale réalisée au niveau de la base du pénis met en évidence 1’uretre
entouré du corps spongieux, avec de part et d’autre, les muscles bulbo-spongieux et les corps
caverneux séparés d’un septum. Au niveau du gland, les corps spongieux du gland entourent
I’urétre et 1’os pénien, court (4 mm de long) et d’ossification tardive (Liége, 1991).

Et les corps caverneux séparés d’un septum. Au niveau du gland, les corps spongieux du gland

entourent I’urétre et 1’os pénien, court (4 mm de long) et d’ossification tardive (Liége, 1991).
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Figure 11 : Pénis du chat, vue dorso-latérale (Getty, 1975)

A, B et C sont les sites des coupes transversales
1: Uretre 2: Corps spongieux 3:  Os pénien 3:  Corps caverneux du pénis
4:  Papilles cornées 5: Corps spongieux du gland 6:  Vaisseaux dorsaux 7:  Muscles ischio-caverneux
8:  Muscles bulbo-caverneux

1.2.6. Glandes annexes

L’appareil génital male du chat se distingue de celui des autres mammiferes domestiques
par I’absence de vésicules séminales, d’ampoule et de glandes sur ses conduits déférents (Liége,
1991).

Les seules glandes annexes présentes sont la prostate et les glandes bulbo-urétrales.

1.2.6.1. Prostate

La prostate est intimement associée a 1’urétre juste en arriere du col vésical. La partie
compacte de la prostate se présente sous forme de deux lobes allongés (5 mm sur 2 mm) séparés
par un sillon médian. Elle recouvre les parties dorsales et latérales de 1urétre
Laissant libre la partie ventrale. La partie disséminée de la prostate est située dans le tissu

conjonctif péri-urétral compris entre le col vésical et les glandes bulbo-urétrales (Liege, 1991).

1.2.6.2. Glande bulbo-urétrale
Les glandes bulbo-urétrales sont bien développées. Sphéroides, leur diametre est de 5 a
6 mm Elles sont situées dorso-latéralement a la base du pénis. Entourées par le muscle

bulbourétral, elles sont jointes par un tissu conjonctif (Liege, 1991).
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1.3. PHYSIOLOGIE DE LA REPRODUCTION DE CHAT

1.3.1. Gamétogenese (ou spermatogenese)
La spermatogenese est le processus de différenciation des cellules souches en

spermatozoides. Elle se déroule dans les tubes séminiferes (Paragon, Malandain, Kretz ;
2000) (Figure 12).

Chez le chat européen, la spermatogenese débute vers 5 mois mais les spermatozoides
ne sont présents dans les tubes séminiféres qu’a partir de 7 a 9 mois (Bosse, Chaffaux, Kretz ;
1990).

1.3.1.1. Spermacytogénése

Les cellules primordiales sont les gonocytes. Pendant la croissance, ces gonocytes vont
se transformer en spermatogonies qui vont proliférer au moment de la puberté de fagcon massive
et continue. On distingue les spermatogonies A qui se multiplient mais ne se différencient pas
et les spermatogonies B qui vont subir I’évolution suivante.

Les spermatogonies B donnent en se multipliant les spermatocytes I a ’origine des

spermatocytes Il aprés la premiére division de méiose et des spermatides apres la seconde.

1.3.1.2. Spermiogénése
Les spermatides sont donc haploides et ne contiennent qu’un seul chromatide. Ce sont
eux qui vont subir la spermiogénése. Ils vont subir des transformations pour aboutir aux

spermatozoides.

1.3.1.3. Spermiation

Correspond a la libération des spermatozoides. Le corps résiduel est phagocyté par les
cellules de Sertoli et seule une gouttelette proximale persiste sur le spermatozoide.

Le spermatozoide est alors composé d’une téte contenant I’ADN condensé protégé par
I’acrosome dans sa région proximale, d’une piéce intermédiaire contenant les mitochondries

nécessaires a 1’énergie et d’un flagelle assurant la mobilité.
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Les spermatozoides immobiles sont transportés dans le rete testis via les sécrétions des
cellules de Sertoli, des glandes du rete testis, et des glandes annexes. lls acquierent leur mobilité
et Leur pouvoir fécondant au cours de leur trajet dans 1’épididyme ou ils perdent leur gouttelette

protoplasmique.

STAGE 4 »
1k

;o
[V il
C.g’

Figure 12 : Les huit étapes (I a VIII) de formation des spermatozoides dans les tubes seminiféres
(Costa ; Chiarini-garcia ; Morato ; Alvarenga ; Franca, 2008). (B) Spermatogonies de
type B ; (PI) Spermatocytes au stade préleptoténe ; (L) Spermatocytes au stade leptoténe ; (Z) Stade
pachyténe primaire ; (D) Stade diploténe ; (M) Figure de méiose ; € Spermatozoides ronds ; €

Spermatozoides élongés ; (SC) cellules de Sertoli.

1.3.2. Régulation hormonale

Chez le chat domestique, le plus étudié, on sait que la spermatogenése débute vers 5
mois, mais que les spermatozoides ne sont présents dans les tubes séminiferes qu’a partir de 7
a 9 mois. Cela correspond a un poids des deux testicules supérieurs a 1g (Kirkpatrick, 1985).

Sur le plan endocrinien, les noyaux sécrétoires de I’hypothalamus sécretent des quantités

Progressivement croissantes d’hormones hypothalamiques qui provoquent une
maturation des Cellules gonadotropes de I’antéhypophyse. Ces derniéres élaborent a leur tour
des taux croissants de gonadotrophines (FSH et LH).

La FSH sensibilise les testicules a ’action de la LH. Sous 1’action de la LH, se produit
une maturation des cellules de Leydig qui vont sécréter de la testostérone a des taux de plus en

plus importants. L’imprégnation de 1’organisme par la testostérone provoque le développement
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des caractéres sexuels secondaires. De plus, cette hormone provoque la maturation des cellules
de Sertoli, et sous I’action conjuguée de la LH, de la testostérone et de la FSH, la

spermatogenese se déclenche a son tour.

1.4. Définition de la phylogénie

Le terme « phylogénie » dont phylum désigne en latin race ou tribu, il fut inventé par
Ernst Haeckel en 1866 pour définir I'enchainement des espéces animales et végétales au cours
du temps (Darlu et Tassy, 2004). Et il I’a défini comme « 1’histoire de développement

paléontologique des organismes par analogie avec 1’ontogénie ou histoire de développement

individuel » (Gallut, 2001).

Afin de déterminer les relations entre les especes, celles-ci sont comparées en fonction
de différents caracteres. Toute la difficulté de cette comparaison est la distinction entre analogie
et homologie. L’homologie est la ressemblance entre des especes attribuable a un ancétre
commun. Cette notion d’ancétre commun est importante, car une ressemblance entre deux
espeéces n’implique pas que ces especes soient apparentées. En effet, des espéces peuvent
acquérir un trait commun par sélection naturelle. Telles especes sont le fruit d’évolution

convergente et les ressemblances, dans ce cas, on parle d’analogies (Chapus, 2005).

1.5. Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire consiste a reconstruire les relations de parenté entre les
séquences de nucléotides ou d'acides aminés. Elle permet d'étudier I'évolution des séquences et
la relation de parenté entre especes. La nature quantitative des relations, ainsi établies, a permis
le développement de méthodes et de régles rigoureuses pour la construction des arbres
phylogénétiques (Cheikh, 2006). Elle étudie 1’histoire évolutive des espéces étudiées a la base
d’une portion de leur séquence moléculaire (Diallo, 2009).

La phylogénie moléculaire est basee sur les principes suivants :
* Les mutations se produisent au hasard,
* Les mutations s’accumulent au cours du temps,

» Les mutations se produisant chez un individu et se fixent dans sa descendance.
Pour reconstituer des phylogénies, on peut utiliser différents génes, ou les protéines

correspondantes, appelés marqueurs phylogénétiques (Alauzet, 2009).
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Un marqueur génétique est basé sur la variation dans le génome, cette variation est aussi
nommeée polymorphisme. Selon le niveau taxonomique étudié, il est essentiel de choisir un type
de marqueur qui lui est adapté. Par exemple, si le but visé est de distinguer des groupes
d'individus au niveau de I'espéce, les marqueurs utilisés devront étre plus conserves que dans le
cas des études de populations (Beaulieu, 2007).

Les polymorphismes ADN peuvent étre détectés dans I’ADN nucléaire et ’ADN
d’organites, trouvé dans les mitochondries et les chloroplastes. Les marqueurs moléculaires

Concernent la molécule d’ADN elle-méme, et, comme tels, sont considérés comme des

mesures objectives de la variation (Vicente et Fulton, 2003).

1. Marqueurs d’ADN nucléaire :
Un certain nombre de marqueurs sont a présent disponibles pour détecter les
polymorphismes d’ADN nucléaire. Dans les études sur la diversité génétique, les marqueurs les

plus freqguemment utilises sont les microsatellites (Rischkowsky et Pilling, 2008).

2. Marqueurs d’ADN mitochondrial :

Les polymorphismes d’ADN mitochondrial (ADNmt) ont été¢ largement utilisés lors des
analyses de la diversité phylogénétique et génétique. L’ADNmt haploide transporté par les
mitochondries du cytoplasme cellulaire, posséde un mode maternel d’hérédité (les animaux
héritent I’ADNmt de leurs meres et non de leurs peres) et un taux de mutation ¢élevé ; il ne se
recombine pas. Ces caractéristiques consentent aux biologistes de reconstruire les relations
évolutionnaires intra et interraciales par 1’évaluation des modeles de mutation de I’ADNmt.
Les marqueurs d’ADNmt peuvent également fournir un moyen rapide de détecter I’hybridation
entre les especes et les sous-espéces d’animaux d’élevage (Nijman et al. 2003) ou méme

Sauvage.

1.6. Etude phylogénétique

L’¢laboration de technologies a haut débit serait inutile si ’on ne disposait pas des
capacités d’analyse des données biologiques en croissance exponentielle. Ces données doivent
se stocker dans des bases de données électroniques associées a des logiciels spécialement

congus pour la mise a jour, ’interrogation et ’extraction. Les informations doivent étre
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facilement accessibles et flexibles aux interrogations pour faciliter I’extraction des informations
pouvant étre analysées pour éclaircir les voies métaboliques et le réle des protéines et des genes
impliqués (Rischkowsky et Pilling, 2008).

La bioinformatique est fondamentale pour associer les informations provenant de
sources différentes et générer une connaissance nouvelle a partir de données existantes. Elle
dispose également des potentialités pour simuler la structure, la fonction et la dynamique des
systéemes moléculaires et est donc utile pour la formulation des hypotheses et pour la conduite
du travail expérimental (Rischkowsky et Pilling, 2008).

Pour réaliser une phylogénie, un bon nombre de programmes informatiques sont

disponible sur la grande toile avec plus de 367 logiciel (Djekoun et Hamidechi, 2010).
1.7. Arbres phylogénétiques

La phylogénie est représentée sous la forme d'un arbre — avec un tronc, des branches,
des rameaux qui se lient de bas en haut. La seule illustration incluse dans l'origine des espéces
est une image de filiation entre espéces hypothétiques situées dans un contexte stratigraphique

: le temps géologique se lit de bas en haut (Darlu et Tassy, 2004).

Racine

-«

4 Noeud interne
Branches
| /
Feuille
® 0

Figure 13 : Exemple d’un arbre phylogénétique
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1.8. ANALYSES MOLECULAIRES
11.8.1. Etapes d’ Analyses Moléculaires

L’objectif de cette partie repose essentiellement sur 1’utilisation des logiciels de bio-
informatique afin d’étudier une base de données de biologie moléculaire pour tracer 1’arbre
phylogénétique afin de trouver la position génétique des différentes especes. Les différentes
étapes d’analyse moléculaire suivie pour avoir des séquences d’ADN sont :

-Echantillonnage

Les échantillons employés pour extraire I'ADN se sont composés de : 0s, tissu, poils,
sang ou matériel fécal.

