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Introduction

Cette étude entre dans le cadre des activités de recherche de Dr. Lakabi sur 1’étude
histologie fonctionnel du développement gonadique et de la maturité sexuelle des lapins

males de la population locale

Le lapin (Oructolagus cuniculus) est une espece considérée a la fois comme animale
domestique, animal de compagnie et animal modele de recherche. Cette situation lui confere
un statut particulier, notamment, dans le domaine de la reproduction ou il offre beaucoup
d’avantage intéressant concernant sa productivité et sa reproductivité. En effet, il est
caractérisé par un court intervalle entre les générations et par une prolificité importante. C’est

pour cette raison qu’il est fortement apprécié par les chercheurs.

La fertilit¢ masculine est marquée par une différenciation gonadique adéquate, une
maturit¢ de 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire, une différenciation des cellules
testiculaires néonatales, une descente des testicules et un début de la puberté couplée avec la

prolifération et la maturité des cellules testiculaires (Vigueras-Villasenor et al., 2013).

Le testicule est une glande amphicrine qui assure deux fonctions : la spermatogenése
et la stéroidogenése qui est la synthétise des androgénes, principalement la testostérone,
jouant un role dans le maintien de la spermatogenése (Curtis et Amann, 1981 ; Eurell et

Frappier, 2006).

Les huiles essentielles sont des produits aromatiques riches en phyto-cestrogene, ces
composés sont susceptibles de modifier le processus physiologique de la reproduction soit en

I’améliorant ou la perturbant (Nozhat et al., 2014).

De ce fait, ce travail est subdivisé en quatre chapitres dont le premier abordera les
différentes connaissances bibliographiques sur 1’appareil reproducteur male, le deuxiéme
chapitre traitera la physiologie de la reproduction, le troisiéme chapitre exposera les matériels
et méthodes utilisés et le quatrieme chapitre exposera les résultats obtenus lors de notre
expérimentation, suivis de leur discussion. Ce document sera clos par une conclusion et un

ensemble de perspectives.
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Chapitre I Rappels anatomiques et histologiques de I’appareil génital male

Le terme « appareil génital male » désigne tous les organes et structures qui participent
a la formation, la maturation, I’émission sous pression des différents constituants du sperme
(Jardin et De Fourmestraux, 1984).
1. Anatomie de I’appareil génital méale

L’organisation générale de 1’appareil génital du lapin male est voisine a celle des autres
mammiferes, sauf pour la capacité supplémentaire de pouvoir rétracter les testicules dans
I’abdomen ou de les extérioriser dans les bourses grace a un tissu musculaire qui est le crémaster
(Boussit, 1989), ainsi que quelques différences concernant la taille, le poids et la forme des
organes (Hamon et al., 1999).

I1 comporte 3 grandes parties : la partie glandulaire constituée par les testicules, la partie
tubulaire constituée par 1’épididyme, le canal déférent, I’urctre et en fin la partie copulatrice
constituée par le pénis (Barone, 1976), ainsi que les glandes annexes qui sont ; la prostate, les

vésicules séminales, la glande de Cowper... (Figure 1).

\

Uretére

- ,\ /

Canal déférent

Vésicule séminale
Glande vésiculaire
Prostate

Glande bulbo-urétrale
(glande de Cowper)

Urétre
: Téte
. Comps |Epididyme
~ T 2k Queue

Tissu

adupeux\

.

Testicule

% Glande préputiale
Pénis sans gland

Figure 1 : Représentation schématique de I’appareil génital du lapin male

(Barone et al., 1973).




Chapitre I Rappels anatomiques et histologiques de I’appareil génital male

1.1. Anatomie des testicules

Les testicules sont les glandes génitales male, qui sont des organes pairs, pleins, ovales
et allongés, amincis aux extrémités, de couleur rosée, de consistance ferme et ¢élastique, situés
de part et d'autres de la ligne inguinale et logés dans deux scrotums bien distincts a 'extérieur
de la cavité abdominale.

Cette situation leur permet de se maintenir a une température inférieure de 2 a 3 degrés
de la température corporelle, une température de 34°C a 35°C est essentielle pour une
spermatogenese normale (Barone, 1984 ; Van Nguyen, 2007). Selon Barone (2001), le testicule
d’un lapin adulte mesure 3 a 3,5 cm de longueur, 1 a 1,5 cm de largeur et pése environ 1 a 2g.

Les testicules montent dans la cavité abdominale en raison de la fermeture du canal
inguinal sous I’effet de la frayeur ou lors de combats avec d'autre males, ou ils redescendent
dans les bourses, et cela sous ’effet d’un tissu musculaire appelé crémaster (Boussit, 1989).

Ces enveloppes protegent et soutiennent la glande testiculaire ainsi que ses premieres
voies d’excrétion (épididyme et début du conduit déférent) et ses vaisseaux sont protégés et
soutenus par des enveloppes, dont on peut distinguer 6 plans membraneux, dont 2 plans
superficiels, le scrotum et le dartos, un plan intermédiaire représenté par la tunique celluleuse
ou fascia spermatique externe et 3 plans profonds a savoir le crémaster, la tunique fibreuse ou

fascia spermatique interne et la tunique séreuse vaginale (Figure 2).

Schéma des Fascia spermatique externe
envelopes du Fascia spermatique
testicule interne

vaginale Ugmdo la queue

Figure 2 : Schéma des enveloppes testiculaires (Barone, 2001)
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Les testicules sont définis par leur réle principal qui consiste a la synthése des gameétes
males (les spermatozoides) depuis des cellules souches vers leur migration dans le rete testis.

Les testicules sont irrigués par les arteres testiculaires qui naissent de 1’aorte abdominale
et sont drainés par les veines testiculaires qui constituent une ramification du plexus
pampiniforme autour de I’artére testiculaire située sous la vaginale du testicule.

L’innervation dépend de 2 plexus nerveux ; le plexus spermatique qui est
parasympathique et le plexus différentiel qui est sympathique (Figure 3) (Jardin et De

Fourmestraux, 1984).

Artéere et

velne Artére

crémastérique

Artéere du
canal déférent

Plexus
pampiniforme

pididyme
distal

Figure 3 : Vascularisation du testicule (Bailleul et Mauroy, 1991)

1.2. Anatomie d’épididyme

Les spermatozoides quittent le refe testis vers les canaux eftérents pour étre dirigés dans
'épididyme ou ils subissent leur maturation (Hamilton, 1975 ; Robaire et Hermo, 1988).

L'épididyme du lapin est situé¢ au bord médian du testicule avec lequel il est lié, c¢'est un
canal extrémement replié sur lui-méme a l'intérieur d'une tunique conjonctive qui lui confeére
une forme globale et allongée en croissant d'un pdle a l'autre du c6té dorsal du testicule
(Thibault et Levasseur, 2001).

Selon Barone (1978) ; Thibault et Levasseur, (2001), I'épididyme forme des lobules

séparés par des travées conjonctives ou sepfa et comporte trois parties (Figure 4) :
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- Une téte (caput ou région proximale) volumineuse qui coiffe largement I'extrémité
supérieure du testicule dans laquelle pénétrent les cones efférents.

- Un corps (corpus ou région médiane) représentant la portion moyenne qui est
épaisse chez le lapin, trés pelotonnée, constituée essentiellement par le canal épididymaire.

- Une queue (cauda ou région distale) bien détachée formant un appendice

globuleux et mobile, suivi par le canal déférent.
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Figure 4 : Représentation d’un épididyme ; A : Photo d'un épididyme (Original 2021),
B : Schéma des différentes parties d'un épididyme (Hermo et Robaire, 2002).

1.3. Canal déférent

La queue de I’¢épididyme se poursuit par le canal déférent qui fait suite au canal
¢pididymaire, il mesure 12 a 15cm de longueur chez le lapin (Barone, 2001).

Ce canal péncétre dans la cavité abdominale et atteint la face dorsale de la vessie formant
un tres 1éger renflement pelvien avant de se jeter dans ['urétre. Le canal déférent assure le transit
jusqu’a l'urétre grace a un péristaltisme basal, additionné d’une motricité brusque lors de

I’¢jaculat (Barone, 1978 ; Bonnes et al., 2005).
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1.4. Glandes annexes

Plusieurs types de glandes sont associées au tractus génital male ; la vésicule séminale,
la glande vésiculaire, la prostate, les glandes para-prostatiques et la glande de Cowper.

L’ensemble de leurs sécrétions constitue le liquide spermatique lequel mélangé aux
spermatozoides, constitue le sperme (Tortora et al., 1995).
1.4.1.Vésicule séminale

Sous forme de petits organes, glandulaires, bosselés dont sa partie caudale fusionne avec
les canaux déférents pour former un canal ¢jaculateur impair qui s'ouvre dorsalement dans
l'uretre. Ces glandes ¢laborent un liquide clair, gélatineux, épais et blanc. Le plasma séminal
constituant une partie du sperme (Barone, 1984 ; Abraham et Kiersznbaum, 2002 ; Welsch,
2002).
1.4.2.Glande vésiculaire

Aussi appelée glande pro prostatique ou prostate craniale, elle est de forme ovale,
relativement volumineuse, bilobée avec une couleur blanchatre liée a ’accumulation des
secrétions granulaires blanches. Sur la face dorsale, elle s’ouvre dans ['urétre par deux canaux
excréteurs (Holtz et Foot, 1978).
1.4.3. Prostate

La prostate, chez le lapin, est remplacée par un complexe de plusieurs glandes tubulo-
alvéolaires qui sécréte environ 1/3 du volume de sperme (Lebas, 1996), cette sécrétion est
légerement acide et contient divers ions. Elle est située en position antérieure a la vessie et aux
vésicules séminales et elle s’ouvre dans 1’urétre (Setchell et Brooks, 1988).
1.4.4.Glandes para prostatiques

Selon Holtz et Foot (1978), tous les lapins ont au moins une paire de glandes para
prostatiques qui sont de petite taille et de forme arrondie, situées ventralement a la prostate et
de part et d’autre de 1’urétre ou elles se débouchent par un nombre variable de petits conduits
(Barone, 2001).
1.4.5.Glandes bulbo-urétrales ou glandes de Cowper

Ce sont des formations sphériques paires, bilobées, volumineuses chez les lapins et
placées postérieurement a la prostate et dorsalement a I’urétre dans lequel elle s’ouvre par au
moins 4 canaux (Sabbagh, 1983). Ces glandes, entourées chacune par une capsule conjonctive
(Roger, 2002), sécretent un liquide mucoide semblable au liquide prostatique qu’elles déversent

dans la région postérieure de I’urétre membraneux (Boussit, 1989).
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1.5. Canal éjaculateur

C’est un canal court, qui se situe derriere la vessie et qui est un prolongement du canal
déférent aprés 1I’abouchement des vésicules séminales et traverse la prostate pour s’ouvrir dans
I’uretre. Ce canal ¢jecte les spermatozoides dans 1’urétre prostatique juste avant I’éjaculation
(Tortora et al. 1995).