-Extraction et quantification de ’ADN

L’extraction d’acides nucléiques d’un matériel biologique requiert la lyse cellulaire,
I’inactivation des nucléases cellulaires et la séparation de 1’acide nucléique souhaité de débris
cellulaires. Il existe beaucoup de kits d’extraction et de purification de ’ADN qui sont
commercialisé. Cependant il a été montré que la sensibilité de détection par PCR de ’ADN
extrait varie selon le kit utilisé (Yoshikawa et al. 2011).

-Amplification de ’ADN par PCR

La Polymérase Chain Réaction (PCR) (Kleppe et al. 1971) est une méthode in vitro
d'amplification de séquences spécifiques d’/ADN en un trés grand nombre de copies. Elle permet

d'amplifier une séquence spécifique d’/ADN dans un mélange réactionnel approprié.

-Séquencage : Le séquengage de I’ADN consiste a déterminer 1’ordre des nucléotides
sur la molécule d’ADN précédemment amplifié par PCR. La méthode utilisée aujourd’hui
(Sanger en 1977) repose sur I’utilisation de didésoxynucléotides, qui bloquent la synthése de

1I’ADN apreés leur incorporation.
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Notre étude a été réalisée sur une période étalée du mois de de Février au mois de
Septembre. L’étude sera présentée en deux parties :
% Une partie histologique, dont I'intérét est de comparer et d’étudier I'aspect histologique de
I'appareil génital male du chat « félis catus » et de la mangouste «Herpestes ichneumen».
C’est une étude prospective menée dans le service d’Anatomie Pathologique du centre
hospitalier universitaire Issad Hassani de Beni Messous d’Alger ; I'mterprétation des lames a
été réalisée au niveau du laboratoire de recherche sur les zones arides (LRZA).
4 Une partic génétique, dont I'intérét est d’étudier la phylogénie des genres « Félis catus » et
« Herpestes ichneumon », afin de trouver la position exacte des espéces dans larbre

phylogénétique réalisée dans laboratoire de biodiversit¢ et 'environnement : interaction,
géenome (LBEIG) FSB-USTHB, Alger.

11.1. MATERIEL

11.1.1. Matériel non Biologique L’ensemble du matériel non biologique utilisé dans ce

mémoire est présenté en annexe.

11.1.2. Matériel Biologique
Dans le cadre de notre expérimentation, qui consistent a faire une comparaison entre le chat et
la mangouste nous avons étudié les testicules et 'épididyme des chats et des mangoustes :

v Chat «Félis catus » ramenés de la clinique vétérinaire TAGASTE de Dely Brahim et
clinique Vvétérinaire de KOUBA.

v' Mangouste « Herpestes ichneumon » récupérée mort dans la région de Souk-Ahras. Pour
bien située ces deux espéces, nous avons fait une comparaison avec des échantillons de chien
et de genette :

v Chien « Canis lupus familiaris » ramenés de la clinique vétérinaire TAGASTE de Dely
Brahim.

v' Genette « Genetta genetta » récupérée mort au niveau de parc national de Belezma a

Batna.
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11.2. Méthodes

i— Ablation des testicules

La castration est une technique chirurgicale qui consiste en l'ablation définitive des
testicules et de I'épididyme afin de pouvoir étudier aspect histologique de chaque espéce.
Les animaux sont anesthésiés a la télétamine (50mg/ml) diluée dans du sérum physiologique
(9%) et injectée a raison de 10mg /ml/100g de poids corporel par voie intra péritonéale ; une
incision de la peau et du muscle est réalisée juste au-dessus du pénis afin d’extirper les testicules
et 'épididyme ;une ligature de l'artére spermatique est nécessaire avant ’ablation pour éviter
toute hémorragie. Les plans musculaire et cutané sont refermés par des nceuds serrés entre

lesquels on saupoudre de la poudre antibiotique. La plaie est cicatrisée par ajout de I’éosine.

I1. 2. 1. Etude macroscopique

Nous avons étudié I'aspect macroscopique des différents échantillons analysés. Ces
échantillons sont coupés de fagon longitudinale et transversale afin d’obtenir les coupes qui

seront traité par la technique histologique.

11.2.2. Etude histologique

La confection de coupes histologiques permet 'observation des tissus au microscope
photonique apres une coloration spécifique. Elles comportent plusieurs étapes.

Les différents prélevements regus au service, passent par une série de préparation ; Le

matériel spécifique utilisé pour la technique histologique est présenté en annexe |I.

1. Obtention des coupes

¢ Fixation :

Etape primordiale, elle permet d’immobiliser et conserver les structures cellulaires et
tissulaires dans un état aussi proche que possible du vivant. En effet, le prélevement des tissus
provoque leur mort : les cellules déversent leurs enzymes (autodigestion des tissus) ; Les
organes sont plongés dans un volume de fixateur (formol a 10%, annexe I) environ 60 fois
supérieur a celui de 'organe. Chaque piece est accompagnée d’une étiquette portant toutes les

indications utiles.
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+* Inclusion :

Ce processus comporte quatre étapes :
1. Déshydratation : L’inclusion dans la paraffine nécessite au préalable la déshydratation

des pieces histologique (bains successifs d’éthanol de degrés croissants, jusqu’a I'absolu,
(annexe
[). La paraffine étant insoluble dans I'eau et soluble dans les hydrocarbures benzéniques

benzeéne, toluene ou xyléene.

2. Eclaircissement : il permet I'élimination compléte des traces d’alcool et 'imprégnation

par les 5 bains de xylene, solvant de la paraffine. La durée du chaque bain est 1 heure.

3. Pénétration des piéces par la paraffine : cette étape consiste a éliminer le xylene et a

le remplacer par 2 bains de paraffine.

4. Confection des blocs de paraffine : dans cette étape, ont été utilisés des moules de métal
(tissus—TEK111) et des cassettes en plastique sur lesquelles sont inscrites les indications de la
piece traitée. La paraffine fondue est versée dans les moules légerement préchauffés a 45°C ou
on dépose délicatement I'organe mmprégné. La cassette est déposée sur le moule. Le bloc n’est
démoulé qu’apres refroidissement totale sur une plaque froide et il est conservé ala congélation

a une température de -4°C jusqu’a la réalisation des coupes.

+«* Microtomie :
1. Confection des coupes

Tout d’abord, mstaller le bloc sur le porte bloc du microtome qui est réglé a 20 um a fin
d’éliminer le surplus de la paraffine. Lorsque la piece apparait dans le plan de coupes, on ramene

I’échelle a 2 pym pour obtenir des coupes fines sous forme de rubans.

2. Etalement des coupes

On dépose les rubans obtenus sur des lames nettoyées a I'alcool, contenant de I'eau distillée
chauffée sur une plaque chauffante réglée a 45°C. A laide d’un diamant, les indications de

I'organe sont gravées sur la lame correspondante.

++ Coloration
Le but de la coloration est de rendre plus évidents les differents constituants cellulaires et

tissulaires. Ceci est obtenu a I'aide de colorations topographiques : coloration de routine et
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trichrome de Masson et rouge Congo. Les coupes ne seront prétes a recevoir les colorants

qu’apres les trois étapes suivantes :

1. Déparaffinage : Le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu pour que les
colorants puissent pénétrer. Le réactif utilisé est le xylene. Les coupes sont passées dans 3 bains

de xylene pendant 5a 10min pour chacun.

2. Réhydratation : Elle a pour objet de retirer le xyléne du tissu et le remplacer par I'eau.
Les lames sont passées dans les trois bains successifs d’éthanol de degrés décroissants (100°,
96°, 70°) d’une durée de Smin chacun. Les pices sont enfin lavées a I'eau distillée pendant 5

min environ avant coloration.

3. Coloration:
-Coloration de routine : Les solutions d’hématoxyline contiennent de I’hématéine et un
mordant métallique (sels d'aluminium ou de fer). Ce mordant est responsable de la coloration.
L’éosine colore les cytoplasmes en rose et les fibres dans une gamme de roses plus ou moins
vifs selon I'acidophilie des différents éléments.
- Trichrome de Masson : met en évidence les éléments du tissu conjonctif en particulier le
collagéne en vert, le noyau en noir et le cytoplasme en rouge ; cette coloration aservi pour les
prises de photographies.

- Rouge Congo : Cette coloration marque en rouge les dép6ts d'amylose.

“ Montage et observation :

Le montage est 'opération qui consiste a conserver les colorations a l'aide de I'Eukitt
(Merck, Darmstadt, R.F.A) qui permet 'adhérence entre la lame et la lamelle. Aprés montage,
les lames sont séchées sur papier absorbant et enfin observées au microscope photonique

(leica).

% Etude en microscope photonique
L’observation des coupes colorées est effectuée a l'aide d’un microscope optique. Cet
appareil permet d’obtenir une image agrandie (20 a 1000 fois) par une combinaison optique de

la coupe éclairée par une lumiere qui la traverse.
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11.2.3. Etude Morphométrique
Afin de tracer des histogrammes pour faire une comparaison entre les tailles des tubes

séminiferes et des épididymes de notre espéces qui sont le chat « Félis catus », mangouste «
Herpestes ichneumen », le chien « canis lupus familiaris » et enfin le Genette « Genetta genetta
», les mesures ont été réalisées sur des coupes histologiques des animaux étudiés. Les images
sont capturées par un appareil photo numérique (HIROCAM, MAB88-500, BME lab and
Science, St. Paul, USA) connecté a un microscope photonique (Optika B 235, Italie) via le

logiciel TS View (Microscopes America, Cumming, GA, USA).

Resousor

Scale:100% CAP NUM

Figure 14 : photos représentant la capture des images par un appareil photo numérique
(HROCAM, MAB88-500, BME lab and Science, St. Paul, USA) connecté a un
microscope photonique (Optika B 235, Italie) via le logiciel TS View (Original).

La surface, le diametre (petit axe et grand axe), le périmétre pour les tubes séminiféres
et les épididymes a Gx10 et les conteurs des épididymes a Gx40, ont été mesurés via un logiciel

d’analyse et de traitement d’image "Axio Vision 4.6.3.0" développé par la société Carl Zeiss.
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Figure 15 : Méthode de mesure la surface des tubes séminiferes par logiciel "Axio Vision
4.6.3.0" (original).

Cesysteme d'analyse d'images a été étalonné alaide d'une lame micrométrique graduée.
Afin d'obtenir les mesures des diamétres (petite et grande axe) et périmétre en pm et les surfaces
en um2. Dans notre étude morphométrique sur 3 anmimaux de chaque espéce, et pour chaque
coupe on a effectué 50 mesures pour la surface, le diamétre et le périmétre au grossisse me nt
Gx10 ; pour les tubes séminiféeres ainsi que 20 mesures au grossissement Gx40 afin de mesurer

le contour des épididymes. Les hauteurs des cellules principales de Iépididyme

11.2.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyennes + ESM. 0O Moyenre

arithmétique (x) des valeurs individuelles

SI xi

x =
n

2 X : Somme des valeurs individuelles

N : nombre de valeurs

» Erreur Standard ala Moyenne (E.S.M)

) 2 _u(xi-x)
ESM Vn avec § = n—-1
& :Ecart type

> % |
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xi: Valeur individuelle

» Coefficient de corrélation

p 1 .
r=6x8 —;leyl—xy

(6x) = ~%(xi — 0)*(8%)* = ~X(yi — )

Xi et yi : valeur individuelle comparées x et vy :
moyenne des valeurs individuelle comparées

0 Validité statistique

La validité statistique des differences est calculée par student et test de Student en utilisant le
logiciel statistica.

La difference entre deux moyennes comparées est statistiouement significative si la probabilité
"p", lue en fonction du nombre de degrés de liberté (d.d.I = n1+n2 -2) est égale ou inférieur a
5%.

Sip>0,05 : la différence n’est pas significative (ns). Si
0,01< p<0,05 : elle est significative (*).
Si 0,001 <p<0,01: elle est tres significative (**).

Sip<0,001 : elle est hautement significative (***).