1.6. Uretre

L’uretre détermine la partie terminale de la voix génitale male partant de la vessie vers
I’extrémité du pénis en tapissant son intérieur (Marieb, 1999 ; Barone, 2001). C’est un conduit
long de 12 a 13 cm, dont 8 a 9 seulement pour la partie pénienne, il sert a I’excrétion de I’urine
et du sperme lors de 1’éjaculation (Barone, 2001).

1.7. Voies externes d’excrétion et organe copulateur (pénis)

Selon Boussit (1989), le pénis est 1'organe male de copulation, de miction et de transfert
de sperme chez les mammiferes, mesurant environ 3 a 5 cm de longueur. Il est dépourvu de
glandes et il est dirigé obliquement vers 1’arriére au repos, dans ce cas il est enfermé dans un
replie tégumentaire qui est le fourreau, par contre pendant I’érection, le pénis prend une position

horizontale dirigé vers 1’avant.

2. Histologie du testicule

Les testicules sont recouverts de deux tuniques ; une tunique superficielle qui est la
vaginale dérivant du feuillet péritonéale et une capsule fibreuse qui est 1’albuginée, constituée
de faisceaux de collagéne et renfermant des cellules musculaires lisses (Muller et Clos, 1997).

Cette tunique s'épaissit encore au niveau de la coiffe épididymaire et s'enfonce a
l'intérieur du testicule pour former le corps d'Highmore qui est un cone fibreux. Ce dernier est
parcouru par un réseau de canalicules appelé le rete testis.

Du corps d'Highmore partent des cloisons conjonctives qui sont les septa testis, en
délimitant 200 a 300 lobules testiculaires, ainsi chaque lobule testiculaire contient 2 a 4 tubes
séminiferes treés longs qui débouchent par de courts segments rectilignes, les tubes droits, dans
le rete testis (Figure 5) (Vacheret, 1999).

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

Leydig.
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Figure 5 : Schéma de la structure intra-testiculaires (Muller et Clos, 1997)

2.1. Compartiment germinal

Le tube séminifere est I'unité fonctionnelle du testicule, trés long et pelotonné, constitué
d’un épithélium séminifére reposant sur une lame basale, qui est principalement un ensemble
de cellules de soutien (cellules de Sertoli) et de cellules germinales a des différents stades de
développement (spermatogonies, spermatocytes, spermatides et spermatozoides), ainsi d'une

lumiére bordée par cette épithélium (Figure 6) (Wrobel, 1990 ; Martine, 2009).

\ | Jonctions cytoplasmiques

\
Spermatides en \ \ ‘ : Jeunes
différenciation N @ ‘V spermatides

| Spermatocytes

secondaires

Meiose

Spermatocyte
primaire

Spermatogonie

Fibroblaste

Cellules interstitielles

Figure 6 : Détail d’une portion de tubule séminifére de lapin

(Junqueira et Carneiro, 2007).
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Chaque tube séminifére est limité par une paroi propre, la gaine péri tubulaire et entouré
d’une fine couche de cellules contractiles appelées cellules myoides péri tubulaires qui ont pour
role la propulsion et I’évacuation des spermatozoides immobiles dans le testicule (Dadoune,
Siffroi et al., 2000).

Le liquide contenu dans ces tubes séminiféres assure le transport des spermatozoides
dans la lumiére (Barone, 2001 ; Thibault, 2001).
2.1.1.Cellule de Sertoli

La cellule de Sertoli est une grande cellule pyramidale caractérisée par des réticulums
endoplasmiques granuleux (REG) et réticulum endoplasmique lisse (REL) tres développés, un
cytosquelette formé de microtubules et un réseau dense de microfilaments d’actine et de
filaments intermédiaires (Lakabi, 2017).

Chaque cellule de Sertoli est connectée aux cellules adjacentes par des jonctions serrées,
disposées au pole basal liant deux compartiments, basal ou périphérique et central ou adluminal.
D’autres types de jonctions relient les cellules de Sertoli entre elles et avec les cellules
germinales, dont des jonctions d’ancrage et des jonctions communicantes de type Gap

(Figure 7) (Little et Holyoak, 1992 ; Amann, 1993).
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Figure 7 : Cellule de Sertoli (Siffroi, 2001).
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Hazard et Perlemuter (2000) rappellent les différents roles des cellules de Sertoli qui

sont principalement :
- Controle de la maturation et de la migration des cellules germinales ;
- Phagocytose des cellules germinales dégénérescentes ;
- Sécrétion tubulaires et interstitielles ;
- Synthese des stéroides et des protéines ;
- Protection contre les réactions immunitaires.
2.1.2.Cellules germinales

En allant de la lame basale du tube séminifére vers sa lumiére, tous les types de cellules
germinales s’organisent en plusieurs assises au niveau de 1’épithélium séminifére, a savoir ; les
spermatogonies (Ad, Ap, B), les spermatocytes de premier ordre ou spermatocytes I, les
spermatocytes de deuxiéme ordre ou spermatocytes I, les spermatides et les spermatozoides
(Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).
2.1.2.1. Spermatogonies

Les spermatogonies sont les cellules les moins différenciées, elles se trouvent en contact
directe avec la lame basale et elles sont reconnaissables grace a 1'état de condensation de leur
chromatine (Vacheret, 1999 ; Siftroi, 2001).

Vacheret (1999) rappelle que les spermatogonies sont de petites cellules diploides
arrondies ou ovalaires, de 10 a 15 um de diametre. On distingue trois sortes de spermatogonies
selon I’aspect de leur noyau ;

- Les spermatogonies Ad (dark), cellules souches de réserve a noyau arrondi
et dense, avec nucléole périphérique et des vacuoles nucléaire, qui se divisent pour
donner les spermatogonies Ap.

- Les spermatogonies Ap sont des cellules de renouvellement a chromatine
claire, avec nucléoles centraux et sans vacuoles nucléaires, qui se divisent pour
donner les spermatogonies B.

- Les spermatogonies B qui sont des cellules filles constituées d’un noyau
ovalaire clair a chromatine en agrégat périphérique et un nucléole bien visible, qui

se divisent pour donner les spermatocytes.

10 )
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2.1.2.2. Spermatocytes

D’aprés Marthin et Barryn (2001), Deux types de spermatocytes sont produits au cours
de cette activité spermatique :

- Les spermatocytes de ler ordre (spermatocytes I) sont caractérisés par un
cytoplasme abondant et un noyau volumineux contenant une chromatine disposée en
amas grossiers ou en fins filaments, facilement reconnaissable.

- Les spermatocytes de 2éme ordre (spermatocytes II) sont le résultat de la
premicre division de la méiose. Des spermatocytes II, sont des cellules plus petites qui
vont rapidement terminer la deuxiéme division de la méiose. Elles engendrent des
cellules a (n) chromosomes ; les spermatides.

2.1.2.3. Spermatides

Les spermatides sont des cellules haploides de petite taille (de 6 a 7 um de diamétre),
ovoides avec un noyau rond et clair contenant un appareil de Golgi juxta nucléaire (Dadoune et
al., 2000). Elles se localisent a proximité de la lumiére des tubes séminiféres (Junqueira et
Carneiro, 2007).

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

Les spermatozoides, résultat final de la spermatogenése, disposés en bouquet a I’apex
des cellules de Sertoli, sont des cellules tres petites, allongées, de 55 a 57 um de diamétre chez
le lapin (Robert et Vincent 1995), dotées d’une motilité flagellaire et d’une forme filiforme
constitués de trois parties distinctes la téte, la piece intermédiaire et le flagelle (queue)
(Figure 8).

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

La piece intermédiaire, longue de 7 a 8 um, est une partie cytoplasmique, rétrécie, qui
représente le segment unissant la téte a la queue. Elle renferme la majorité des mitochondries

qui sont le siege de la production énergétique nécessaire au mouvement.

11 )

—



Chapitre I Rappels anatomiques et histologiques de I’appareil génital male

La queue ou flagelle assurant la mobilité du spermatozoide, forme la quasi-totalité de la
cellule et présente une piéce principale de 45 pm de diamétre constitué de neuf faisceaux de
fibres denses, ainsi que d’une gaine protéique fibreuse périphérique et une piece terminale de 1
a 2 um de diamétre qui comporte le filament axial (Barone, 2001 ; Smith et Wargo, 2003 ;
Turner, 2003).

La production journaliere de spermatozoides chez le lapin est estimée de 25 a 60
millions par gramme de testicule, soit une production de 100 a 250 millions de spermatozoides
par animal et par jour. Celle-ci varie en fonction de la race (surtout selon le format), de 1’age

(en fonction des variations de poids testiculaire) et de I’environnement (Boussit ,1989).
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Figure 8 : Schéma d'un spermatozoide de mammifére (Le Moigne et Foucrier, 2009).
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2.2. Compartiment interstitiel

Ce compartiment est constitué par un tissu interstitiel, liquide des compartiments intra-
testiculaire et essentiellement les cellules de Leydig.
2.2.1. Liquide des compartiments intra testiculaires

Dans les espaces inter tubulaires, le tissu interstitiel apparait comme un tissu conjonctif
lache, vascularisé et innervé, se trouvent les cellules de Leydig, productrices d’hormones
stéroidiennes.

Le tissu interstitiel contient des vaisseaux lymphatiques plus au moins développés et des
capillaires sanguins propices a la circulation des hormones périphériques et testiculaires, des
fibroblastes, des macrophages, des leucocytes, des mastocytes et de nombreux autres composés
du sang (Frend et al., 1973).

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

Ce liquide est composé de 90% d'eau et a pour origine le plasma sanguin (Marieb, 2006).
Il est riche en minéraux essentiellement en potassium, en magnésium, en phosphate, en calcium,
en chlore. Il est trés riche en Androgéne Binding Protéine (ABP) et pauvre en autres protéines
(Hocherau de Reviers et Royere, 1996). 11 contribue au transport des spermatozoides ainsi qu’a
leur nutrition. Cependant, sa composition subit des remaniements au niveau du réfe testis.
2.2.2. Cellule de Leydig

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

Elles contiennent un noyau ovoide dont la chromatine est périphérique, un volumineux
nucléole, un cytoplasme dense riche en citernes de REL, des mitochondries peu nombreuses de
taille variable garnies de crétes tubulaires et d’enclaves lipidiques abondantes dans le
cytoplasme des cellules matures. De nombreuses jonctions, de type Gap, desmosome et plus
rarement des jonctions septées ont ¢t€¢ mises en évidence au niveau de la membrane plasmique
(Dadoune et Demoulin, 2001).

Les cellules de Leydig sont les cellules stéroidogénes qui se différencient dans le
deuxieme compartiment du testicule, 1’espace interstitiel. Ces cellules produisent des
androgénes qui sont essentiels pour la masculinisation et I’apparition des caracteres sexuels

primaires et secondaires (Dizier et al., 2014).
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3. Histologie épididymaire

Le canal épididymaire comprend deux compartiments : une lumiére bordée par un
épithélium pseudo-stratifié, entouré de 2 a 6 couches de fibres musculaires lisses et un tissu
conjonctif contenant des terminaisons nerveuses et des capillaires sanguins
(Hermo et Robaire, 1988).

Autour du canal épididymaire, on note la présence d’une mince couche de fibres
musculaires lisses, qui par leurs contractions péristaltiques régulieres contrdlées par les fibres
nerveuses, permettent le transit des spermatozoides de la téte vers la queue de 1’organe
(Setchell et al., 1994).

3.1. Lumiére du canal épididymaire

Pour rejoindre le systéme éjaculateur depuis les gonades males, les spermatozoides
transitent a travers 1’épididyme au niveau de sa lumicre, ou ils baignent dans un milieu de nature
tres complexe : le fluide épididymaire. Ce dernier est composé principalement d’ions, de petites
molécules organiques, de protéines et de macromolécules.

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

3.2. Epithélium épididymaire

Six types cellulaires entrent dans la composition de 1’épithélium épididymaire : les
cellules basales, étroites, apicales, claires, en halos et principales, qui présentent des
caractéristiques structurales et fonctionnelles trés variées de la région proximale a la région

distale du tubule (Figure 9) (Robaire et al., 2006).

Cellules principales

Cellule apicale

Cellule claire

Cellule étroite Cellule basale Cellules
halo

N :noyau ; LT : lymphocyte T ; Mo : monocyte

Figure 9 : Représentation schématique de I’épithélium épididymaire (Girouard, 2009).
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3.2.1.Cellules principales

Les cellules principales sont les cellules les plus abondantes de 1’épithélium
épididymaire. Elles constituent environ 80% de la population cellulaire totale dans le segment
initial et ne représentent que 65% de la population cellulaire totale dans la queue de I’épididyme
(Trasler et al., 1988).

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

Les cellules principales appartiennent a la classe de cellule « sécrétrices de constitution»
(Moore et Kelly, 1985) et assure plusieurs fonction tels que le transport et la sécrétion de petites
molécules organique, la synthése et sécrétion de protéines, la réabsorption du fluide
¢pididymaire (Robaire et Hermo, 1988 ; Robaire et Viger, 1995 ; Cooper, 1998).
3.2.2.Cellules basales

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

Leur fonction est inconnue mais il semblerait qu’elles jouent un role dans 1’¢limination
des radicaux libres ainsi que dans la protection immunitaire des spermatozoides en participant
a ce qu’on appelle, la barriére hémato-épididymaire (Veri et al., 1993 ; Cooper, 1998 ; Seiler et
al., 2000).
3.2.3.Cellules en halos

Les cellules en halos sont des petites cellules a bord étroit avec un cytoplasme clair et un
noyau dense (Robaire et al., 2006), qui sont présentent tout au long de 1’épithélium et se situent
vers la base de I’épithélium épididymaire.

Elles ont été¢ décrite comme des cellules d’origine immunitaire et identifier comme des
lymphocytes intra épithéliaux ou des macrophages qui contribuent a former une barricre

immunologue au niveau de I’épididyme (Hoffer et al., 1973 ; Serre et Robaire, 1999).
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3.2.4.Cellules claires

Ces grandes cellules prismatiques sont présentes essentiellement dans le corps et la queue
de I’épididyme (Soranzo et al., 1982). Elles sont caractérisées par la présence de vésicules
claires en position apicale, de lysosomes en partic médiane et de nombreuses inclusions
lipidiques en position basale (Robaire et Hermo, 1988).

D’aprées Olson et Hinton (1985), elles joueraient un role dans 1’absorption de certains
composants du fluide épididymaire.
3.2.5.Cellules apicales

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

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

des substances présentes dans la lumiére (Hermo et Robaire, 2002).

3.2.6. Cellules étroites

Les cellules étroites se retrouvent dans le segment initial et intermédiaire de 1’épididyme,
pourvue d’un noyau allongé en position apicale. Ces cellules se prolongent entre les cellules
principales pour atteindre la région basale de 1’épithélium épididymaire, ce qu’ils leur conférent
un aspect en calice. Leur cytoplasme est riche en vacuole, vésicules endocytiques, lysosome et

mitochondrie et leur membrane apicale émet des villosités courte, épaisse et irréguliere

(Hermo et al., 2000).

Elles semblent participer a I’acidification du fluide épididymaire car elles posseédent une
activité anhydrase carbonique et sont capables de sécréter des protons dans la lumiére

(Cohen et al., 1976 ; Hermo et al., 2005).
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Chapitre I1 Physiologie de 1a Reproduction

Le pouvoir de reproduction est une des propriétés ¢lémentaires des étres vivants, elle a

pour but d’assurer la perpétuation de I’espece.

De méme que chez les autres mammiferes, les mécanismes régulant la fonction de la
reproduction chez les lapins sont complexes et reposent sur 1’inter-coordination cellulaire,
hormonale et chimique des différentes composantes anatomiques, non seulement de 1’appareil
génital, mais aussi de celui du systéme neuroendocrinien qui comprend I’axe hypothalamo-

hypophyso-gonadique (Joly et Theau Clément, 2000).
1. Développement des gonades et puberté

Avant la puberté plusieurs développements ont €té observés au niveau organique

(organes génitaux) et corporel.

1.1. Différenciation et développement des gonades

La différentiation des organes reproducteurs du lapin male a lieu pendant la vie feetale
(Figure 10) avec formation de I’albuginée entre le 14°™ et 15°™ jour de gestation, quelques
jours plus tard les tubes séminiféres apparaissent entourés de cellules germinales, au 19°™ jour
de gestation il y a la production d’androgénes (Alvarino, 2000).

Les canaux de Miiller régressent a partir du 20 jour, la formation de la prostate
commence le 21°™ jour et au 24°™ jour le développement des canaux de Wolf et la régression
des canaux de Miiller sont bien établis.

Entre le 21°™ et 30°™ jours de gestation, la testostérone est présente au niveau des
testicules de foetus male (Skinner, 1967). A la naissance, les testicules se trouvent en position
abdominale et la descente de ces derniers dans les sacs scrotaux coincide avec la puberté
(Alvarino, 1993).

La spermatogenése commence entre le 40°™ et 50°™ jour avec apparition du premier
spermatozoide dans I’épididyme au 130%™ jour, ce qui correspond a la fin de la différenciation

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

—
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Figure 10 : Développement chronologique de la différentiation de I’appareil
reproducteur du lapin méle (Alvarino, 2000).

I= implantation ; N= naissance ; L= maturation des cellules de Leydig ; A= sécrétion d’androgénes ;
T= différentiation des testicules ; CDS= développement complet de la spermatogénése ; P=
croissance de la prostate ; RS= premiers rapports sexuels. CS= premier comportement sexuels ; S=
apparition du premier spermatozoide ; M= dégénérescence des canaux de Miiller ; DS= début de la
spermatogénese ; SE= apparition des premiers spermatozoides dans 1’épididyme.

1.2. Développement pondéral

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

Le développement pondéral testiculaire est trés long par rapport au développement du
poids corporel du lapin jusqu’a I’age de 5 mois. Le rapport entre le poids du testicule et le poids
corporel augmente pour atteindre 2.86 aprés 5 semaines d’age, 1’évolution du poids des
testicules en fonction de 1’age montre une accélération de croissance testiculaire, entre 70 et
110 jours environs (Alvarino, 2000 ; Lebas, 2009).

1.3. Développement comportemental

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

A partir de la 12°™ semaine d’age, les jeunes lapins montrent un certain nombre de
manifestations sexuelles (reniflement de la région Ano-génitale de la femelle, agressivité et
tentatives de monte) (Berger et al., 1982 ; Bell et Mitchell, 1984).

Les premiers coits peuvent survenir vers 100 jours mais, dans ces premiers €jaculats, la
viabilité des spermatozoides est faible a nulle, il faut donc attendre 135 a 140 jours pour les
premiers accouplements (Lebas et al., 1996).

1.4. Maturation sexuelle
La maturation sexuelle chez le lapin s’effectue en quartes (4) étapes dont ; la phase

infantile, la phase pré-pubere, la phase de la puberté et en fin la phase de la maturité sexuelle.

—
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Chapitre I1 Physiologie de 1a Reproduction

1.4.1.Phase infantile

Cette ¢étape est la période allant de la naissance a 1’age de 40 jours, et qui est caractérisée
par une croissance lente des testicules et des vésicules séminales, ainsi que par des niveaux

faibles de FSH et de testostérone circulant dans le sang (Martinet, 1973).
1.4.2.Phase pré-pubére

La phase pré-pubere commence vers 1’age de 40 jours et se caractérise par une
augmentation importante des niveaux de testostérone (+921%) et de FSH (+384%) qui se

produit entre 40 et 60 jours.

Durant cette phase, la croissance des testicules s’accélere et les cellules de Leydig
responsable de la spermatogen¢se commence a fonctionner (Martinet, 1973), entrainant les
premicres divisions goniale vers 45 jours qui s’accélérent vers 70 jours, quand les niveaux
d’androgene circulants sont les plus €levés et les premiers spermatozoides apparaissent vers

I’age de 110 jours (Skinner, 1967).
1.4.3.Phase pubertaire

La puberté est définie comme le moment ou les organes reproducteurs du male sont
capables de produire de facon constante des spermatozoides fécondants, elle est atteinte vers 4

ou 5 mois, peu apres la descente des testicules dans le scrotum.

L’age de la puberté¢ varie avec la race et les conditions d’élevage, notamment

I’alimentation et la saison de naissance (Fortun et al., 2015).
1.4.4. Maturité sexuelle

La maturité¢ sexuelle est définie comme le moment ou la production quotidienne de
sperme n'augmente plus. En effet, la production quotidienne de sperme qui est dépendante de

nombreux facteurs, est de I’ordre de 2.107 spermatozoides (Fortun et al., 2015).

Garcia-Thomas et al. (2009) a démontré qu’a 1’age de 20 semaines, les mesures
testiculaires et le pourcentage des tubes séminifeéres qui contiennent des spermatozoides ne
représentent que 70% de leur valeur par rapport a 1’dge adulte (33 semaines d’age) et que
I’évolution du volume de 1’¢jaculat et la motilité individuelle des spermatozoides augmentent

considérablement entre la 20°™° et la 33°™° semaine.

—
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2. Fonctions physiologiques du testicule

Le testicule est une glande amphicrine possédant une double fonction, une fonction
exocrine qui permet la production des gametes males par le processus de spermatogénése et une
fonction endocrine qui permet la production des hormones stéroides masculines (androgénes,

essentiellement la testostérone) (Dadoune et Demoulin, 2001).
2.1. Fonction exocrine du testicule : Spermatogenese

La spermatogenése est le processus de différenciations cellulaire qui permet la
production des gamétes males matures haploides (n) : les spermatozoides, a partir de cellules

souches diploides (2n) (Figure 11) (Tortora et Derrickson, 2007).