11.2.5. ANALYSES PHYLOGENETIQUES

11.2.5.1. Utilisation des données de la GenBank

Tous les travails réalisés sur les espéces qu’on a étudié (chat, mangouste, chien, genette)
sont représentés aux niveaux de la GenBank sous format des séquences d’ADN, pour cela nous
avons étudiée cette base de données pour positionnée sur le plan phylogénétiques les deux

especes.
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11.2.5.2.1. Présentation de la GenBank

La GenBank est une collection annotée de toutes les séquences d'ADN publique ment

disponibles. Cette banque est mise a jour régulierement grace a des échanges quotidiens de

séquences avec la banque européenne EMBL (European Molecular Biology Laboratory) et la
banque japonaise DDBJ (DNA Data Bank of Japan).

Icurx:é | httpz://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Figure 16 :La page d’accueil de la GenBank(Original).

11.2.5.2.2. Extraction des données de la GenBank

Afin d’une reconstruction phylogénétique, nous avons récupérées les séquences qui se

trouvent au niveau de la GenBank, nous avons passé par plusieurs étapes distinctes :

1. Nous avons construit 'URL suivante : http/ww.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/

2. Nous avons choisi recherche par taxonomie.

3. Nous avons écrit le nom de notre genre (par exemple : Félis).

1. En entrant sur nos especes, nous obtenons toutes les espéces qui appartiennent a ces

genres.
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= Felis catus (domestic cat)
= Felis chaus (jungle cat)
= Felis margarita (sand cat)
= Felis nigripes (black-footed cat)
o Felis silvestris (wild cat)
= Felis silvestris bieti (Chinese desert cat)

= Felis silvestris Iybica (Near Eastern wildcat)
= Felis silvestris ornata (Central Asian wildcat)
= Felis silvestris silvestris (European wildcat)

= Felis sp.

Felis sp. NG192

= Canis adustus (side-striped jackal)
= Canis anthus (African golden wolf)
= Canis aureus (golden jackal)
= Canis himalayensis (Himalayan wolf)
= Canis indica
= Canis latrans (coyote)
o Canis lupus (gray wolf)
= Canis lupus arctos (Arctic wolf)
» Canis lupus baileyi (Mexican grav wolf)
= Canis lupus campestris (steppe wolf)
= Canis lupus chanco (Mongolian wolf)
Canis lupus desertorum
Canis lupus dingo (dingo)
Canis lupus familiaris (dog)
Canis lupus hattai (Ezo wolf)
Canis lupus hodophilax (Japanese wolf)
Canis lupus labradorius (Labrador wolf)
Canis lupus laniger (Tibetan wolf)
Canis lupus lupaster (African wolf)
Canis lupus lupus (Eurasian wolf)
Canis lupus mogollonensis
Canis lupus pallipes (Indian wolf)
Canis lupus signatus (Iberian wolf)
Canis lupus variabilis
Canis lupus x Canis lupus familiaris (wolfdog)

« Canis Jycaon (eastem Canadtan wolf)
o Canis mesomelas (black-backed jackal)
= Canis mesomelas elongae (2astern African black-backed jackal)
« Canis rufus (red wolf)
» Canis simensis (Ethiopian wolf)
= Canicen.

Click on organism name to get more information. A

= Felis silvestris cafra (Southern African wildcat)

pestes

B

Click on organism name to get more information
Herpestes brachyurus (Short-tailed mongoose)

« Herpestes brachyurus hosei
Herpestes fuscus (Indian brown mongoose)
Herpestes ichneumon (Egyptian mongoose)
Herpestes semitorquatus (collared mongoose)
Herpestes smithii (Ruddy mongoose)
Herpestes urva (crab-eating mongoose)
Herpestes vitticollis (Stripe-necked mongoose)

o Canis Click on organism neone to get more information. C

o Genetta  Clickonorgaism name to get more information.

D

Genetta angolensis (Angolan genet)
Genetta bourloni

Genetta cristata

Genetta felina

Genetta felina x Genetta tigrina
Genetta genetta (small-spotted genet)
Genetta johnstoni

Genetta maculata (panther genet)
Genetta pardina (West Affican genet)
Genetta poensis

Genetta servalina

Genetta thierryi

Genetta tigrina (large-spotted genet)
Genetta victoriae (giant genet)
Genetta sp. schoutedeni

Figure

17 . Taxonomies des espéces de nos genres «félis (A), Herpestes(B), canis(C),

Genetta (D) » obtenues dans la GenBank (Original).

5. Nous avons analysé nos especes pour identifier le nombre des séquences nucléotidiques

trouvées dans cette banque (Figure 18).
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Figure 18 : Les données disponibles sur la GenBank concernant les espéces « Félis catus », «
Herpestes ichneumen », « canis lupus familiaris », « Genetta genetta »

(nucléotide, protéine, s 19tructure, génome......ect) (Original).

6. Les séquences représentatives de chacune des différentes espéces ont été téléchargées
sous format FASTA a partir de la "GenBank"(Figure 19)

Felis catus cytochrome oxidase subunit 1 (COI)

gene, partial cds; mitochondrial
GenBank: KY661882.1

GenBank Graphics PopSet
>KY&61882.1 Felis catus cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene,

partial cds; mitochondrial
TCTTTACCTTTTATTCGGTGCCTGAGCTGGCATGGTGGEGACTGCTCTTAGTCTTCTAATCCGGGCCGAC
TGGGCCAACCTGGTACACTACTAGGAGATGATCAGATTTACAATGTAATCGTCACTGCCCATGCTTTTGA
TGATCTTTTTTATGGTGATGCCTATTATARATTGGAGGGTTCGGARAACTGATTGGTCCCATTAATAATTGA
GCTCCTGACATAGCATTTCCCCGAATARACAACATGAGCTTCTGACTCCTCCCTCCATCCTTTCTACTCT
ACTCGCCTCATCTATGGTAGAAGCCGGAGCGGGAACTGGCTGRAACAGTATACCCACCCCTAGCCGGCAAC
CTGGCTCATGCAGGAGCATCCGTAGACCTAACTATTTTTTCACTACACCTGGCAGGTGTCTCCTCAATCT
TGGGTGCTATTAATTTCATTACTACTATTATTAATATAAARCCTCCTGCCATGTCCCAATATCAARCACC
TCTATTCGTCTGATCAGTCTTAATCACTGCTGTCTTACTACTTCTATCACTTCCAGTCTTAGCAGCGGGA
ATCACTATATTATTAACAGATCGAAACCTAMAACACCACATTCTTTGACCCCGCTGGGGGAGGAGATCCTA
TCTTATACCAACACTTATTC

Figure 19 : Exemple d’une séquence nucléotidique au format FASTA (Original).

> = I
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Pour réaliser une phylogénie, un bon nombre de programmes informatiques sont
disponible (PHYLIP, PAUP*, MEGA, Phylo win, ARB......ect), mais nous avons choisi le
programme MEGA version 5 ; MEGA a été développé pour faciliter des analyses statistiques
d'évolution moléculaire.

Le MEGA est concu pour réaliser de diverses analyses statistiques dans un programme
et pour produire des résultats dans des sorties de publication de qualit¢ (Kumara et al., 1994).
Nous avons alors procéder a 'analyse phylogénétique a partir des séquences nucléotidiques de
chaque espece du genre «Felis », « Herpestes », « Canis », « Genetta » par différentes étapes :

1. Les alignements multiples des séquences nucléotidiques et protéiques ont été réalisés au
moyen du logiciel MEGA wversion 5 (Tamura et al., 2011) (Figure 20 ) par la méthode
d’alignement progressif ClustalW (Thompson et al., 1994), nous avons choisi ce type

d'alignement par ce qu’il est trés utile et permet d'étudier les différences et les similitudes entre

les séquences d’un méme marqueur moléculaire (Figure 21).
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& Analyze User Tree by Least Squares
=2 Analyze User Tree by Parsimony

14 Explore Active Data f4
By Export Data.
Save Data Session to File...

Open Saved Alignment Session...

® Show Web Browser
2 Query Databanks
Do BLAST Search

% Construct/Test UPGMA Tree.
= Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

& Edit/Draw Tree (Manually)

Select Genetic Code Table..
= @ Display Newick Trees

* Select Genes and Domains...
R Select Taxa and Groups.

Open Tree Session Open Tree Session
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Align = Data Mo;:iels Distlance Diversity Phyloéeny UserTree Ancelstors Selelction Ra}es Clolcks
I

& Find Best DNA/Protein Models (ML)
Disparity Index Test of Pattern Heterogeneity E= Compute Overall Mean Distance...

[2 Estimate Gamma Parameter for Site Rates (ML)
¥ Estimate Position-by-Position Rates (ML)..

& Compute Pairwise Distances L Infer Ancestral Sequences (ML)

= Infer Ancestral Sequences (Parsimony)

B/ Estimate Substitution Matrix (ML)... Compute Within Group Mean Distance
X2 Estimate Transition/Transversion Bias (ML).. Compute Between Group Mean Distance..
Compute Net Between Group Mean Distances

Selection
¥ Estimate Selection for each Codon (HyPhy)

Compute MCL Substitution Matrix
Compute MCL Transition/Transversion Bias

& Tajima’s Relative Rate Test
i Test Molecular Clock (ML

7. Codon-based Z-test of Selection
Codon-based Fisher's Exact Test of Selection

Compute Pattern Disparity Index
Compute Composition Distances Compute Mean Diversity Within Subpopulations
Compute Mean Diversity in Entire Populatior
Compute Mean Interpopulation Diversity
Compute Coefficient of Differentiation

v T3jima’s Test of Neutrality

*2 Compute Amino Acid Composition
*¢ Compute Nucleotide Composition
i Compute Codon Usage Bias

Figure 20 : Barre d’outils de MEGA 5 (Original).
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Figure 21 : Fenétre de programme ClustalW utilisé pour I'alignement multiple des séquences
du marqueur moléculaire choisi (Original).

Une fois les séquences alignées sont ensuite comparées et servent a la construction
d’arbres phylogénétiques en utilisant I'une des méthodes fondées sur les distances, la méthode
UPGMA (Figure 22), la plus simple, basée sur 'hypothése que les taux de mutation et donc les

vitesses d’évolution sont identiques sur les différentes branches de I’arbre.

—
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5,5?,:'*‘-.‘~,E.3ﬁ.?\'-\ﬁ.g.@v
Align Data Models | Distance Diversty || Phylogeny ~ UserTree ~ Ancestors Selection Rates Clocks
| InL. Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
i) Construct/Test Neighbor-Joining Tree...

Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

5
& Construct/Test UPGMA Tree...
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Open Tree Session

- 1|5 P e =
First time User? | Tutorial Examples Citation | MEGA Web | Report aBug | Updates?
MF R4 releace #51101131

Customize ToolBar ~ Preferences +

Figure 22 : La méthode UPGMA uitilisée pour la construction de I'arbre phylogénétique
(Original).
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Dans ce modele, les transitions et les transversions ne sont pas équivalentes en termes
de proportions et leur fiabilité a été évaluée par le programme "Bootstrap” qui a été appliqué

avec un nombre de répétitions égal a 1000 (Figure 23). Les réplications sont ramenées en

pourcentages et ils sont indiqués au niveau des nceuds.

Options Summary I

Model/Method
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Figure 23 : Les paramétres utilisés pour la reconstruction phylogénétique (Original).
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I11.1. RESULTATS

Notre études est basées sur la comparaison de 1’appareil génital male du chat « Félis
catus » et du mangouste « Herpestes ichneumon » avec deux autres especes, la genette
« Genetta genetta » et le chien « canis lupus familiaris », les résultats sont subdivisées entre 3
volets, Le premier concerne 1’études des aspects morphologiques des testicules
(macroscopique), le second volet décrit I’aspect histologique et morphométrique des testicules

et de I’épididyme et enfin le dernier volet rapporte 1’études phylogénétique.

I11.1.1. Résultat de I’étude morphologique

Avant de réaliser les coupes histologiques, nous avons faits une comparaison

morphologique des testicules.