Chez le lapin, elle débute entre 40°™ et 50°™ jours d’age, et elle dure de 38 a 41 jours
(Martinet, 1973), et avec l’apparition des premiers spermatozoides peu viables dans les

¢jaculats a 110 jours d’age (Lebas, 2009).

Selon Amann (1993), la spermatogenése se déroule au niveau des tubules séminiféres
des testicules en passant par trois (3) grandes étapes qui sont ; la spermatocytogenese, la méiose

et la spermiogénése.
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Figure 11 : Différentes étapes de la spermatogenéese (Marieb, 2006).
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2.1.1. Spermatocytogenése

La spermatocytogenese est caractérisée par une phase de multiplication (par mitoses) et

de différenciation des spermatogonies, ce qui aboutit a la formation des spermatocytes primaire,

observée vers le 60 jour d’age chez le lapin, qui posséde encore le nombre diploide de

chromosomes caractéristiques de 1’espece (lapin : 44 chromosomes) (Martinet, 1973).

La phase de multiplication cellulaire assure également le renouvellement des
spermatogonies, nécessaires au maintien d’un nombre suffisant de cellules souches

(Little et Holyoak, 1992 ; Barone, 2001).
2.1.2. Méiose

La deuxieme étape, fait intervenir le phénomene de méiose caractérisée par 1’échange de
matériel génétique entre les chromosomes homologues des spermatocytes primaires, induisant
a la production des spermatocytes secondaires, ensuite deux divisions successives de la méiose

produisent des spermatides haploides a n chromosome (Amann, 1993).
2.1.3. Spermiogénese

C’est I’étape ou les spermatides subissent une série remarquable de modifications qui

aboutissent a la libération de spermatozoides mirs (Figure 12) (Barone, 2001).
Selon Gayrard (2007), la spermiogénése est caractérisée principalement par :
-La condensation du noyau et la déshydratation de la chromatine.
-La formation de l'acrosome au départ d'une vésicule golgienne.
-Le développement de I'appareil flagellaire a partir du centriole distal.

-Le glissement du cytoplasme le long de 1'axe flagellaire et la différenciation

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

-Le repositionnement des mitochondries en une rangée hélicoidale autour de

la partie initiale du flagelle (pars intermedia).

-L'¢limination de la plus grande partie du cytoplasme (corps résiduel).

—
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A partir de ce stade il n’y a plus de divisions cellulaires, par contre des métamorphoses

extrémement complexes a I’échelle moléculaire et cellulaire apparaissent (Schulz et al., 2005).
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Figure 12 : Etapes de la spermiogénése (Gayrard, 2007).
2.2. Fonction endocrine du testicule : Stéroidogenése

La fonction endocrine du testicule est assurée par de petits amas d’endocrinocytes
interstitielles appelés : cellules de Leydig, qui sécrétent les androgénes en particulier la
testostérone nécessaire a la spermatogencse ainsi qu’au développement et au maintien
morphologique et fonctionnel des glandes accessoires de 1’appareil génital male. Cette sécrétion

controle en outre les caractéres sexuels secondaires et 1’activité sexuelle (Barone, 2001).

La biosynthese des androgeénes nécessite 1’intervention d’un certain nombre d’enzymes

agissant en cascade a partir d’un précurseur commun a tous les stéroides, le cholestérol
(Saez, 1994).

—
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En effet, la testostérone agit directement sur la différenciation des canaux de Wolf, le
développement et le maintien des caractéres sexuels secondaires, aprés son métabolisme en
dihydrotestostérone par 1’enzyme 5-o réductase dans les tissus périphériques (prostate,
épididyme, vésicule séminale), elle a une action anabolisante au niveau de tous les tissus, en
particulier musculaire et osseux et intervient dans le dimorphisme sexuel cérébral et la

physiologie du comportement sexuel.

En association avec la FSH, la testostérone est essentielle pour l'initiation et le maintien
de la spermatogenese. Elle agit sur les cellules de Sertoli et sur les cellules péri tubulaires, via
des récepteurs spécifiques, stimulant indirectement la spermiogénése par une voie paracrine

(Wosnitzer et Paduch, 2013).
3. Fonctions physiologiques de I’épididyme

L’¢épididyme est formé d’un épithélium pseudostratifi¢ qui assure toutes les secrétions

et aussi d’une lumiere qui assure a son tour le transit des spermatozoides.
3.1. Fonction physiologique de I’épithélium

Les  sécrétions  protéiques de  I’épithélium  épididymaire  s’effectuent
essentiellement par les cellules principales dites aussi stéréociliées qui le composent,
et ceci selon deux modes différents : sécrétion mérocrine et sécrétion apocrine

(Figure 13).
3.1.1.Sécrétion mérocrine

Ce mode de sécrétion est le mode le plus fréquent chez les différents types
cellulaires. Les protéines sécrétées selon ce mode sont issues de la traduction

d’ ARNm par les ribosomes au niveau du réticulum endoplasmique rugueux.

Ces protéines se caractérisent par la présence d’un peptide signal au niveau
de lextrémité N-terminale de la séquence d’acides aminés, et elles sont ensuite
véhiculées vers I’appareil de Golgi pour subir des modifications post-
traductionnelles (Pons-Rejraji et Drevet 2004) telles que la glycosylation et
I’acylation, qui seront transportées dans des granules de sécrétion (Thibault et

Levasseur, 2001).
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Ces granules a leur tour migrent jusqu’au podle apical de la cellule afin de
libérer leur contenu a I’extérieur, ceci par fusion de leur membrane avec la

membrane plasmique cellulaire (Pons-Rejraji et Drevet 2004).
3.1.2.Sécrétion apocrine

La sécrétion apocrine a ¢t¢ mise en ¢vidence dans les cellules principales de
I'épididyme, le canal déférent et les différentes glandes telles que la prostate et les

glandes accessoires (Girouard, 2009).

Contrairement au mode mérocrine, la synthése de méme que les
modifications post traductionnelles des protéines sécrétées selon le mode apocrine,

s'accomplissent dans le cytoplasme des cellules (Sullivan et al., 2005).

Effectivement, puisque la séquence primaire de ces protéines est dépourvue
de peptide signal, les protéines ne peuvent s'associer au réticulum endoplasmique et

la synthese a donc lieu exclusivement sur des ribosomes libres (Girouard, 2009).
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Figure 13 : Représentation schématique de I’épithélium sécrétoire épididymaire
(Pons-Rejraji et Drevet 2004). 1-sécrétion mérocrine, 2- sécrétion apocrine.
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3.2. Fonction physiologique de la lumiére

D’aprés Badran et Hermo (2002), 1’épididyme doit assurer plusieurs fonctions :
maturation des spermatozoides, l’acquisition de la motilité, protection, stockage des

spermatozoides.
3.2.1. Maturation des spermatozoides

La maturation post-testiculaire des spermatozoides recouvre un ensemble de processus
complexes qui vont progressivement modifier structurellement et fonctionnellement les
gametes en transit dans 1’épididyme et ainsi leur conférer leurs aptitudes fécondantes, c’est-a-
dire I’expression de leur motilité et la capacité a reconnaitre la zone pellucide de I’ovule et a
fusionner avec ce dernier, ces différentes propriétés sont acquises au cours de leur transit

(Noblanc et al., 2012).

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

queue de I’organe (Barone, 2001).
3.2.2. Acquisition de la motilité

La durée de transit des spermatozoides dans 1I’épididyme est de 1’ordre de 12 jours
environ (Rowley et al., 1970). Chez la plupart des mammiferes les spermatozoides commencent
a osciller dans la téte de 1’épididyme avec de mouvements vibratoires de la queue alors que
dans le corps il y a apparition des mouvements inefficaces, mais la mobilité progressive n’est

acquise que dans la région caudale (Gaddum, 1968 ; Boussit, 1989).

Le contrdle de cette mobilité dépend de facteurs exogenes et endogénes et 1’activation
de la motilité du flagelle se fait grace aux changements de concentration de différents ions et

énergie produite par les mitochondries.

L’ ATP produit permet la mise en place de la phosphorylation de la tyrosine sur la totalité
du flagelle (Ho et Suarez, 2001 ; Mukai et Okuno, 2004), qui se produit d’une facon graduelle
au cours de sa progression dans la lumiere de 1’épididyme pour atteindre son maximum dans la
queue ou le spermatozoide est pleinement mature et acquiere la capacité de se mouvoir. La
concentration intra-spermatique en AMPc augmente aussi lors du transit épididymaire et permet

d'induire la motilité (Aitken et al., 2007).
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3.2.3. Protection

Les spermatozoides matures sont les cibles de multiples agressions cependant la barricre
hémato-épididymaire les protége contre les attaques du systéme immunitaire (Pollanen et
Cooper, 1994) et certaines protéines sécrétées par 1’épithélium épididymaire ont une action
protectrice contre les dommages protéolytiques et oxydatifs durant le transit épididymaire

(Cornwall et Hsia, 2003).
3.2.4. Stockage

Les spermatozoides matures atteignent la queue de 1’épididyme qui servira de réservoir
durant P’attente de prochaine é€jaculation. Ils baignent dans un liquide qui permet de les
conserver dans un stade quiescent, pour une période pouvant aller de quelques jours a plus d’un

mois (Hinton et Palladino, 1995).
4. Régulation de la fonction de reproduction

La fonction de reproduction subit deux régulations, une régulation interne grace 1’axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique et une régulation externe par les différents facteurs

environnants.
4.1. Régulation interne

La fonction de reproduction chez les lapins males est sous le contréle d’un
systtme hormonal complexe ceci par [Dintervention de [’axe hypothalamo-

hypophyso-gonadique (Figure 14).
4.1.1. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

La régulation de la reproduction est assurée par 1’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique, la communication entre ces différents niveaux est assurée

grace a des neurohormones et hormones (Migaud et al., 2016).

—
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Figure 14 : Complexe hypothalamus-hypophyse-testicule (Dizier et al., 2014).

SNC : systéme nerveux central ; T : testostérone ; I : inhibine ; ABP : Androgen Bindin
Protein ; MP : membrane plasmique
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4.1.1.1. Hypothalamus

L’hypothalamus contrdle I’hypophyse par le biais de la GnRH qui est un décapeptide
d’un poids moléculaire faible, non antigénique, secrété de maniere pulsatile par le noyau arqué
et les noyaux pré et supra optique de I’hypothalamus, induisant la sécrétion de LH et FSH via
des récepteurs membranaires spécifiques R-GnRH des cellules gonadotropes de

I’anté¢hypophyse (Hammoud et al., 1997 ; Thibault et Levasseur, 2001 ; Bonnes et al., 2005).