Nous avons remarqué que la taille des testicules du chien est plus élevée que celle des 3
autres espéces notamment la mangouste, le chat et la genette et la méme chose pour la

morphologie des testicules (Figure 24).

Figure 24 : Représente la taille et la morphologie des différents testicules de chat, de mangouste, le

chien et la genette organisée de maniére décroissant.
1 : testicule du chien, 2 : testicule de la mangouste, 3 : testicule du chat, 4 : testicule de la genette

Nous avons fait une comparaison morphologique entre la taille des testicules du chat et
du chien au période de repos, la figure 25 montre que la taille des testicules du chien et plus

grande que celle du chat.
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Figure 25 : Photos représentent une comparaison des tailles entre les testicules du chat « Félis
catus » et du chien « Canis lupus familiaris ».

111.1.2. Résultat histo-morphométrique

111.1.2.1. Structure et morphométrie du testicule et d’épididyme

Nous avons réalisé des coupes transversales et longitudinales des testicules et des
épididymes du chat « Félis catus », chien « canis lupus familiaris », mangouste « Herpestes
ichneumon » et de genette « Genetta genetta » (Figure 26), ces coupes sont colorées avec 3

colorations :

o Coloration de routine (hémalun éosine) : Cette coloration colore le cytoplasme en rose
grace a I’éosine, et le noyau en violet grace a ’hématéine.

. Trichrome de Masson : La coloration trichrome de Masson est utilisée pour différencier
les fibres de collagéne et le tissu musculaire dans des coupes histologiques. Cette coloration
associe trois colorants, hématoxyline (un colorant nucléaire violet), fuchsine ponceau (un
colorant cytoplasmique rouge), vert lumiére (un colorant des fibres de collagene vert).

° Rouge congo : Cette coloration marque en rouge les dépbts d'amylose.

Les lames histologiques ont été observées sous microscope photonique a différents

grossissements pour voire a :

- Gx4 :pour voir la forme générale des tubes séminiféres au niveau de testicule.
- Gx10: la forme et la distribution des tubes séminiféres et des épididymes.
- Gx40 : Toutes les cellules contenant dans le tube séminifere et 1’épididyme.

- Gx100 : Le déroulement du processus spermatogénese.
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Figure 26 : Représente la coupe longitudinale et transversale du

testicule et de 1’épididyme du chat
1 : Epididyme, 2 : Testicule

111.1.2.1.1. Aspect structural et morphométrie des tubes séminiferes

v Observation au faible grossissement

4+ Au grossissement Gx 4 :

+ Chez félis catus et le canis lupus familiaris : Les tubes séminiferes sont soudés les uns

aux autres avec une lumiere centrale (Figure 27 : A, B, C, D, E, F).

+ Chez Herpestes ichneumon et Genetta gennetta : les tubes séminiferes sont dispersés
avec une lumiére invisible, ’espaces extra-tubulaire est occupées par un tissu interstitiel
(Figure 27 : G, H, J, K, L, M).

% Au grossissement Gx 10 :

4+ Chez félis catus et le canis lupus familiaris : Nous avons observées un réseau de
canaux qui recueillent les produits de I'épithélium séminifere. Les tubes séminiféres sont
constitués d'une lumiére centrale par fois occupées par des spermatozoides, elle est bordée par
un épithélium séminifére, les tubes séminiféres sont soudés les uns aux autres, entre les tubes

nous avons trouvées des espaces occupées par le tissu interstitiel (Figure 28: A, B, C, D, E, F).

+ Chez Herpestes ichneumon et Genetta gennetta : Les tubes séminiféres sont séparés
les uns aux autres avec un tissu interstitiel bien développees, la lumiere est invisible et pleine
de spermatozoides. Nous avons remarque aussi la présence des enveloppes situées entre le tube

séminifere et le tissu interstitiel (Figure 28 : G, H, J, K, L, M).
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Canis lupus familiaris Félis catus

Genetta genetta

Herpestes ichneumon
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Figure 27 : Aspect structural du tube séminiféere chez Félis catus et Herpestes ichneumon,

Canis lupus familiaris, Genetta genetta au grossissement Gx4 : Colorées a

hémalun éosine, Rouge congo, trichrome de Masson, Scal bar : 200pum.
TS : tube séminifére, L : lumiére, T1 : tissu interstitiel
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Figure 28 : Aspect structural du tube séminifere chez Félis catus et Herpestes ichneumon, Canis
lupus familiaris, Genetta genetta au grossissement Gx10 : Colorées a hémalun éosine,

Rouge congo, trichrome de Masson, Scal bar : 100um.
Ept : épithélium, L : lumiére, TI : tissu interstitiel, F : flagelle
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L’étude morphométrique a été porté sur la surface et la lumiére des tubes séminiferes

chez les quatre especes étudiées ¢’est ainsi que nous avons noté que :
+ Chez félis catus et le canis lupus familiaris :

Les tubes séminiferes sont volumineux chez le chat et le chien, ils sont soudés d’une
fagon anarchique. Une lumiére visible pauvre en de spermatozoides (Figure 28 : B) laquelle est
large chez le chat. L’étude morphométrique a montrer que la surface de ces tubes est
respectivement chez le chat et le chien 57704,5 + 1464,2 ; 33482,8+ 818,5 et la lumiere de ces
tubes est de 16251+ 871,6 ; 5513+ 247,3 respectivement (Figure 29 : A, B).

L‘¢étude statistique a montré qu’il existe une différence statistiquement hautement
significative entre ces deux espéces étudiées en faveur de Félis catus la différence est de

72,34% ; p=0,000000 pour la surface des tubes et de 66,07% ; p=0.000000 pour la lumiere de
ces tubes.

+ Chez Herpestes ichneumon et Genetta gennetta :
Les tubes séminiferes sont de petite taille et sont dispersés. Une lumiere invisible et
pleine de spermatozoides lequel est large chez Genetta genetta. On a noté aussi la présence

d’une large enveloppe entourant les tubes séminiféres.

L’étude morphométrique a montré que la surface de ces tubes est respectivement
21728,4+ 524,3 ; 20191,1+ 1335,4, la lumiere est de (364,7+ 13,7 ; 9366,3+ 1054,8) (Figure
29: A, B). La surface de I’enveloppe est de 54530,9+1262,8 chez Genetta genetta et
40548,4801+£1007,11657 chez Herpestes ichneumon (Figure 30).
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Figure 29 : Morphométrie tissulaire du Tubes séminiféeres, Félis catus, Herpestes ichneumon,

canis lupus familiaris, Genetta genetta, A : Surface des tubes séminiféres, B : Surface de la
lumiere

L“étude statistique a montré 1’absence de différence significative entre les deux especes

étudiées pour la surface, puisque la différence n’est que 7,6% ; p= 0,2831 alors que pour la
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surface, la différence est statistiguement hautement significative pour la lumiere de ces tubes (-
96,1% ; p=0.000000) et pour (-25,9031%, p=0,000000).
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Figure 30 : Morphométrie tissulaire des enveloppes du Tubes séminiferes, Herpestes
ichneumon, Genetta genetta.

v Observation au fort grossissement
* Au grossissement Gx40

+ Chez félis catus et le canis lupus familiaris :

L’épithélium séminifére délimitant une lumiére centrale montre que I’épithélium est
constitué d’une fine tunique fibreuse périphérique et de plusieurs couches de cellules. Les
cellules les plus matures sont localisées a proximité de la lumiere alors que les cellules les
moins matures sont proches de la tunique externe. Elles correspondent a quatre générations
cellulaires ayant débuté leurs évolutions. Les tailles et les formes des cellules varient de la
périphérie vers la lumiére en relation avec la taille et I’aspect de noyau. Le tissu occupe une
petite surface et contient des cellules de grandes tailles soit isolées soit en amas, en relation
étroite avec les réseaux capillaires sanguins et lymphatiques, en outre, il est lié avec le tube
séminifere (Figure 31: A, B, C, D, E, F).

+ Chez Herpestes ichneumon et Genetta gennetta :

La lumiére est occupée par les spermatozoides, 1’épithélium séminifére contient des cellules a
différentes stade de maturation distribuées le long de 1’épithélium de maniére non organisée, le tissu
interstitiel occupe une grande surface et contient des cellules de grandes tailles soit isolées soit
en amas (Figure 31 : G, H, J, K, L).
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Figure 31 : Aspect structural du tube séminifére chez Félis catus et Herpestes ichneumon, Canis
lupus familiaris, Genetta genetta au grossissement Gx40 : colorées & hémalun éosine, Rouge

congo, trichrome de Masson. Scal bar : 50um.
CL : cellule de Leydig, SPG : spermatogonie, SPCI : spermatocyte I, SPD : spermatide, SPZ : spermatozoide
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Canis lupus familiaris Félis catus

Genetta genetta

Herpestes ichneumon
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+ Au grossissement Gx100

¢ Chez félis catus et le canis lupus familiaris :

L’épithélium séminifére est constitué de cellules ayant atteint différents stades de
différenciation, en particulier les caractéristiques des cellules, de la périphérie vers la lumiére
sont successivement observees des cellules :

- De petite taille et de forme ovale, possédant un volumineux noyau (spermatogonie).

- Dedimensions légérement supérieures aux précedentes et circulaires, présentant un gros
noyau rond et volumineux contenant une chromatine disposée en amas grossiers ou en fins
filament (spermatocytes)

- De taille similaire a celle des précédentes, comportant un noyau relativement moins
volumineux et dense, ainsi qu’un cytoplasme homogene finement granuleux, leur situation
proche a la lumiére, ces sont des spermatides.

- Allongeées, en forme de goutte possédant un flagelle situé du coté de la lumiere du tube
et contenant un noyau également long et Iégerement courbé, de coloration uniforme. Les

cellules décrites sont les cellules de Sertoli (Figure 32 : A, B, E, F).

+ Chez Herpestes ichneumon et Genetta gennetta :
Les cellules germinales (Les spermatogonies, les spermatocytes | et 11, les spermatides,
les spermatozoides) sont difficiles a identifier, de plus leur taille est petit, Le processus de la
spermatogénese est elevé, nous avons observées aussi que la quantité des spermatozoides est

plus grandes et les cellules de Leydig ont une forme allongée (Figure 32 : C, D, G, H).
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Figure 32 : Aspect structural du tube séminifere chez Félis catus et Herpestes ichneumon, Canis
lupus familiaris, Genetta genetta au grossissement Gx100 : (A, B, C, D, E, F, G),
Colorées par hémalun éosine, Rouge congo

, trichrome de Masson. Scal bar : 10um.
CL : cellule de Leydig, SPG: spermatogonie, SPCI : spermatocyte |, SPD : spermatide, SPZ:
spermatozoide, Lb : lame basal, VS : vaisseaux sanguins
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111.1.2.1.2. Aspect structural des épididymes Chez les 3 especes étudiées

v Observation au faible grossissement

+ Au grossissement Gx 10 :

e Chez félis catus et le canis lupus familiaris :

L’épithélium de 1’épididyme est de type cylindrique pseudostratifié et les cellules sont
munies de longs stéréocils. L’épididyme est entouré d’une couche circulaire de cellules
musculaires lisses. La lumiére est parfois occupée par des spermatozoides (F33: A, B, C, D, E,
F).

e Chez Genetta genetta :

L’épithélium est de type cylindrique pseudostratifié avec la présence des stéréocils au
niveau du pole apical, ’espace extra-tubulaire est occupée par les cellules musculaires lisses
(F33: G, H,J).
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Félis catus

Canis lupus familiaris

Genetta genetta

Figure 33 : Aspect structural du tube séminifere chez Félis catus et Herpestes ichneumon,
Canis lupus familiaris, Genetta genetta au grossissement Gx100 : Colorées a

hémalun éosine, rouge congo, trichrome de Masson, Scal bar : 200um.
SPZ : spermatozoides, CE : canal épididymaire, L : lumiére, HE : hématoxyline éosine, RC :
rouge congo, TM : trichrome de Masson
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L’étude morphométrique a porté sur la surface et la lumicre de 1’épididyme ainsi qu’a
la hauteur des cellules principale de 1’épithélium et la zone supra nucléaire chez les quatre

especes étudiées :
e Chez félis catus et le canis lupus familiaris :

La surface de 1’épididyme est de respectivement chez le chat et le chien 7356,7+ 545,8
; 39628,6+£1995,2), celle de la lumiere est de (8138,56+332,3 ; 14227,42 +973,2) (Figure 34 :
A, B) donc il existe une différence statistiguement hautement significative entre ces deux
espéces en faveur de Félis catus et Canis lupus familiaris, la différence est de 438,7% ;
p=0,000000 pour la surface des tubes et de 74,8% ; p=0.000000 pour la lumiére d’épididyme

en faveur du chien.
e Chez Herpestes ichneumon et Genetta genetta :

La surface de I’épididyme est élevée chez la mangouste (116379,7+2800,4), par rapport
a la genette (34,7+£1995,2), il en est de méme chose pour la lumiere, qui est visible et parfois
pleine de spermatozoides (Figure34 : A, B). Ainsi 1’étude statistique montre une différence
statistiquement hautement significative entre ces deux especes en faveur de Herpestes
ichneumon, la différence est de 482,6% ; p=0,000000 pour la surface des tubes et de 1165,5% ;
p=0.000000 pour la lumiére d’épididyme.