Les neurones a GnRH sont modulés par de nombreux neurotransmetteurs et
neuropeptides. Parmi les sécrétagogues du GnRH, le neuropeptide Kissl

(Pinilla et al., 2012 ; Beltramo et al., 2014).
4.1.1.2. Hypophyse

La GnRH, Ilibérée dans [D’ant€hypophyse via la circulation portale
hypophysaire, se lie a un récepteur spécifique (GnRH) exprimé par les cellules
gonadotropes de 1’hypophyse. Cette liaison déclenche la production et la sécrétion
des deux gonadotrophines, la LH «Luteinizing Hormone» et la FSH «Follicule
Stimulating Hormone» (Migaud et al., 2016).

4.1.1.3. Gonades (testicules)

La sécrétion de la testostérone ainsi que la production des spermatozoides
sont sous le controle des gonadotrophines hypophysaires FSH et LH circulant dans

le sang pour atteindre le testicule.

La FSH agit sur les cellules de Sertoli en se fixant sur ses récepteurs pour
activer la production des facteurs Sertoliens tel que I’ABP, la transferrine et divers

agents nécessaire au bon déroulement de la spermatogenése (Widmaier et al., 2009).

Tandis que la LH agit sur les cellules de Leydig pour la sécrétion de la
testostérone qui favorise la spermatogenése, le développement des organes génitaux

masculins et les caractéres sexuels secondaires (Nguyen et Bourouina, 2008).

La régulation de la fonction gonadotrope est caractérisée par un rétrocontrole
négatif par les sécrétions testiculaires, exercé au niveau de [’axe hypothalamo-

hypophysaire et gonadique.

—
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En effet La concentration élevée de la testostérone ainsi d’autre molécules tel
que l’inhibine ont une action inhibitrice sur la sécrétion de la LH et a moindre degré
de la FSH par D’hypophyse et sur celle de la GnRH par [’hypothalamus
(Bridges et al., 1993 ; Dohle et al., 2003).

4.1.2. Rétrocontrole de la sécrétion des gonadotrophines par les testicules

Le controle de la fonction reproductrice par le systétme hypothalamo-
hypophysaire est accompagné d’un rétrocontrole gonadique assuré par les sécrétions

testiculaires stéroidiennes (testostérone) et protéiques (inhibine) (Roser, 2008).

L’inhibine empéche la production de testostérone par les cellules de Leydig,
alors que I’activine stimule la production de testostérone par les cellules de Leydig

in vitro (Lin et al, 1989).

Selon I’intensité de la spermatogenese, les cellules de Sertoli sécrétent 1’inhibine  dans
le sang, qui exerce un rétrocontrole inhibiteur de la FSH par 1’hypophyse

(Ying, 1988 ; Tilbrook et Clarke, 2001 ; Dohle et al., 2003).

La testostérone secrétée par les cellules de Leydig stimulées par la LH exerce

une rétroaction négative de deux facons sur la sécrétion de celle-ci :

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

FSH par I'hypophyse antérieur

- Elle réduit par un effet direct la réponse a la GnRH des cellules

sécrétrices de LH de I'hypophyse antérieure (Sherwood et Ectors, 2015).
4.1.3. Régulation des fonctions de I’épithélium épididymaire

La régulation des fonctions de [D’épithélium ¢épididymaire fait appel a un
réseau complexe de molécules biochimiquement trés variées et d'origines diverses,
qui vont agir spécifiquement au niveau des cellules de 1’épithélium épididymaire
pour réguler I’expression de genes-cibles, et par conséquent, agir sur les fonctions

physiologiques de cet organe.
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Chapitre I1 Physiologie de 1a Reproduction

Selon leur proximité par rapport aux cellules-cibles, on distingue des facteurs
endocrines arrivant par la voie systémique ; des facteurs lumicrines apportés par la
lumi¢re du canal ¢épididymaire et enfin, des facteurs paracrines et/ou autocrines
produits  par les  cellules avoisinantes  ou  les cellules  elles-mémes

(Robaire et al., 2003).
4.2. Régulation externe

Les lapins font partis des especes dont la fonction de reproduction peut éEtre
influencée  par divers facteurs: température, saison, éclairage, humidité,

alimentation, age, état sanitaire, les huiles essentielles... (Theau-Clément, 2005).
4.2.1. Température

La température est un facteur qui influence significativement la
spermatogenese, en affectant la qualité du sperme, la concentration et le volume des

¢jaculats (Joly et Theau, 2000).

L’exposition des males a des températures ¢levées (34 C° pendant 8 h)
déprime [Dactivité sexuelle et perturbe la spermatogénése, en augmentant
sensiblement le pourcentage des spermatozoides morts (Boussit, 1989 ; Kasa et

Thwaites, 1992).

Selon Finzi et al. (2000), Dl’effet de [I’hyperthermie est plus rapide sur

I’apparition des anomalies que sur la chute de la concentration spermatique.

La température favorable pour la reproduction se situe entre 15 et 18°C, avec

une humidité relative maintenue entre 55 et 80% (Lebas, 2009).
4.2.2. Saison

Selon Frolich (1948), le volume des ¢jaculats et leur concentration en
spermatozoides atteignent le maximum en mars, et son minimum est observé en

juillet (Brambell, 1944).

Ces variations s'accompagnent d'une réduction de la taille des testicules de
mars a juillet, de l'ordre de 60 % du poids maximum et d'un accroissement

testiculaire dés aott.

—
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Chapitre I1 Physiologie de 1a Reproduction

Il s'en suit une « stérilité estivale » associée a une augmentation du pH du
sperme, une baisse de la motilit¢é et la concentration des spermatozoides, une
augmentation du pourcentage de spermatozoides anormaux et une baisse de la /ibido

(Hiroe et Tomizuka, 1965).
4.2.3. Eclairage

Selon Boyd (1985) et Theau-Clément, (1994), l1'¢éclairage joue un rdle
important dans la reproduction des lapins, car ils ont observé une augmentation du
poids testiculaire et du pourcentage de spermatozoides vivants aprés un passage de 8
heures a 16 heures d’éclairement et une diminution du méme paramétre si

'opération est inversée.

De plus, les caractéristiques quantitatives et qualitatives des ¢jaculats étaient
significativement plus élevées pour le lot de 16 heures par jour, seul le volume était

plus élevé pour le lot de 8 heures d'éclairement.

De ce fait, une bonne conduite de I'¢levage implique un éclairement de 30 a
40 lux a condition que la lumicre soit répartic de fagon uniforme dans toute la picce

(Lebas et al., 1990).
4.2.4. Humidité (I’hygrométrie)

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

(Finzi et al., 2000).
4.2.5. Alimentation

L’alimentation des lapins affecte les caractéristiques de la semence lorsque le
niveau des apports nutritionnels est insuffisant, la /ibido et la quantité de sperme par
¢jaculat sont touchés par le facteur de I’alimentation sans toucher a la qualit¢ de la

semence (Joly et Theau, 2000).
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Chapitre I1 Physiologie de 1a Reproduction

Les males nourris a volont¢ montrent une augmentation en volume de la
semence, des spermatozoides par ¢jaculat, et une meilleure /ibido. Cependant la
concentration du sperme est comparable a celles des males nourris avec un régime

limité.

Les restrictions alimentaires séveéres peuvent affecter le volume du sperme et
le nombre de spermatozoides par ¢&jaculat. Notant aussi que la composition des
aliments pendant la période d’¢élevage a un effet direct sur les performances de tous

les animaux d’¢levage (Luzi et al., 1996).

Une alimentation basée uniquement sur les fourrages grossiers est
insuffisante pour la couverture des besoins de production chez le lapin

(Lebas et al., 1984 ; Berchiche et Zerrouki, 2000).
4.2.6. Age

L’age des males influence significativement sur la concentration et le nombre
des spermatozoides motiles obtenus par ¢jaculat. En effet les males adultes de 9 a 12
mois ont une semence de concentration et un nombre de spermatozoides motiles

plus élevé que celle des males jeunes de 4 a 5 mois (Theau et al., 2009).
4.2.7. Etat sanitaire

I a ¢ét¢ largement vérifi¢ que l'inflammation de I'appareil reproducteur
masculin altére les fonctions testiculaires et séminales (Boiti, 2005), et qu’une forte
concentration de leucocytes provoquée par une inflammation ou une infection peut

altérer la spermatogenese (Castellini, 2008).
4.2.8. Huiles essentielles

Des études récentes ont montrés que d’autres facteurs peuvent influencer positivement ou
négativement sur la fertilit¢ des lapins males comme : facteurs génétiques, facteurs

environnementaux et I’administration des huiles essentielles.

En effet, Kammerer et al., (2012) ont mise en évidence que les huiles essentielles
administrées sont capables de modifier le processus physiologique de la reproduction soit en

I’améliorant ou en la perturbant et cela selon la plante et la dose utilisée.

—
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Chapitre I1I Matériels et Méthodes

Cette ¢tude fait partie des activités de recherche de Dr Lakabi et s’inscrit dans le cadre
de I’¢tude histo-fonctionnelle du développement gonadique et de la maturité sexuelle des
lapins de la population blanche. L’objectif de ce présent travail est de voir I’impact de 1’huile
essentielle d 'Eucalyptus globulus sur la structure des testicules des lapins males infantiles (un
mois) a deux doses différentes, a travers une étude histologique de leurs structures et la

relation des poids vifs avec les poids des gonades.
1. Matériel biologique

La réalisation de cette étude nécessite 1’utilisation de matériel animal (lapins

infantiles) et de matériel végétal (huile essentielle d’ Eucalyptus globulus).
1.1. Modéle animal

Le lapin (Oryctolagus cuniculus) (Figure 17) est un modele essentiel en recherche
scientifique car il offre beaucoup d’avantage dans le domaine de la reproduction et permet la
mise en ¢vidence de quelques processus reproducteurs comme les changements
morphologiques de cycle épithéliale séminifére (Ewuola et Equinike, 2010). Cette souche est
caractérisée par une prolificité importante (9 lapereaux par mi-bas), un poids adulte
sensiblement plus élevé et une meilleure aptitude a la croissance que la population locale

(Lebas et al., 2010).

Selon Grasse (1949) ; Lebas et al. (1984), la position taxonomique du lapin

(Oryctolagus cuniculus) est :
Reégne : Animal ;
Embranchement : Vertébrés ;
Classe : Mammiféres ;
Super Ordre : Glires ;
Ordre : Lagomorphes ;
Famille : Léporides (lievre et lapin) ;
Sous-famille : Leporinae ;
Genre : Oryctolagus ;

Espece : Oryctolagus cuniculus.

—
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Figure 17: Lapin infantile 4gé en moyen d’un mois (Original, 2021).

1.2. Matériels végétal

L’Eucalyptus commun ou Gommier bleu (Eucalyptus globulus) est un arbre
sempervirent de la famille des Myrtaceae originaire d'Australie. Il est largement cultivé et
peut croitre jusqu'a 92 m de hauteur. Selon Labill (1800) ; la systématique d’Eucalyptus

globulus est la suivante :
Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus

—
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Chapitre I1I Matériels et Méthodes

1.2.1. Huiles essentielles d’Eucalyptus globulus

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles au fait
de leur masse moléculaire relativement faible, ce qui leur confére la propriété olfactive qui les
différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants
organiques et les huiles végétales, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans
I’eau. Elles présentent une densité en générale inférieure a celle de I’eau avec un indice de
réfraction élevé (El Kalamouni, 2010 ; Bonnafous, 2013). L’huile essentielle obtenue a partir
d’une maticre premiere végétale botaniquement est obtenue, soit par entrainement a la vapeur

d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié¢ sans chauffage

Selon Couic-Marinier et Lobstein (2013), la composition chimique d'une huile

essentielle peut varier considérablement :
* Dans une méme plante selon I’organe distill¢ (feuille, fleur, fruit, bois) ;
* Pour une méme plante dans la méme année selon la saison ;

* Pour une méme espece selon les conditions de culture (ensoleillement,

humidité, Longueur du jour, fertilité du sol) ;

* Pour une méme espéce selon les races chimiques ou chémotypes (I'exemple

classique est le thym avec 7 races chimiques).
Autres propriétés :
* Elles sont inflammables et ne contiennent aucun corps gras ;

* Elles ont un fort pouvoir de pénétration : en les appliquant sur la peau, il

suffit de quelques heures pour en retrouver des traces dans les urines ;

* Elles sont altérables et sensibles a 1’oxydation ; par conséquent, leur
conservation nécessite de 1’obscurité et de I’humidité ; de ce fait 1’utilisation

de flacons en verre opaque est conseillée.
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1.3. Autres Matériels

Notre expérimentation a nécessité 1’utilisation d’autres matériels tel que les gants,
bavettes, papier filtres, portoirs, micropipettes (10-100ul; 100-1000pul), ciseaux, balance de
précision, pince, spatule, poire, pissettes, eppendorfs, cassettes d’inclusion, cryotubes, moules

a paraffine, lames et lamelles, Centrifugeuse, étuve, microtome, microscope optique ...
2. Expérimentation

La présente étude est portée sur 14 lapins males de la population locale agés d’un
mois, L’expérimentation s’est déroulée dans la station d’¢élevage privée cunicole de DJEBLA
située dans la commune de DJEBLA, Daira de OUAGUENOUN, a 18 km au nord de la ville

de Tizi-Ouzou. Durant la période allant du mois d’Avril & Juillet.

L’administration de I’huile et les sacrifices sont effectués au niveau de 1’¢levage
cunicole, tandis que I’étude histologique est effectuée au niveau du laboratoire de recherche
de protection, sauvegarde des espéces menacés et des récoltes, influence des variations

climatiques (PSEMRVC) a I’'universit¢ Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.
2.1. Protocole expérimentale

Des lapins males agés d’un mois sont pris au hasard, placés dans des cages
spécialement aménagées pour I’élevage cunicole , Ils sont tous exposés aux mémes conditions
de température, de lumiere et d’humidité qui sont celles de I’environnement ambiant et
répartis en 3 lots :un lot : témoin est constitu¢ de 7 lapins. 2 lots traité par I’huile essentielle
Eucalyptus globulus dose 1 (5 lapins) et dose 2 (4 lapins) a doses respectives de 200 ul/kg et
400ul/kg.

2.2. Pesée et administration de I’huile essentielle

Les lapins des différents lots ont ét¢ pesés afin de déterminer la quantité¢ de I’huile
essentielle a administrer pour chaque animal et chaque dose, le volume de I’huile essentielle
pipeté est mélangé avec 0.5 ml d’eau et administré par voie orale aux lapins le matin en une

dose unique (Figure 18).

—
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Figure 18 : Pesée des lapins et administration des deux huiles essentielles aux doses (200
et 400pl/Kg) (Original, 2021).

2.3. Sacrifices des animaux et prélévement des organes génitaux

Une semaine apres 1’administration de 1’huile essentielle, les lapins ont été pesés puis
sacrifiés par saignement (Figure 19) le matin entre 9h : 00 et 12h : 00 au niveau de 1’¢levage
cunicole. Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes secs et centrifugé pour des

dosages hormonaux ultérieurs puis congelé a -20°C.

Figure 19 : sacrifices des lapins (Original, 2021)
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Les animaux sont disséqués (Figure 20), leurs testicules sont prélevés puis
dégraissés et pesés grace a une balance de précision de0,01g (Figure 21). Les testicules
droits sont mis dans des cassettes étiquetés puis fixé au Bouin Hollande pour une étude
histologique, alors que les testicules gauches sont placés dans des Eppendorfs et congelés a -

20°C, jusqu’a leur utilisation ultérieure.

Figure 20 : Dissection d’un lapin male et prélévement de I’appareil génital
(Original, 2021).

Testicule

Figure 21 : Séparation et pesage du testicule (Original, 2021).
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3. Etude histologique

L’¢étude histologique se déroule en une série d’étapes successives obligatoires qui vont
aboutir a 1’obtention de coupes fines prétes a recevoir la coloration histologique d’intérét Le
protocole expérimental est résumé dans les étapes suivantes : fixation des échantillons,
déshydratation et éclaircissement, imprégnation, inclusion, confection des coupes et collage,
déparaffinage et réhydratation, coloration topographique et déshydratation, observation des

lames.

3.1. Fixation des échantillons

La fixation est un traitement chimique ou physique effectué¢ sur des cellules vivantes
permettant de pratiquer ultérieurement certaines manipulations avec un minimum de
dommages pour les structures cellulaires. Elle permet notamment de les conserver dans un
¢tat aussi proche que possible de I’état vivant et d’éviter les raccourcissements et les
distorsions possibles, mais aussi de protéger les cellules de 1’attaque bactériennes ou encore

de celle des enzymes.

Le fixateur utilis€¢ est le Bouin Hollande sublimé (mélange de formol et d’acide
picrique) appartenant a la famille des fixateurs coagulants a base de métaux lourds. Les
organes sont placés dans des cassettes d’inclusion puis déposés dans des piluliers contenant
un volume de « Bouin Hollande » trois fois supérieur a celui de I’organe, afin de I’immerger
totalement. Les organes sont maintenus ainsi pendant 7 jours dans le fixateur a température

ambiante.

3.2. Déshydratation et éclaircissement

La déshydratation est la suppression de toute I’eau contenue dans I’organe, ce qui va

permettre I’inclusion de I’échantillon dans la paraffine.

La technique de déshydratation se fait en passant progressivement I’organe dans des
bains d’alcool éthylique a degrés croissants (50°, 70°, 96°, 100°) pendant 40 minutes chacun,
ceci permet d’éviter la désorganisation des structures (Figure 22). L’éclaircissement est un
bain de xyléne pour compléter la déshydratation et préparer I’imprégnation de I’organe a la

paraffine, car I’éthanol n’est pas miscible a la paraffine.
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Bain de Bains
xyléne d’alcool a
degrés
croissants

Figure 22 : Série de bains d’alcool éthylique et bain de xyléne (Original, 2021)

3.3. Imprégnation

Elle se fait a chaud dans 2 bains successifs de 40 min chacun a la température de
fusion de la paraffine (56 a 58°C). Le premier bain est formé d’un mélange de toluéne et de
paraffine, Les 2 derniers bains comprend de la paraffine pure. Un séjour prolongé des piéces
dans le dernier bain ne présente aucun inconvénient a condition que la température ne dépasse

pas 60°C.
3.4. Inclusion

L’inclusion a pour but de réaliser des coupes fines et régulieres. Cette opération
consiste a enrober I’organe déshydraté dans de la paraffine fondue a 60°C, Les organes sont
placés dans des moules qui recevront la paraffine. Les cassettes identifiant chaque échantillon,
sont placées a la surface des moules .De la paraffine est coulée dans les moules jusqu’a
immersion totale de 1’échantillon. Le dispositif est déposé sur une plaque refroidissante de

I’appareil (-10 a -15°C) jusqu’a solidification du bloc (Figure 23).

Figure 23 : Organes placés dans des moules des paraffine et blocs de paraffines apres
inclusion (Original, 2021).
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3.5. Confection des coupes et étalement

Nous avons réalisé des coupes fines de 2 a Sum d’épaisseur sur les blocs d’organes, en
utilisant un microtome a paraffine de type Leica (Figure 24) au niveau du laboratoire
d’ Anatomopathologie du CHU de Tizi-Ouzou. Les coupes sont déposées sur de 1’eau chaude
(40°C) et récupérées sur des lames porte-objet propres qui seront incubées pendant une heure

a 30°C dans une étuve.

Figure 24 : Photographie d’un microtome a gauche et du bain Marie a droite.
(Lakabi, 2017).

3.6. Déparaffinage et hydratation

Avant de procéder a la coloration des lames nous devons les déparaffiner et les placer

dans un milieu aqueux, car les colorants les plus utilisés en histologie sont aqueux.

Le déparaffinage est une opération qui permet de retirer la paraffine qui imprégne la
coupe grace a deux bains de xyléne suivi d’une réhydratation dans des bains d’alcool

¢thylique a degrés décroissants (100°, 96°, 70°, 50°) (Figure 25).

Bains

d’alcool a
Bain de degrés
xyléne décroissants

Figure 25 : Déparaffinage et hydratation (Original, 2021).




Chapitre I1I Matériels et Méthodes

3.7. Coloration topographique

La coloration topographique choisie est le Trichrome de Masson (voir Annexe)
(Figure 26) qui posséde plusieurs avantages tels que la résistance au lavage, la rapidité

d’exécution et les teintes obtenues de maniére quasi-automatique.

Les colorants utilisés permettent de reconnaitre les différents tissus, le cytoplasme, le
noyau et les principales inclusions cytoplasmiques. Les noyaux sont colorés en noir, les
cytoplasmes acidophiles et les nucléoles en rose, les sécrétions sont soit rouges soit vertes, les

muscles sont rouges et les fibres collagénes vertes.

Figure 26 : Coloration topographique (Original, 2021)

A : Hématoxyline (5min), B : Eau de robinet, C : Fuchsine penceau (15s), D : Eau acétifice, E : Acide
phosphomolibdique (3 & Smin), F : Eau acétifiée, G : Vert lumiére (passage), H : Eau acétifiée.

3.8. Observation des lames

Les lames obtenues par la technique histologique sont observées au microscope
photonique dans le but de rechercher toute modification histologique des structures étudiées

apres le traitement approprié.

Des photographies sont prises grace a un appareil photos numérique, de ce fait le

grossissement de 1’observation change et est calculée de la maniere suivante :

G= Vobj xVz x Agrandissement de I’appareil

G : Grossissement ; Vobj : Grossissement de 1’objectif’; Vz : Facteur de zoom d’optovar = 2.5.
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4. Etude statistique
Les variables poids vif, poids et volumes des épididymes obtenus dans cette étude sont soumis

a une analyse de variance « ANOVA ». Le traitement statistique des données et les

présentations graphiques des résultats ont été réalisés sous Microsoft Office Excel 2007.