180000 = 80000 -
—
60000 -
120000 - _
40000 +
60000 -
' 20000 +
N [ L[ ] [
Felis catus canis lupus ~ Genetta  Herpestes Felis catus canis lupus ~ Genetta  Herpestes
familiaris genetta  ichneumen familiaris genetta  ichneumen

Figure 34 : la surface des épididymes (A), la lumiére des épididymes (B), des 4 especes étudiées,
félis catus, Herpestes ichneumon, Canis lupus familiaris, Genetta genetta

Le canal épididymaire est subdivisé en trois segments principaux : nous avons
distinguées 3 régions : la téte, le corps et la queue dans laguelle existe souvent une réserve

importante de spermatozoides, 1’espece indiquée est canis lupus familiaris.
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La hauteur de I'épithélium varie en fonction du segment épididymaire considéré.
Epithélium est plus haut dans la région de la téte et plus bas dans celle de la queue. En revanche,
le calibre de I'épididyme est étroit au niveau de la téte et plus large au niveau de la queue. Une
couche de muscle lisse circulaire interne, dont I'épaisseur augmente de la téte vers la queue, et
une couche longitudinale externe, visible a partir du corps, entourent I'épithélium et la lame
basale. La couche musculaire est animée de mouvements péristaltiques facilitant le transport

des spermatozoides le long du canal épididymaire. Les stéréocils sont longs et ramifiés au

niveau de la téte de I'épididyme. Leur hauteur diminue au niveau de la queue (Figure 35).

Figure 35 : La comparaison de 1’épididyme de trois sections chez canis lupus familiaris, épididyme au niveau
de la téte (A), épididyme au niveau du corps (B), épididyme au niveau de queue (C), au grossissement

Gx100, Scal bar : 100um.
SPZ : spermatozoides, MV : microvillosités, Ncm : noyau de cellules musculaire, L : lumiére, T.C : tissu Conjonctif, EPT :
épithélium,

v" Observation au fort grossissement
# Au grossissement Gx40

e Chez les 4 espéces étudies :

La paroi du canal épididymaire est constituée d'un épithélium de hauteur constante non
festonné reposant par l'intermédiaire d'une membrane basale sur une couche conjonctivo-
musculaire. La lumiere circulaire contient de nombreux spermatozoides. Nous avons observé
aussi des cellules reposant sur la lame basale dans la partie profonde de 1’épithélium, et des
cellules principales prismatique présentant au niveau du pole apical des stéréocils, et un chorion

contenant des fibres musculaires lisses circulaires (Figure 36).
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Figure 36 : Aspect structural du 1’épididyme chez Félis catus, Canis lupus familiaris, Genetta
genetta au grossissement Gx40 : (a, b, c), Colorées par hémalun éosine, rouge congo,
trichrome de Masson, Scal bar : 50um.

SPZ : spermatozoides, CP: cellule principale, Cm: cellules musculaire, L: lumiere, Mv:
microvillosités, EPT : épithélium, Cb : cellule basal, Ept : épithélium, HE : hématoxyline éosine, RC :
rouge congo, TM : trichrome de Masson

L’étude morphométrique montre la hauteur de 1’épithélium et du supra-noyau du canal

épididymaire chez félis catus, canis lupus familiaris et genetta genetta.

e Chez félis catus et le canis lupus familiaris :

Les hauteurs de 1’épithélium et celles la zone supra nucléaire sont respectivement de
(33,9 0,6 ; 40,28+ 1,8) et (19,3+ 0,5 ; 28,6+ 0,8) chez le chien et le chat (Figure 37 : A, B), on
constate donc il les cellules du chien sont plus élevés les différences sont 18,78% ; p=0,002241

pour la hauteur de 1’épithélium et de 48,12% ; p=0.000000 pour la hauteur de supa-noyau.
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Figure 37 : La hauteur de 1’épithélium des épididymes (A), la hauteur supra noyau des épididymes
(B), des 3 espéces étudiées, félis catus, Herpestes ichneumon, Canis lupus familiaris,
Genetta genetta

+ Au plus fort grossissement Gx100 :

Nous avons remarqué que les cellules principales ont des stéréocils longs chez canis
lupus familiaris avec une lumiére pleine de spermatozoides avec une hauteur de 1’épithélium
est plus haute et des cellules principales reposent sur la lame basale jusqu’a le pole apical

(Figure 38 : C) et des cellules basales reposent sur la lame basale.

Chez Félis catus et Genetta genetta ont des stéréocils courts (Fugure38 : A, B), la figure

montre aussi deux types de cellules principale et basale comme le chien.

Félis catus Genetta genetta Canis lupus familiaris

Figure 38 : Aspect structural du I’épididyme chez Félis catus, Canis lupus familiaris, Genetta
genetta au grossissement Gx100 : (a, b, c), Colorées par Trichrome de Masson
Scal bar : 10pum.

Cp : cellule principal, Cb : cellule basal, Mv : microvillosités.
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111.3. Résultat phylogénétique

Le but de I'étude phylogénétique est de faire une comparaison entre 4 especes, le chat
« Félis catus », la mangouste « Herpestes ichneumon », le chien « Canis lupus familiaris », et

la genette « Genetta genetta », afin de trouver s'ils sont proches ou non sur le plan moléculaire.

111.3.1.Analyse des séquences de la GenBank

Notre étude est basée sur la reconstruction phylogénétique a partir de séquences d’ADN
de 4 espéces récupeérées aupres de la GenBank. Les espéces qui ont été utilisé dans ces analyses
phylogénétiques sont, le chat « Félis catus », la mangouste « Herpestesichneumon », la

genette « Genetta genette » et le chien « Canis lupus familiaris ».

Tableau | : Les séquences d’ADN nucléaire et mitochondrial extraites de la GenBank pour les

4 especes.
Espéces ]
. Herpestes Canis lupus
ADN Félis catus ) o Genetta genetta
ichneumon familiaris
ADN génomique 610 73 5720 136
ADN mitochondrial 611 73 5721 136

Nous nous sommes basées dans 1’étude phylogénétique sur I’ADN mitochondrial pour établir

des liens de parenté entre nos espéces (Figure 39), parce que en général les taux de mutation de

1’ ADN mitochondrial sont plus grands que ceux de I’ADN nucléaire (Ballard et al., 2004).
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Figure 39 : Structure de I'ADN mitochondrial (Rustin et al., 1995).

Nous avons récupéré toutes les séquences d’ADN mitochondrial pour les 4 espéces afin

de choisir les séquences représentatives pour construire 1’arbre phylogénétique. Les résultats

sont représentés dans le tableau 111 :

Apreés analyse du tableau 111, nous constatons que le géne le plus utilisé c’est le géne du
cytochrome b qui est présent dans les 4 espéces étudiées (sélectionnées en rouge dans le

tableau), les séquences correspondant a ce gene-la sont récupérées et analysées (voir le tableau

dans I’annexe I1).
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Tableau Il : Les genes mitochondriaux de nos especes (chat, chien, mangouste, genette)

Espe - Herpestes Canis lupus Genetta
Félis catus | . e

Gene ichneumon familiaris Genetta
col 119 487 72 -
ATPase 6 and ATPase 8-like 2 25 - -
12S ribosomal ARN 10 3 1059 -
D-loop 260 8 3669 28
Cytochrome b 194 28 1676 28
Cytochrome ¢ 245 - 1751 -
NADH 5 186 - 1542 -
Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 24 - 1357 -
ND2 9 1 1331 1
ND1 - - - -
ATPase 8 2 - 4 -
ND5; ND6; Cyt B; ARNt-GLX 138 - - -
NADH 5, NADH 6 6 - - -
ND5; ARNt-GLX; Cytb - - - -
125 ribosomal ARN 10 3 1059 -
16S Ribosomal ARN 18 5 1403 -
col 64 487 107 -
Mitochondrion 110 - 1643 -
D-loop; ARNt-pro; ARNt-thr 41 - 176 -
D-loop; ARNt-pro 42 7 1803 7
ARNt-Glu 6 - 1392 -
ARNt-leucine 1 - 1545 -
ARNI acid aspartique 1 - 1 -
ARNt-Glu; ARNt-met 5 - 1391 -
COll; Cytochrome c; ARNt-Lys 1 1 -
ATPase 8; ATPase 6 20 - 5 -
CHR NA7 1 - -
IRBP - 1 - -
AchR - 1 - -
Clone TAGA4-76 - 1 - -
Clone CTATA4-59 sequence microsatellite - 1 - -
Clone TCTAA4-47 sequence microsatellite - 1 - -
Clone TGTA430 sequence microsatellite - 1 - -
Clone TAGA3-27 sequence microsatellite - 1 - -
Clone CAGA3-22 sequence microsatellite - 1 - -
Clone TATC3-19 sequence microsatellite - 1 - -
Clone TCTAS3-16 sequence microsatellite - 1 - -
Clone TAGA2-52 sequence microsatellite - 1 - -
Clone TATC2-30 sequence microsatellite - 1 - -
C21 transtherine sequence microsatellite - 1 - -
FGB5(beta fibrinogene) - 1 - -
Transtheretine - 1 - -
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111.3.2. Construction des arbres phylogénétiques
La construction de I’arbre phylogénétique a été réalisée a 'aide du programme MEGAS
et nous avons choisi la méthode UPGMA. Premiérement, nous avons choisi les séquences

représentatives de cyt b :

1. Pour I’espéce Genetta genetta : Au total, nous avons 12 sequences de cytb, 9 séquences
sont de I’ Afrique de différentes tailles (entre 276pb a 1140pb), une séquence du Oman
(403pb), une séquence du Maroc (277pb) et une seule séquence du Benin (278pb), nous
avons choisi 6 séquence de I’ Afrique de différentes tailles (412pb a 1140pb).

2. Pour Pespéce Canis lupus familiaris : il y a 51 séquences au total, 21 séquences de
I’Europe de taille (396pb a 1453pb), 5 séquences de Taiwan de taille (351pb a 383pb),
4 séquences de la I’Allemagne de taille (280pb a 406pb), 2 séquences du Portugal
(885ph et 886pb), 2 séquences du Mexique (467pb et 560pb ), 2 séquences de I’Espagne
(148 et 424pb), 2 séquences de I’ Australie (277pb et 300pb), 2 séquences de la Chine
(582pb et 1140pb), 2 séquences du Japon (229pb et 1190pb), 2 séquences de Thailande
(200pb et 829pb) et une seule séquence pour les pays suivants : Pologne (490pb),
Australie (1029pb), Turquie (200pb), Eurasie et Amérique de Nord (507pb), Nouvelle
Zeélande (376pb), Inde ( ? pb ), Corée (380pb), nous avons choisi 8 séquences, une seule
séquence de Chine (1140pb), Mexique (560pb), Australie (1029pb), Eurasie et
Amérique du Nord (507pb), Espagne (424pb), Australie (300pb), Nouvelle Zélande
(376pb), Corée (380pb) .