La moyenne arithmétique des valeurs individuelles est calculée pour chaque

parametre, elle est suivie par la valeur de I’erreur standard a la moyenne «kESM ».

La validité statistique des différences entre les moyennes est évaluée d’apres le test
d’ANOVA est réalisés a I’aide d’un logicielle informatique « Origin Lab » 2007 et la valeur
des probabilités « p » :

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

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

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

Si P>0.05 : La différence est non significative = ns.

—
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Chapitre IV Résultats et Discussion

Ce travail porte sur les effets d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a deux doses
différentes sur la fertilit¢ des lapins males de la population locale en déterminant les poids
corporels, les poids relatifs testiculaires des lapins agés de 1 mois, ainsi qu’une étude

histologique des structures testiculaires.
1. Résultats

Les résultats porteront sur les paramétres macroscopiques (le poids corporel, le poids

des gonades) et les paramétres microscopiques (étude histologique).

1.1. Résultat de I’étude macroscopique

L’¢étude macroscopique porte sur le poids corporel ainsi que les poids testiculaire et le
poids relatif a 100 g de poids corporel des lapins infantiles traités par 1’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus a deux doses différentes (D1 : 200ul/kg ; D2 : 400ul/kg).
1.1.1. Poids corporel

Le poids corporel, en kilogramme (kg), est exprimé par la valeur moyenne + 1’erreur

standard liée a la moyenne (ESM).

Le poids corporel des lapins infantiles avant et aprés administration de [’huile

essentielle d 'Eucalyptus globulus a deux doses est représenté dans la Figure 27.
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Figure 27 : Représentation graphique du poids corporels des lapins infantiles de la

population locale traités par I’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus a deux doses.

T : Témoin ; D1 :200ul/kg ; D2 : 400ul/kg ; JO : Avant traitement ; J7 : Apres traitement,
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Une évolution du poids corporel entre JO et j7 est observé chez les différents lots avec
un écart important chez les animaux traité par 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a la
dose deux avec un écart de 0,358 Kg suivit par ceux trait¢ par la dose 1 avec un écart de

0,134Kg tant dis que chez les témoins est le plus faible avec un écart de 0,081Kg.

Le poids corporel moyen des lapins du lot témoin est de 0,942+0,084kg, de
0,995+0,074Kg pour le lot de la dose 1 de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est de
1,243+ 0,139 Kg pour le lot de la dose 2 de la méme huile aprés le traitement a révélé que la

dose 2 (D2) a induit la valeur la plus élevé de 400ul/kg suivit de lapins traité par la dose 1.
1.1.2. Poids des testicules droits et gauches

Poids de testicule en gramme est exprimé par la valeur moyenne + I’erreur standard 1i¢

a la moyenne (ESM).

Le poids des testicules gauches et droits des lapins de 1 mois en fonction de la dose de

I’huile essentielle de «Eucalyptus globulus» administrée est représenté dans la Figure 28.
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Figure 28 : Représentation graphique montrant I'évolution du poids testiculaire (
gauche et droits) des lapins de 1 mois traité par 1'huile essentielle d’ Eucalyptus

globulus
T : Témoin ; D1 : 200ul/ kg ; D2 :400/kg ; TG : testicule gauche ; TD : testicule droit

La valeur des poids testiculaires gauches est un peu plus importante que celles des
testicules droits, et cela dans tous les lots. Néanmoins I’écart entre eux est plus important chez

le lot traité par la dose 2 avec I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus qui est de 0,05.
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1.1.3.Poids total des testicules

Les poids testiculaire totaux des lapins de 1 mois d’age en fonction de la dose de

I’huile essentielle de «Eucalyptus globulus» administré sont représentés dans la Figure 29.

Poids testiculaire total (g)
o
=
(0]

T D1 D2
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Figure 29 : Représentation graphique du poids total des testicules des lapins agés de 1

mois apres ’administration de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
T : Témoin ; DI : 200ul/kg ; D2 : 400ul/kg

Les valeurs moyennes du poids total des testicules présentant une augmentation
progressive ou les valeurs passent de 0,176+0.015 g au lot témoin(T) a 0,214+0.026 g au lot
dose 1(D1) jusqu’a 0,26+ 0.085 g du lot de deuxiéme dose (D2).

Neéanmoins les valeurs moyennes du poids des testicules gauches sont plus €levées que

celle des testicules droits chez les lapins traités.

L’¢évolution du poids total des testicules des lapins de 1 mois apres 1’administration de

I’huile essentielle de I’ Eucalyptus globulus.

1.1.4. Poids testiculaires relatifs a 100g du poids corporel
Les valeurs moyennes des poids relatifs a 100 g de poids corporel des testicules des
lapins infantiles 4gés en moyen de 1mois traités a ’huile essentielle de 1’ Eucalyptus globulus

est présentée dans la Figure 30.
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Figure 30: Représentation graphique des poids relatifs des testicules des lapins de 1 mois

d’ages en fonction de la dose d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
T : Témoin ; D1 : 200ul/kg ; D2 :400p/kg

La valeur moyenne des poids relatifs a 100 g du poids corporel des testicules
augmente progressivement en fonction de la dose de 1’huile essentielle «Eucalyptus globulusy

administrée.

En effets les valeurs passent de 0.0171+£0.00192g au lot témoin (T) a 0.0193+0.006g
au lot de la premicre dose (D1) puis atteint 0.0196+0.018g au lot de deuxiéme dose(D2).

1.2. Résultats de I’étude microscopique du testicule

L’étude microscopique porte sur les changements des structures histologiques du
testicule sous I’effet de 1’administration de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a deux

doses différentes tout en les comparants avec les structures histologiques du lot témoin.

Les observations au microscope optique ont été réalisées en deux différents
grossissements ; le premier consiste au faible grossissement qui permet I'observation globale
des structures, tandis que le fort grossissement (x400) sert a une observation plus détaillée de

ces structures histologiques.
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A la naissance, 1’animal dispose d’un faible stock de cellules souches appelées
spermatogonies, qui vont subir la spermatogenése a partir de la puberté et assurer ainsi la
formation des gameétes males ou spermatozoides tout au long de la vie du male. Le cycle
spermatogénique représente 1’ensemble des divisions et des différentiations cellulaires

aboutissant a la formation des spermatozoides (Boussit, 1989).

1.2.1. Structure histologique des testicules des lapins témoins

Le testicule des lapins témoins est formé de tubes séminiféres dépourvus de lumiére,
bordés par un épithélium séminifére constitu¢ d’une part ; des cellules germinales,
spermatogonies, qui sont des cellules peu volumineuses, avec des noyaux arrondis et une
chromatine condensée et trés colorée ces cellules sont distribuées sur les centres et/ou les

périphéries de toute la section du tube séminifere (Figure 31).

D’autre part, cet épithélium est constitu¢ par les cellules somatiques, cellules de
Sertoli, qui sont des grandes cellules reposant sur la lame basale, avec un noyau a encoches de

forme irréguliere conique pyramidale ou triangulaire (Figure 31).

e i h" TRTE 2 & .
Figure 31 : Histologiqie du testecule des lapins du lot témoins
(Original, 2021)

CS : Cellule de Sertoli ; Sg : Spermatogonie
1.2.2.Structure histologique des testicules des lapins traités par la dose 1

Dans de nombreux tubes séminiferes, des spermatocytes sont observés chez les lapins
traité¢ par ’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a la dose 1 (200ul/kg) par rapport au lot
témoin, tandis que les autres cellules germinales ainsi que les lumiéres des tubes séminifére

sont toujours absents (Figure 32).




Chapitre IV Résultats et Discussion

Figure 32 : Structure histologique du testicule des lapins traité
par la dose 1 de I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus
(Original, 2021).

CS : Cellule de Sertoli ; Sg : Spermatogonie ; CL : Cellule de Leydig ;
Sc : Spermatocyte |

1.2.3. Structure histologique des testicules des lapins traités par la dose 2

Chez les lapins du lot traité par 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a la dose 2
(400ul/kg), il y’a apparition de plusieurs spermatocytes dans les différents tubes séminifere,
par rapport au lot traité¢ par la dose 1 par cette huile. Les autres cellules de la lignée germinale

ainsi que la lumiere des tubes séminifére sont totalement absents (Figure 33).

Figure 33 : Structure Histologique du testicule des lapins traité par la
dose 2 de I'huile essentielle d'Eucalyptus Globulus (Original, 2021).

CS : Cellule de Sertoli ; Sg : Spermatogonie ; CL : Cellule de Leydig ;
Sc : Spermatocyte
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2. Discussion des résultats

Les résultats obtenus dans cette ¢tude montrent que 1’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus a induit des modifications des paramétres macroscopiques (poids corporel, poids
testiculaire et poids relatif), ainsi que des variations structurales des testicules des lapins

infantiles Paramétres macroscopiques
2.1. Parameétres macroscopiques

Les variables macroscopiques tels que le poids corporels, testiculaire et relatif ont été
considérés comme des marqueurs de la maturité sexuelle chez divers mammiferes (Schinckel

etal., 1983 ; Salhab et al., 2001 ; Mandal et al., 2004).

Selon Piles et al. (2003), la croissance pondérale d’un animal est un caractére
extrémement variable en fonction des facteurs génétiques, alimentaires et/ou
environnementaux. Apres la naissance la régulation de la croissance pondérale chez le lapin
n’atteint la pleine efficacité qu’au bout de 100 jours (Vézinhet, 1968). La croissance
pondérale d’un animal résulte d’un développement en poids de chacun des éléments

constitutifs de son corps (Micol et al., 1993).

L’¢étude des parametres macroscopiques (poids corporel, poids testiculaire et poids
relatif @ 100g de poids corporel) montrent des valeurs plus importantes chez les lapins traités
par I’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus par rapport a celles des témoins. L.’augmentation
de ces parameétres macroscopiques est en corrélation positif avec la dose de I’huile essentielle

administrée.

De ce fait, on constate que 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a un effet positif
sur le poids corporel, le poids testiculaire et le poids testiculaire relatif a 100g de poids

corporel.

Nos résultats corroborent avec ceux obtenu par Fellag et Fethoun (2018) qui ont
constatés une augmentation des poids corporels, testiculaires et épididymaire qui est dose

dépendante suite a un traitement par I’huile essentielle de la Menthe poivrée.

Les effets des huiles essentielles Sauge officinale et Romarin a verbenone sur les
parametres macroscopiques (poids vifs, poids total et volume) sont plus élevé chez les lapins

traités par rapport aux témoins (Nessah et Zaatri, 2018).
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De méme, les résultats sur 1’augmentation du poids corporels sont similaires a ceux
d’études antérieures sur la supplémentation des régimes de poulets de chair avec des huiles
essentielles d’origan, romarin, sauge et de lavande (Algick et al, 2003 ; Algick et al., 2004 ;
Botsoglou et al., 2004 ; Bozkurt et al., 2009 ; Bozkurt et al., 2012).

Cependant, Kumar et al. (2014) n'a observé aucun changement significatif au niveau
du systéme reproducteur chez les rats males albinos apres l'utilisation de 1’extrait de benzeéne
de fleurs d’hibiscus rosa sinensis a court terme, mais l'utilisation a long terme a causé des
dommages irréversibles a ce systéme, tels qu'une diminution significative du poids des
vésicules séminales, épididyme, testicule et prostate avec changements histopathologies

significatifs dans ces tissus.

2.1. Parameétres microscopiques

Les variables microscopiques comme I’apparition des cellules de la ligné germinal
plus développées dans les tubes séminiféres ainsi que 1’apparition de la lumiéres de ces tubes
sont utilisées comme indicateurs de la maturit¢ sexuelle. Ces parametres concordent
modérément avec les variables macroscopiques en donnant une information supplémentaire
quant a la maturité fonctionnelle des testicules (Schinckel et al, 1983 ; Chemes, 2001 ;

Sahlab et al., 2001 ; Lunstra et Cundift, 2003 ; Mandal et al., 2004).

L’¢étude des parameétres microscopiques des testicules des lapins infantiles traités par
I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a montré des variations structurelles avec
I’apparition des premiére spermatocytes dans de nombreux tubes séminifeére dont le nombre
est un plus ¢élevé chez le lot traité par cette huile a la dose deux, alors qu’ils sont totalement

absents chez les lapins du lot t¢émoins.

De ce fait, I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus fait partit des huiles essentielles

stimulatrices de la spermatogénese comme il a ét¢ démontré par Merabti et Sellah (2020).

Les résultats obtenus corroborent avec ceux obtenus par Yayaoui (2018) qui a constaté
que I’huile essentielle de la Menthe poivrée a engendré le déclanchement de la

spermatogenese chez le lapin male de la souche synthétique.
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Les résultats obtenus par Mohammad et al. (2009), sur I’effet des grains de nigelle sur
la spermatogenese et la fertilit¢ des rats males albinos auxquels I’extrait aqueux de nigella
sativa a 300mg/kg a été¢ administré par voie orale, a entrainé 1’augmentation significative de la
hauteur des cellules épithéliales et de la fonction sécrétoire au niveau de la téte et la queue de

I’épididyme chez les groupes traités par rapport aux groupes témoins.

Akdogan et al. (2004) rapportent lors de leur étude sur I’effet de la Mentha Piperita

sur la reproduction du rat male, que le diamétre des tubes séminiféres augmente.

A T’inverse les résultats obtenus par Bashandy (2007) démontrent qu’il y’a une
diminution significative du poids du testicule apres 2 mois de traitement par I’huile essentielle

de Nigella sativa par rapport aux rats témoins.

Selon The Jashwini et al. (2012), une réduction significative du nombre de
spermatozoides, du poids des organes reproducteurs et du niveau de testostérone sériqueet
une réduction du diametre des tubes séminiféres et du diamétre des cellules de Leydig chez
des souris Swiss albinos traités par 1'extrait éthanoique de gousses de Cyamposis psoralioides

(gomme guar) aux doses de 200 et 400 (mg/kg).

—
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Conclusion

Au terme de notre étude sur les effets de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sur
le développement testiculaire chez les lapins infantiles de la population locale a deux doses
différentes (200 pl/kg, et 400 pl/kg), il en ressort que cette huile a engendrée des
modifications sur les paramétres macroscopiques et microscopiques, a savoir le poids

corporel, le poids testiculaires ainsi que la structure histologique des testicules

Les résultats obtenus ont permis de constater que 1’huile essentielle utilisée a induit
une valeur plus élevé des différents paramétres étudier (poids corporel et poids testiculaire)
chez les lapins traités par rapport aux témoins d’une part. D’autre part cette augmentation est
dose dépendante de facon proportionnelle avec 1’augmentation de la dose de I1’huile

essentielle d’Eucalyptus globulus administrée.

Sur le plan histologique, I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a induit aux niveaux
testiculaires 1’apparition des premiers spermatocytes 1 dans les tubes séminiféres chez les
lapins traités par cette huile a la dose 1 (200 ul/kg) qui deviennent plus abondant chez ceux

traités par la dose 2 (400 pl/kg)

De ce fait, il semblerait que I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus utilisée a un effet
positif sur le développement des testicules, la spermatogenese et la fertilit¢ des lapins

infantiles de la population locale.
Il serait donc intéressant de compléter cette étude en élargissant le spectre d’étude par :

-L’¢étude de I’impact de ces huiles sur la qualité de la semence ;
-L’étude les variations hormonales pour appuyer les résultats obtenus ;

-Utilisation des effectifs plus grands et réalisation de cette étude dans un temps plus

large et des doses plus élevées ;
-Renforcer cette étude par une étude Histomorphométrique ;

-Suivre cette expérimentation sur 1’évaluation des cellules germinales sur la

quantité nucléaire et les mouvements des spermatozoides ;
- Etudier I’effet de cette huile essentielle sur I’appareil reproducteur féminin ;

- Des essais cliniques chez I’homme afin de trouver une place possible dans les

thérapies des troubles de la fertilité.

—
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Annexe 1 : Fiche technique d’histologie

Fiche technique N° 1 :

Bouin hollande : fixateur (GABE, 1968)
Broyer a froid dans un mortier :
Acétate de cuivre ............oeenns 25¢g
Eau distillée...............cooeoinan. 100 ml

Agiter puis ajouter peu a peu :

Acide picrique........oevviiiiiiannnnn.. 4¢g

Le liquide se conserve indéfiniment.

Filtrer aprés compléte dissolution et ajouter :
Formaldhéhyde 36- 40% (en solution saturée)............. 10ml

Acide acétique cristalisable....................ooo Iml

Fiche technique N° 2 :
Eau gélatinée de Masson (MARTOJA et MARTOJA, 1967).
Gélatineenpoudre ..........oooviiiiiiiiiii 0,1a0,5g
Eaudistillée...........ooooiiii 100 ml

Verser la poudre dans 1’eau distillée et laisser gonfler pendant un moment puis tiédir sur une
platine chauffante.

Conservation limitée.

Fiche technique N° 3 :
Trichrome de Masson (MARTOJA et MARTOJA, 1967)
Mode opératoire :

Les coupes déparaffinées hydratées passent successivement dans :

L’hématoxyline de Groat......................... 3 minutes.
Lavage a ’eaucourante ......................... 5 minutes.
M¢élange fuchsine ponceau ..................... 5 minutes.
Eauacétifice a 1% ..., Ringage.
Orange G ...ovvviiii e 5 minutes.
Eau acétifice a 1% .........oooviiiiiiiiinn.. Ringage.

Vert lumi€re .......oooovveiiiiiiiiii . 5 minutes.



Eau acétifiée a 1% ..., Ringage.

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

Les cytoplasmes en rouge vif ou bleu.

Hématoxyline de Groat (MARTOJA et MARTOIJA, 1967) :
Préparation a froid :

Premiere solution : Acide sulfurique concentré..................ooevvininnnnn.. 0,8 ml
Alunde fer.......oooiiiii e, lg Eau
distillée. . ..o.ovnii 50 ml

Deuxiéme solution :
Hématoxyline............oooiiiiiiii e 0,5g
ALCOOL A 050 . 50 ml

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

Mélange fuchsine acide ponceau (MARTOJA et MARTOIJA, 1967) :
Préparation a froid :

Fuchsine acide...........coooeiiiiiiiii 0,1g
Ponceau.......coooiii 0,2g Eau
distillée. ......oooiii 300 ml

Apres dissolution ajouter :
ACIAe aCEHIQUE. ...ttt 0,6 m

Conservation illimitée

Orange G (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

Acide phosphomolybdique ou phosphotungstique..................... 3a5g Eau
AiStIIER. ...t 100 ml Orange
G 2g

Conservation illimitée



Vert lumiére (MARTOJA et MARTOIJA, 1967) :

Vert TUMICTE. ..ot lg
Eau distillée........cooiiiii e 100 ml
ACIAE aCEHIQUE. .. uveet et 0,2 ml

Conservation illimitée



Résumé

Ce travail a pour but d’étudier les effets de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a
deux doses différentes sur les paramétres macroscopiques (poids corporel et poids testiculaire)
et sur les paramétres microscopiques (structure histologique des testicules) des lapins males
infantiles appartenant a la population locale. Cette étude est menée sur 14 lapins répartis en 3
lots dont 1 lot témoin et 2 lots traités respectivement par cette huile essentielle a 200 et 400
ul/Kg. Ces animaux ont ét€ pesés puis traités par 1’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus par
vois oral en une prise unique. Une semaine apres I’administration de I’huile, les lapins ont été
sacrifiés et les testicules sont prélevés, pesés et fixés pour effectuer 1’étude histologique. Les
résultats obtenus montrent que les parametres macroscopiques sont plus élevés chez les lapins
traités par I’huile essentielle par rapport aux témoins, dont ceux traités a la dose 2 (400ul/Kg)
présente des valeurs plus importantes que ceux traité a la dose 1 (200ul/Kg). Sur le plan
histologique, cette huile a induit 1’apparition des premiers spermatocytes dans les tubes
séminiferes des lapins traités par rapport aux témoins, dont le nombre augmente relativement
a la dose administrée. De ce fait, il semblerait que I’huile essentielle utilisée aux deux
différentes doses a un effet positif sur la structure des testicules, la spermatogenese et la
fertilité des lapins males infantiles de la population locale.

Mots clés : huile essentielle, Eucalyptus globulus, testicule, lapin male infantile,
reproduction.

Abstract

This work aims to study the effects of the essential oil of Eucalyptus globulus at two
different doses on the macroscopic parameters (body weight and testicular weight) and on the
microscopic parameters (histological structure of the testes) of infantile male rabbits
belonging to to the local population. This study was carried out on 14 rabbits divided into 3
batches, including 1 control batch and 2 batches treated respectively with this essential oil at
200 and 400 ul / Kg. These animals were weighed and then treated with the essential oil of
Eucalyptus globulus orally in a single dose. One week after the administration of the oil, the
rabbits were sacrificed and the testes were removed, weighed and fixed for histological study.
The results obtained show that the macroscopic parameters are higher in the rabbits treated
with essential oil compared to the controls, of which those treated at dose 2 (400 ul / Kg) have
higher values than those treated at dose 1 ( 200ul / Kg). Histologically, this oil induced the
appearance of the first spermatocytes in the seminiferous tubules of treated rabbits compared
to controls, the number of which increased relative to the dose administered. Therefore, it
appears that the essential oil used at two different doses has a positive effect on the testicular
structure, spermatogenesis and fertility of infant male rabbits in the local population.

Key words: essential oil, Eucalyptus globulus, testis, infant male rabbit, reproduction.
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