3. Pour Dl’espéce Herpestes ichneumon : Nous avons trouvée 6 séquences dont 3
séquences de France de taille (124pb a 350pb), 2 séquences du Portugal (402pb et
1140pb) et une seule séquence de I’Espagne de taille 423pb, nous avons choisi la
séquence du Portugal de taille (402 pb) et la séquence de I’Espagne (426 pb).

4. Pour I’espéce Felis catus : Au total nous avons 44 sequences dont ; 24 séquences de
I’ Australie (1140pb a 2581pb), et 9 séquences de I’Allemagne (149pb a 415pb), 3
séquences de Malaisie de taille (2556pb a2590pb), 3 sequences de Thailande (402pb a
549pb), une seul séquence de chacun des pays suivants : Taiwan (402pb), Espagne
(428pb), Chine( 536pb) , USA (226pb), nous avons choisi les séquences de 1’ Australie
de taille (1140pb a 2603pb).
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Figure 40 : Arbre phylogénétique obtenu des séquences de cytb des 4 especes (Félis catus,
Herpestes ichneumon, Canis lupus familiaris, Genetta genetta) en utilisant la
méthode UPGMA par logiciel MEGAS.
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L’arbre phylogénétique obtenu est présenté dans la figure ci-dessous. Une
reconstruction phylogénétique est alors faite a partir de chaque alignement chimeérique généré,
et la valeur associée a chaque nceud dans 1’arbre correspond au nombre de fois sur 1000
réplications ou cette méme topologie a été trouvé. D’aprées I’arbre, les séquences de cytb se
répartissent en 2 clades principaux :

Clade 1 : 1l comprend le sous clade Félis catus seulement.
Clade 2 : Il comprend Genetta genetta, Herpestes ichneumon et Canis lupus familiaris, il est
subdivisé en 3 sous-clades :

e Sous Clade B : représenté par les 2 especes, Genetta genetta et Herpestes ichneumon.

e Sous Clade C : comprend Canis lupus familiaris.
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I11.2. Discussion

Les résultats rapportés dans cette étude seront rappelés brievement puis comparés aux
données de la littérature, notamment chez le chat, le chien, la mangouste et la genette. Ils
concernent dans un premier temps 1’étude morphologique et dans un deuxiéme temps ils portent
sur 1’histo-morphométrie des testicules et des épididymes. Les résultats sont discutés et

comparés avec d’autres études.

111.2.1. Etude morphologique

Nous avons compareé la taille des testicules du chat et du chien qui ont été ramenés de la
clinique vetérinaire TAGASTE de Dely Brahim et la clinique vétérinaire de KOUBA avec les
testicules de la mangouste récupérée morte dans la région de Souk-Ahras et de la genette
récupérée morte au niveau du parc national de Belezma a Batna. Nous avons constaté que le
testicule du chien est plus grand que celui du chat et de la mangouste. Ou le testicule du chien
vient en premier, puis la mangouste, puis directement derriére le testicule du chat et en dernier
la genette. Nous avons également fait une comparaison entre le testicule du chien et celui du
chat, en notant qu'il existe une différence de taille entre eux, ou le testicule du chien reste le plus
grand. Cela veut dire qu’il y’a une similarité entre le poids du testicule et le poids corporel de
I’animal, nos résultats se different aux résultats de Franca (2003) qui a trouvé que le poids
moyen des testicules du chat est de 1,2g et qu’il n’existe aucune corrélation significative entre
le poids des testicules et le poids corporel (r = 0,36), par contre, il a trouvé qu’il y a une similarité
entre les deux testicules (P> 0,05).

Nos résultats sont basés aussi sur la morphologie des épididymes des 4 espéces, nous avons
trouvées que, I’épididyme est relié a I’extrémité dorsale du testicule. C’est un organe allongg,
plus ou moins incurvé qui présente trois parties : une téte volumineuse qui coiffe largement
I’extrémité dorsale du testicule ; elle est soutenue par le ligament de la téte de I’épididyme, un
corps court et épais, une queue mince et libre de laquelle se démarque un conduit déférent, celle-
ci est rattaché au testicule par un ligament qui est le ligament de la queue de 1’épididyme,

Mahmud (2015) a confirmé ces résultats chez le chameau et le taureau.
111.2.2.Etude histo-morphomeétrie 111.2.2.1.
Testicules

En comparant les 4 especes étudiées, nous avons trouvé que les tubules séminiferes du
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Félis catus et Canis lupus familiaris sont soudés les uns aux autres avec une taille volumineuse,
entre les tubes se trouve I’espace interstitiel, coloré en vert avec le trichrome de Masson, cet
espace est réduit. Alors que chez la mangouste et la genette, les tubes séminiferes sont dispersés
et séparés les uns des autres par un tissu interstitiel (la coloration verte est tres attirante) sous
forme d’un réseau, ce dernier prend un large espace, et elle est pleine de cellules, ces sont les
cellules de Leydig, les tubes sont petits par apport aux premiers. Les tubes séminiferes sont
entourés par des enveloppes situées entre le tube seminifére et le tissu interstitiel. Ces
enveloppes testiculaires sont plus larges chez Genetta genetta par apport au Herpestes

ichneumon.

L’étude morphométrique montre que la surface du tube séminifere chez le chien et le chat est
presque la méme. En revanche, chez Félis catus, la lumiére est vaste par rapport aux autres.
D’apres Setchell (1982), chez les chevaux Crioulo, les tubules séminiféres occupaient 78% du
parenchyme testiculaire, cette proportion se situe dans la fourchette indiquée pour la plupart des
especes, qui se situe entre 60% et 90%, selon Figueird (2016), le diametre tubulaire moyen et
la hauteur de l'épithélium sont respectivement de 223 et 81 um. Chez le chat domestique,
Franca et Godinho (2003) ont trouvé que la densité volumique des tubes séminiferes et des
cellules de Leydig est respectivement d'environ 90% et 6%. Cela signifie que les cellules de
Leydig occupent 50% du compartiment inter-tubulaire. La longueur totale des tubes séminiferes
par testicule et la densité volumique des cellules de Leydig ont montré une corrélation
significative (P <0,05) avec le poids des testicules (r = 0,99 et r = 0,80, respectivement).
Cependant, aucune corrélation significative (P> 0,05) n'a été observée entre le diametre
tubulaire et le poids des testicules (r = 0,11) (Franca et Godinho, 2003).

La distribution des cellules germinales dans 1’épithélium séminifére (spermatogonies,
spermatocytes |, spermatocytes I, spermatides) est bien organisée dans épithélium séminiferes
chez Félis catus et méme chez Canis lupus familiaris, nos résultat sont similaire au résultats de
Franca et Godinho qui a montré des cellules germinales a différents stades, par contre chez
Genetta genetta et Herpestes ichneumon, il est difficile d’identifier le type des cellules
germinales, ces dernieres possédent un noyau de forme allongée, la lumiére devient invisible

car elle est pleine de spermatozoides ce qui signifiées qu’elles sont en période de reproduction.

111.2.2.2.Epididyme
La paroi du canal épididymaire est constituée d'un épithélium de hauteur constante non

festonné reposant par l'intermédiaire d'une membrane basale sur une couche conjonctivo-
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musculaire, avec une lumiére circulaire contenant de nombreux spermatozoides. Nous avons
observées aussi des cellules reposant sur la lame basale dans la partie profonde de 1’épithélium,
et des cellules principales prismatique présentant au niveau du pole apical des stéreocils longs,
et un chorion contenant des fibres musculaires lisses circulaires. En comparant avec le cobaye,
selon Hoffer et Greenberg (1972), le segment initial ou zone I de I’épithélium du canal
épididymaire différe de celle des conduits efférents, dans ces derniers il y a une colonne pseudo-
stratifiée. Dans I’initial segment du cobaye les quatre types de cellules distinctes peuvent étre
observées : cellules principales, cellules basales, cellules apicales et leucocytes intraépithéliaux
; la présente étude démontre que I'épididyme du cobaye se compose de sept zones
morphologiquement distinctes, les caractéristiques qui différencient une zone de I’autre incluent
des variations dans : le type de cellules, différence  dans les régions de distribution,
caractéristiques cytologiques distinctifs de la cellule principale, changement de la hauteur des
cellules et du diamétre tubulaire.

Chez Canis lupus familiaris, la hauteur de I'épithélium varie en fonction du segment
épididymaire considéré, 1’epithélium est plus haut dans la région de la téte et plus bas dans celle
de la queue. En revanche, le calibre de I'épididyme est étroit au niveau de la téte et plus large
au niveau de la queue. Une couche de muscles lisse circulaire interne, dont I'épaisseur augmente
de la téte vers la queue, et une couche longitudinale externe, visible & partir du corps, entourent
I'épithélium et la lame basale. Les stéréocils sont longs et ramifiés au niveau de la téte de
I'épididyme. Leur hauteur diminue au niveau de la queue, I’histologie de différentes sections de
I’épididyme a également été rapporté chez le lapin (Nicander, 1973), étalons, taureaux et
béliers (Nicander, 1973), rats (Reid et Cleland, 1957) (Hamilton, 1972), souris (Allen et
Slater, 1957), hamsters (Nicander et Glover, 1973), taupes (Suzuki et Racey, 1976) et
I'hnomme (Holstein, 1969).

Nous avons calculé la hauteur de 1’épithélium avec la hauteur du supra noyau, nous
avons trouvé que 1’épithélium de Canis lupus familiaris est plus haut que celui de Félis catus et
Genetta gentta, il est de (40,28+ 1,17860783) alors que la hauteur supra noyau est grande chez
Genetta genetta (31,1+ 1,2).
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111.2.3. Etude phylogénique

Le but de cette partie est la construction de I’arbre phylogénique pour classer nos especes,
pour cela nous avons ciblé la banque de donné « GenBanK » disponible sur internet pour
chercher les séquences d’ADN mitochondriales correspondant a nos espéces, Félis catus,
herpestes ichneumon, Canis lupus familiaris, Genetta genetta. Nous avons choisis I’ADN
mithochondrial par ce que les taux de mutation de I’ADN mitochondrial sont plus grands que
ceux de I’ADN nucléaire (Ballard et al., 2004). Apres analyse du tableau I, parmi les genes
mitochondriaux notre choix s’est porté sur le cytochrome b (cytb), le cytochrome b est un géne
présent en de nombreuses copies dans la cellule et est considéré comme clonal et rarement ou
jamais soumis a la recombinaison (Le B. M., 1990 et al., 2000). Il est transmis maternellement
(hérédité cytoplasmique) (Gyllensten et al., 1991). Enfin il a un taux de mutation plus éleve

que les genes nucléaires. La figure 40 ci-dessous résume le tableau 1.
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RESULTAT ET DISCUSION

Notre arbre phylogénétique est divisé en 2 clades selon I’origine géographique et les tailles des
séquences qui nous avons pris. D’aprés cette arbre, les espéces Canis lupus familiaris, Genetta
genetta et Herpestes ichneumon sont plus proche les unes des autres, ou nous avons trouvé
Herpestes ichneumon pres du Genetta genetta et Canis lupus familiaris et ils sont tous dans le
méme clade 2, alors que le chat, sa position est loin par rapport aux trois premiers, il est retrouve

dans le clade 1.

Il y a trés peu d’études phylogénétiques des espéces sauvages spécialement la mangouste «
Herpestes ichneumon » et la genette « Genetta genetta », mais notre travail concernant la
distribution phylogénétique (figure 41 a) de la genette est similaire aux travaux de Gaubert
(2006) qui a travaillé sur la phylogénie moléculaire et le scénario évolutif de la genette (figure
41 b).

Gg1 - '
69 +— Genefla genella (Algena) AY2419
Gg2
3 oA Genetta genetta (France) DO3S5205
Gg 3 100/ 99
Gg S 1 099 Genelia genatia (Mal) AY241017

(@) (b)
Figure 41 : Notre arbre phylogénétique basé sur la méthode UPGMA utilisant le géne cyt b (a)
; arbre phylogénétique de Gaubert (2006) basé sur la méthode parcimonie et ML
utilisant le gene cyt b (b).

Aprés avoir analysé les résultats, nous avons constaté qu'il y avait un rapprochement
entre les animaux sauvages (la mangouste et la genette) et le chien sur le plan moléculaire a
partir des données de la GenBank, par contre il n’y a aucun corrélation avec le chat, alors que,
sur le plan histologique, Il n'y a pas de convergence entre les deux animaux sauvages et

domestiques.
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Au terme de ce travail portant sur la comparaison entre 1’appareil génital male chez le
chat, le chien, la mangouste, la genette au cours du cycle sexuel, il ressort que I’aspect
histologique et la distribution des tubes seminiferes est différente chez les animaux sauvages
que celle des animaux domestique. En revanche, 1’aspect histologique de I’épididyme est le

méme chez les 2 types d’animaux. En effet :
» Pour les données morphologiques :

- Le poids des testicules est plus élevé en printemps qu’en automne.

Pour le poids des testicules est plus élevé en printemps qu’en automne

» Pour les données histo-morphométriques :

- les tubules séminiféres du Félis catus et canis lupus familiaris sont soudés les uns aux
autre avec une taille volumineux, entre les tubes se trouve I’espace interstitiel, cet espace
est réduit. Alors que chez la mangouste et la genette, les tubes séminiferes sont dispersés
et séparées les uns aux autres par un tissu interstitiel sous forme d’un réseau.

- Ladistribution des cellules germinales est bien organisée dans 1’épithélium séminifere
chez Félis catus et canis lupus familiaris, par contre, chez Genetta genetta et Herpestes
ichneumon, il est difficile d’identifier le type des cellules germinales, ces dernier, leur
noyau est de forme allongée. La lumiére devient invisible car elle est pleine de
spermatozoides.

- L’étude morphométrique montre qu’il existe de différence statistiqueentre les especes.

» Pour les données phylogénétiques :

D’aprés notre arbre, les espéces canis lupus familiaris et Genetta genetta et Herpestes
ichneumen sont plus proche les uns des autres, ou trouvons-nous Herpestes ichneumon prés du
Genetta genetta et canis lupus familiaris et ils sont tous dans le clade 2, mais le chat, sa position
est loin par rapport aux trois premiers, il est trouvé dans le clade 1

En perspective

+ Réaliser une étude approfondie en comparant chaque espéce entre la période de
repos et I’activité sexuelle.
+ Augmenter I’effectif d’individu

+ Doser les hormones de 1’axe gonadotrope notamment la LH et la FSH.
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+ Réaliser I’étude immuno-histochimique en utilisant des anticorps anti répéteur
des androgenes et ceux de 1’axe gonadotrope (LH, FSH, GnRH et cestrogéne)

+ Réaliser une étude de la fonction de la reproduction chez la femelle
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FICHE TECHNIQUE N°1: DESHYDRATATION

Degré des bains d’alcool durée
1: bainde formol ... (1h)
2: bain d’alcool 70° ... (1h)
3 bain d’alcool 70° ..o (1h)
4:  bain d’alcool 96° ... (1h)
5: bain d’alcool 1000, ... ... (1h)

FICHE TECHNIQUE N°2 : ECLAIRCISSEMENT

Durée
1 IBaIN XYIENE. ..ttt et et e e e e e e (1h) 2
Bain XYIENE. ... .ueii e e (1h) 3
Bainl XYIONC. ...\ttt e e e (1h)
4 BaIN XYIONe. ... (1h)
S IBAIN XYIENE. .. ..o (1h)

FICHE TECHNIQUE N°3: IMPREGNATION (Pénétration Des Pieces Par
Paraffinage)

Durée
1:Bain deparaffine...........ccoiiiiiiiiii (1h)
2 :bain deparaffine...... ... (1h)

FICHE TECHNIQUE N°4 : COLORATION TOPOGRAPHIQUE DE ROUTINE
(H&E)

Réactifs Durée
1: Hématoxyline de Groat ..........c.ooevuiiriiiitii i e e (5min) 2.
L7€0SIE A 190, «vnieii i (Lmin)

0 Mode opératoire

hydratation durée
(20min)

3DAINS XYM ...t
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3bams alcOOl ..o

3bains XYIENe ...

Monter a I’Eukit

0 Résultats

(passage)
(ringage)

(5 min)
(rincer)
(1 min)
(rincage)

(passage)
(passage)

Noyaux bleus a bleus-noirs, cytoplasmes roses a rouges, hématies roses vifs, collagéne

roses trés pale, fibres élastiques roses vifs.

FICHE TECHNIQUE N°5 : COLORATION TOPOGRAPHIQUE AU

TRICHROME DE MASSON

O Réactifs
-Eau acétifice a1 %

-Mélange ponceau-Fuchsine (se prépare a 'avance et se conserve indéfiniment) d-

Solution du Fuchsine*1 partie b-Solution de ponceau*2 parties

a- Fuchsine acide : 1g ; b -ponceau de xylidine : 1g - eau distillée 100ml - Acide

acétigue 0.5ml - Acide acétique0.5ml - vert lumiere 1ml —Eau distilée - Acide

acétique 0.5ml

0 mode opératoire
Hydrater ;

Rincer al’eau acétifier a 1% ;

Rincer al’eau acétifier a 1% ;

AN N N N N N RN

Colorer par Hématoxyline de Goat 1 min 30S ;
Laver aI’eau courante pendant 5 min ;
Colorer par le mélange fuchsine Ponceau pendant 5 min environ ;

Colorer par I'acide phosphomolybdique pendant 5 min ;

Colorer par vert lumiere pendant 5 min environ ;
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v" Laver al'eau acétifier a 1% ;

v Déshydrater et monter a I'Eukit.

0 Résultat
Les noyaux sont colorés en noir, le cytoplasme en rouge le tissu conjonctif en vert.

FICHE TECHNIQUE N°5 : COLORATIONTOPOGRAPHIQUE AU ROUGE
CONGO

Réactifs
1: Hématoxyline de Groat.............ccooviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieenenns. (Imin 30s)
2:Le RougE CONZO ...vinriiiiii i (30min)

Mode opératoire :

Déparaffinage Alcool absolu Eau durée

3 DAINS XYIBNE. ..o (20min)
3bains d’alcool ..ot (Passage)
Le ROUZE CONZO. . .vivinitiiiet ettt et e e e e e (30 min)
AU i (10 min)
HEMAtOXYIING ...vnttiie e (Lmin30s)
Le ROUEZE CONEO...uuiniitiitt et e e (1 min)
L AU Lo (rincage)
3bains d’alcool.... ... (passage)
3DAINS XYICNE .. oovit i (passage)

Monter & PEUKIE .. oottt e,

Résultats :

Amylose rouge (biréfringence en lumiere polarisée) Fibres rouges (équivalent d’une

réticuline) Polynucléaires éosinophiles rouges.
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MATERIEL NECESSAIRE POUR L’HISTOLOGIE

B

a‘ =3 L;A -

Déshydratation des piéces Station d;:hrbba de marque Collage des cassettes en plastique
histologiques apres fixation Leica (Leica EG 1150 H)  sur les moules de métal

(automate)

Microtome Etuve de sécharge a 58° Hydratation et déshydratation des coupes histologique

Coloration topographique de ROUTINE  Coloration topographique trichrome de Coloration



ANNEXE |

H.E

MASSON

topographique de
Rouge Congo
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Figure : Les donner du logiciel Axion-vesion 4.6.3.0 dans 1’étude morphométrique

1 Surfaces des tubes séminiféres

2 CHAT

3 surface D d [}

4 69520,21 341,01 303,97 1021,28 3
5 |77798,99 3523 2972 1037,25 5
6 4976677 247,06 285 46 867,83 7
7 |B1736,52 350,04 347,33 110856 1
8 5497138 22403 310,75 878,86 3
9 7721431 327,01 2972 1046,59 5
10 | 34966 262,87 171,63 715,95 7
11 43746,84 249,32 253,84 795,68 9
12 |69913,94 30848 340,56 1048,23 11
13 614033 276,87 306,23 921,03 13
14 |46950,05 271,91 226,29 8133 15
15 4966405 249,32 256,1 8626 1
16 |48192,35 256,1 242,55 826,23 3
17 471305 265,13 226,74 784,49 5
18 |44191,58 23577 235,32 771,11 7
19 |115330,58 |468,38 31572 12789 9
20 |77039,99 |395.21 306,23 1101,97 11
21 |63006,38 |292,68 302,17 841,57 13
27 |R1am a7 e84 IR AR n1an2 1

Tableau Il : Variation Morphométrigue tissulaire du Tubes séminiferes (surface) chez Félis

CHIEN
1 surface
385526
35742,25
43107,58
31812,11
2940468
2854578
35951,08
28540,92
24030,25
264198
34782,56
30868,75
41663,96
33033,48
30771,52
36386,46
32255,92
24087,54
17737 RR

MANGOUSTE

D d [} Surface D d
195,68 287 805,83 1 2134155 138,66 211,83
182,19 269,01 720,79 3 15219,19 |116,08 170,73
209,18 275,3 802,98 5 209178 163,05 173,89
179,94 232,12 675,76 7 15482,56 112,92 181,12
157 245,61 665,93 ] 20629,95 125,11 219,51
165,99 250,11 675,44 11 15743,38 12647 156,73
205,13 248,31 725,96 13 1819156 169,38 148,15
184,44 227,62 683,46 15 20912,19 1766 153,57
145,75 235,82 609 17 13580,41 |152,66 12195
175,44 205,13 615,73 19 18970,57 152,66 157,18
200,18 252,81 760,8 21 18320,8 145,34 164,41
175,44 218,62 671,01 23 1816943 1766 137,31
207,38 271,55 819,49 25 267428 215 168,02
191,18 230,32 714,75 27 143744 157,63 112,01
209,18 220,87 675,75 29 165994 182,93 118,79
198,38 250,56 791,24 31 1923455 173,89 145,34
214,13 238,32 724,27 33 18502,37 191,96 125,56
157 234,82 660,01 35 15802,34 210,03 81,24
102 43 1097 1% Rk 21 a7 n7anal 7051 150 26

GENETTE

P Surface D d

554,48 13462898 (21274 205,96
460,16 3 4862994 28817 218,51
526,16 5 25265,18 215 141,82
473,35 7 35667,17 | 1B9,7 258,36
5545 9 1384266 153,12 125,56
472,24 11 2913243 208,22 1879
510,94 13 3311872 22855 224,03
544,19 15 1379522 164,86 100,27
4381 17 3100375 240,29 162,15
507,34 19 1202761 109,76 1486
484,66 21 2253384 1744 150,86
525,1 23 3073868 217,25 191,96
640,07 25 2747325 17841 21274
446,23 27 1366344 132,79 128,27
483,86 29 2915548 24255 157,63
514,37 31 558074 341,01 248,87
510,99 33 45968,17 22177 294,94
543,89 35 26620,4 224,48 150,86
577 56 27 7574020 NS &1 157 A2

catus, Herpestes ichneumen, canis lupus familiaris, Genetta genetta.

S

D

d

P

Canis lupus familiaris

33482,9+818,5

214,3+3,6

218,6+3,1

711,2+8,6

Felis catus

57704,5+1464,2

284+4.8

274,244

907,6+11,9

Gennetta genetta

20191,1+1335/4

147,8+7,6

141,2+7

472,7+22,7

Herpestes ichneumon

21728,4+524,3

168,1+3,4

175,4+2,6

557,8+7,2

Tableau 1V : Variation Morphométrique tissulaire du Tubes séminiferes (lumiere) chez Félis

catus, Herpestes ichneumen, canis lupus familiaris, Genetta genetta.

S

D

d

P

Canis lupus familiaris

5513+247,3

87,2423

89+2,4

295,6+6,8

Felis catus

16251+871,6

146,5+4,7

141,3+4,1

471+12,5

Genetta genetta

9366,3+1054,8

88, 6,6

85,1+6,5

284,2+20,5

Herpestes ichneumon

364,8+13,7

22,6x0,7

23,9+0,6

78,8+1,6

Tableau V : Variation Morphométrique tissulaire des enveloppes du Tubes séminiféres,

Herpestes ichneumen, Genetta genetta

Moy+ESM

Genetta genetta

54530,9+1262,8

Herpestes ichneumon

40548,5 +1007,1
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Tableau VI : Variation morphométrique de la surface des épididymes chez les 4 especes

étudiées, félis catus, Herpestes ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta

S D d )

Canis lupus familiaris 38951,9+1995, 2 228,4+7 | 213,646,7 | 723,7+20,9
Felis catus 7058,9+545 8 83,2+3,6 92,3+3,8 | 290,8+11,7
Genetta genetta 20024+533,1 162,2+3,2 | 163,9+2,3| 544,9+7.4
Herpestes ichneumon 431,3+9,3 412,149 | 1368,1+21,9 | 1368,1+21,9

Tableau VII : Variation morphométrique de la lumiére des épididymes chez les 4 espéces

étudiées, félis catus, Herpestes ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta

S D d P
Canis lupus familiaris 13869+973,2 132,3+5,1 126,5+4,9 | 423,4+15,2
Felis catus 8202,1+332,3 96,6+2,4 106,6+2,7 334,5+7,6
Genetta genetta 523+172 85,8+1,9 83,7+1,9 282,7+4,9
Herpestes ichneumon 116990,5+2800,4 431,3+9,3 412,149 | 1368,1+21,9

Tableau VIII : La variation morphométrique de la hauteur de 1’épithélium des épididymes et
la hauteur supra noyau des épididymes, chez 3 especes étudiées, félis catus, Herpestes

ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta

Moy+ESM Moy+ESM
Canis lupus familiaris 40,2+1,1 Canis lupus familiaris 28,6+0,8
Felis catus 33,9+0,6 Felis catus 19,3+0,5
Genetta genetta 31,1+1,2 Genetta genetta 34,7+0,7

Tableau IX : Variation testiculaire, chez 4 espéces étudiees, félis catus, Herpestes
ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta, Différences en pourcentage et

signification statistique des différences

M1 M2 Différence en % P
Cvs. CH 33482,81 57704,47 -41,9754 0,000000
Cvs. G 33482,81 20191,06 -39,6972 0,000000
S Cvs. M 33482,81 21728,38 -35,1059 0,000000
CHvs. G 57704,47 20191,06 -65,0095 0,000000
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CH vs. M 57704,47 21728,38 -62,3454 0,000000
Gvs. M 20191,06 21728,38 7,6139 0,283165
Cvs. CH 214,3213 283,9776 32,5008 0,000000
Cvs. G 214,3213 147,7688 -31,0527 0,000000
Cvs. M 214,3213 168,0877 -21,5721 0,000000
D CH vs. G 283,9776 147,7688 -47,9646 0,000000
CH vs. M 283,9776 168,0877 -40,8095 0,000000
G vs. M 147,7688 168,0877 13,7505 0,014709
Cvs. CH 218,5813 274,2429 25,4649 0,000000
Cvs. G 218,5813 141,2109 -35,3966 0,000000
Cvs. M 218,5813 175,4284 -19,7423 0,000000
d CH vs. G 274,2429 141,2109 -48,5088 0,000000
CH vs. M 274,2429 175,4284 -36,0317 0,000000
Gvs. M 141,2109 175,4284 24,2315 0,000006
Cvs. CH 711,1711 907,1522 27,5575 0,000000
Cvs. G 711,1711 472,6545 -33,5386 0,000000
Cvs. M 711,1711 557,7703 -21,5702 0,000000
P CH vs. G 907,1522 472,6545 -47,8969 0,000000
CH vs. M 907,1522 557,7703 -38,5141 0,000000
G vs. M 472,6545 557,7703 18,0080 0,000384

Tableau X : Variation de la lumiere des testicules, chez 4 especes étudiées, félis catus,

Herpestes ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta, Différences en pourcentage et

signification statistique des différences

M1 M2 Différence en P
%
Cvs. CH 5513,02| 16251,02 -66,1 0,000000
C vs. G 5513,02| 9366,27 69,8936 0,000455
C vs. M 5513,02 364,75 -93,3838 0,000000
CH vs. G | 16251,02| 9366,27 -42,3651 0,000001
CH vs. M | 16251,02 364,75 -97,7555 0,000000
G vs. M 9366,27 364,75 -96,1057 0,000000

Tableau XI : Variation I’enveloppe testiculaire, chez 2 espéces sauvage : Herpestes

ichneumen, Genetta genetta, Différences en pourcentage et signification statistique des

différences

\Ml

\Mz

‘ Différence en % ‘ P
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|Gst \ 54530,86‘ 40405,66| -25,9031‘ o,oooooo‘

Tableau XI1 : Variation de la surface des épididymes, chez 4 espéces étudiées, félis catus,
Herpestes ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta, Différences en pourcentage et
signification statistique des différences

M1 M2 Différence en P
%
SChvs. SC 7356,7 39628,6 438,6714 0,000000
SChvs.  SG 7356,7 19975,7 171,5300 0,000000
SChvs. SM 7356,7 116379,7 1481,9476 0,000000
S SCvs. SG 39628,6 19975,7 -49,5927 0,000000
SCvs. SM 39628,6 116379,7 193,6758 0,000000
SGvs. SM 19975,7 116379,7 482,6052 0,000000

Tableau X111 : Variation de la lumiere des épididymes, chez 4 espéces étudiées, félis catus,
Herpestes ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta, Différences en pourcentage et
signification statistique des différences

M1 M2 Différence en P
%
SCh vs. SC 8138,56 14227,42 74,8149 0,000998
SCh vs. SG 8138,56 5226,06 -35,7865| 0,000016
SChvs. SM 8138,56 66137,67 712,6460| 0,000000
L SC vs. SG 14227,42 5226,06 -63,2677 0,000001
SC vs. SM 14227,42 66137,67 364,8608 0,000000
SG vs. SM 5226,06 66137,67 1165,5366 | 0,000000

Tableau XIV : La variation de la hauteur de 1’épithélium des épididymes, chez 3 espéces

étudiées, félis catus, Herpestes ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta

M1 M2 Différence en P
%
Cvs. CH 33,91016| 40,28000 18,7844 | 0,002241
Ept Cvs. G 33,91016| 20,84115 -38,5401| 0,000000
CH vs. G 40,28000| 20,84115 -48,2593| 0,000000
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Tableau XV : La variation de la hauteur supra noyau des épididymes, chez 3 especes étudiées,

félis catus, Herpestes ichneumen, Canis lupus familiaris, Genetta genetta

M1 M2 Différence en % P
Cvs. CH 19,28131 28,56131 48,1295 0,000000
SN® |Cuvs. G 19,28131 34,74852 80,2187 0,000000
CH vs. G 28,56131 34,74852 21,6629 0,000446
Tableau XVI : Liste des séquences d’ADN trouvées dans la GenBank pour 1’étude

phylogénétique (code, nombre de base et leur origine géographique) chez les 4 espéces étudié :

Herpestes ichneumon :

N° Code Pair de basse Payé
1 AF5223371.1 1140 Portugal
2 KP878523.1 402 Portugal
3 GU183533.1 350 France
4 GU183530.1 124 France
5 KF860894.1 294 France
6 AJ441338.1 423 Spain

Genetta genetta :

N° Code Pair de base Payé
1 AJ441337.1 412 Africain
2 AY?241922.1 1140 Africain
3 DQ395205.1 1125 Africain
4 AY?241886.1 858 Africain
5 GU220370.1 407 Africain
6 AF125153.1 664 Africain
7 AY?241879.1 912 Africain
8 EF371654.1 278 Bénin
9 EF371651.1 277 Morocco
10 EF371649.1 403 Oman
11 GU183545.1 402 Africain
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| 12 |  GU183544.1 | 276 Africain |
Canis lupus familiaris
N°© Code Pair de base Payé
1 EU352854.1 1140 China
2 KM224354.1 437 Europe
3 KM224352.1 396 Europe
4 FJ160760.1 560 Mexico
5 KC985187.1 490 Poland
6 KC346426.1 1029 Australie
7 KC561820.1 829 Thailande
8 AB605797.1 229 Japan
9 KM224353.1 280 Germany
10 KM224351.1 289 Germany
11 KM224350.1 331 Germany
12 KM224348.1 406 Germany
13 KC545614.1 582 China
14 AB048590.1 1190 Japan
15 KY996532.1 507 Eurasie et Amérique du nord
16 KX348256.1 200 Turk
17 KX874598.1 467 Mexico
18 JN182120.1 1432 Europe
19 JN182119.1 1433 Europe
20 JN182117.1 1443 Europe
21 JN182116.1 1373 Europe
22 JN182115.1 1363 Europe
23 JN182114.1 1402 Europe
24 JN182113.1 1423 Europe
25 JN182112.1 1400 Europe
26 JN182111.1 1453 Europe
27 JN182110.1 1413 Europe
28 JN182098.1 1343 Europe
29 JN182097.1 1403 Europe
30 KT008998.1 148 Spain
31 AJ441333.1 424 Spain
32 AF172357.1 300 Austria
33 DQ236096.1 277 Austria
34 AY275640.1 200 Austria
35 U12829.1 Thailande
36 AF064587.1 376 India
37 AY706524.1 380 New Zélande
38 AY706520.1 886 Korea
39 AY706497.1 885 Portugal
40 JN182137.1 1402 Portugal
41 JN182136.1 1392 Europe
42 JN182135.1 1315 Europe
43 JN182132.1 1302 Europe
44 JN182126.1 1393 Europe
45 JN182123.1 1452 Europe
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46 JN182122.1 1412 Europe
47 JX849675.1 351 Europe
48 JX849656.1 372 Europe
49 JX849655.1 371 Europe
50 JX849650.1 370 Europe
51 JX849648.1 383 Europe
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N° Code Pair de base Paye

1 AB004238.1 1140 Australie
2 AJ300702.1 402 Taiwan
3 AJ441328.1 428 Spain
4 KM2243380.1 375 Germany
3) KM224378.1 387 Germany
6 KP279600.1 2542 Australie
7 KP279592.1 2495 Australie
8 KP279581.1 2590 Malaisie
9 KP279575.1 2589 Malaisie
10 KP279570.1 2556 Malaisie
11 KP279547.1 2496 Australie
12 KP279536.1 2568 Australie
13 KP279532.1 2542 Australie
14 KP279531.1 2567 Australie
15 KP279527.1 2571 Australie
16 KP279516.1 2569 Australie
17 KP279512.1 2547 Australie
18 KP279496.1 2583 Australie
19 KP279495.1 2582 Australie
20 KP279494.1 2581 Australie
21 KP279487.1 2566 Australie
22 KP279480.1 2533 Australie
23 KP279479.1 2602 Australie
24 AY509646.1 358 Germany
25 AF172359.1 300 Germany
26 KM224374.1 403 Germany
27 DQ20116.1 223 Germany
28 HM473192.1 149 Germany
29 EF437592.1 415 Germany
30 DQ471830.1 226 USA : Southeasterm AZ
31 KP279629.1 2603 Australie
32 KP279474.1 2533 Australie
33 KP279473.1 2594 Australie
34 KP279471.1 2597 Australie
35 KP279468.1 2602 Australie
36 KP279467.1 2599 Australie
37 KC561819.1 528 Thailande
38 D28903.1 402 Thailande
39 KP279492.1 2483 Australie
40 KP279537.1 2415 Australie
41 KX348261.1 358 Australie
42 AB743574.1 299 Australie
43 JQ8673357.1 366 China HKSAR
44 KP871713.1 549 Thailande
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