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| ntroduction

En Algérie les productions animales sont de plus en plus diversifiées mais leurs
performance restent toujours insuffisantes pour combler le déficit en protéines animales, le
développement de la cuniculture constitue une alternative intéressante pour diminuer ce
déficit. En effet, le lapin présente plusieurs caractéristiques biologiques intéressantes
concernant sa productivité et sa reproductivité. Et est caractérisé par un cycle biologique tres
court (30 jours de gestation), une prolificité tres élevée 40 a 45 lapereaux par lapine par an
(Lebaset al., 1996).

Le lapin est une espece considérer a la fois comme animal de compagnie et modéle de
recherche. Sur le plan de caractérisation des performances la population locale est moins
fertile et moins puissante par rapport aux lapins des populations étrangéres, pour cela

plusieurs travaux ont été menés dans le but d’améliorer la cuniculture en Algérie.

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

Plusieurs facteurs peuvent influencer positivement ou négativement sur la fertilité des
lapins méles tels que les facteurs génétiques, facteurs environnementaux et des facteurs

alimentaires comme les huiles essentielles

En effet, les huiles essentielles de certaines plantes sont des produits aromatiques riches en
phyto-oestrogéne, susceptible de modifier le processus physiologique de la reproduction soit

on |I’améliorant soit on le perturbant (EI Kalamouni, 2010).

De cefait, le but de notre travail est de mettre en évidence I’influence de |’ huile essentielle

d’ Eucalyptus globulus sur les structures gonadiques (testicules et épididyme).

Notre travail se présente sous forme de quatre chapitres, le premier présentera |’ anatomo-
histologique de I’appareil reproducteur, le deuxiéme portera sur la physiologie de la
reproduction chez le lapin méle. Ensuite nous abordons dans le troisiéme chapitre les
matériels et méthodes utilisées, et |e quatrieme présentera les résultats obtenus ainsi que leurs

discutions. Ce document sera clos par une conclusion ainsi qu’ un ensemble de perspectives.



Chapitrel  Rappesanatomo-histologique del’appareil reproducteur male du lapin

Le systéme reproducteur du lapin est trés similaire a celui des autres mammiféres, sauf pour
la capacité supplémentaire de pouvoir rétracter |e testicule dans I’ abdomen (Sabbagh, 1983).
Ce systeme présente deux fonctions primordiales, la production des spermatozoides et leur
dépdt dans|esvoies génitales femelle d’ une part, et la secrétion des hormones sexuelles d’ autre
part (Alvarino, 1993).

1. Anatomie del’appareil reproducteur male

L’ appareil génital méale est formé par I’ ensemble des organes chargés de I’ éaboration du
sperme et du dépdt de celui-ci dans les voies génitales de la femelle et il comporte 3 grandes
portions qui sont : la portion glandulaire constituée par les testicules, la portion tubulaire
constituée par |’ épididyme, le canal déférent, I’ uretre et la portion copulatrice constituée par le

pénis et les glandes annexes (Figure 1) (Barone, 1976; Barone, 2001).

Poche scrotale {retournée)

Ligament
rétracteur
inférieur

Poche scrotale

Ligament
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supérieur
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Epididyme

Vesicule séminale
Glande vésiculaire
Ampoules déférentes (2)

Vessia
Canal éjaculateur

Pr

Giande de Cowper
Racines du corps
caverneux (2)
Urétre

Glandes prépuciales
Pénis sans gland

Vésicule séminal
{retournée}

Figure 1 :Appareil reproducteur du lapin méle, vue dorsale (Lebas et al., 1996).
1.1. Testicule

1.1.1. Anatomie

Les testicules sont des organes pairs dotés d’ une double structure, compartiment tubulaire

et compartiment interstitiel, ils sont deforme ovoide, aminci aux extrémités avec un pble caudal
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plus pointu, mesurant 3 & 3,5 cm de longueur, 1 21,5 cm de largeur, 1 a 1,3 cm d’ épaisseur et

pesant 1,5 a2 g (Barone, 2001).

lls ont une double fonction: endocrine correspondant a la synthése et la sécrétion
d’hormones principaement la testostérone et exocrine en rapport avec la production de
spermatozoides (Muller et Clos, 1997).

1.1.1.1. Enveloppetesticulaire

Les enveloppes testiculaires protégent et soutiennent cette glande ainsi que ses premiéres
voies d’ excrétion (épididyme et début du conduit déférent) et ses vaisseaux.
On peut distinguer six plans membraneux, dont deux plans superficiels (le scrotum et le dartos),
un plan intermédiaire (Iatunique celluleuse : fascia spermatique externe) et trois plans profonds
(le crémaster, la tunique fibreuse : fascia spermatique interne et la tunique séreuse vaginae)
(Figure 02) (Barone, 2001).

Schéma des Fascia spermatique externe

envelopes du Fascia spermatique
testicule interne

Testicule

Feuiliet
visceral > Ligament scrotal
EW;:‘:‘. Ligament de la queue

29 de I'épididyme

Figure 2 : Schéma des envel oppes testiculaires (Barone, 2001).

1.1.1.2. Vascularisations et innervations

Le systéme testiculaire est vascularise et drainé par un complexe d’ arteres et de veines qui
assurent |’ approvisionnement sanguin. Il s'agit del’ artere testiculaire, les veinestesticulaires et

épididymaires (Figure 03).
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1.1.1.2.1. Vascularisation

Troisartéres concourent alavascularisation : |’ artéretesticulaire, artere différentielle, artére
crémastique. Laveine du testicule est drainée par un ensemble de veinules sous I’ albuginée qui
recoivent alasurface du testicule, celles de latéte épididymaire et forment un réseau complexe:

C' est le plexus pampiniforme.
1.1.1.2.2. Innervation

L’innervation provient du plexus mésentérique caudal et le plexus lombo-sacré (Montane et
Bordelle, 1978). Les terminaisons nerveuses adrénergiques innervent les muscles lisses de la
gaine péritubulaire et contréle la vasomotricité des vaisseaux. Le tractus nerveux
testiculairecontient aussi des fibres afférentes sensitives impliquées dans la réception de la
douleur suite ades traumatismes testiculaires (Thibault et Levasseur, 2001).

Artére et .
wolne Artére

testiculaires 1] | crémastérique

Artére du
canal déférent

Plexus
pampiniforme

Epididyme
Proximal s—

: : / ididyme
J pididy
‘“'-*___ 77 /  distal

Figure 3 : Vascularisation du testicule (Bailleul et Mauroy, 1991).
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1.1.2. Histologie fonctionnel du testicule
1.1.2.1. Structurefonctionneleinternedu testicule

Selon Vacheret (1999) et Siffroi (2001), des cloisons conjonctives partent du corps
d’Highmore pour constituer des septa testis délimitant 200 a 300 lobules intra-testiculaire.
Chaquelobule contient 2 a3 tubes séminiféereslongs débouchant dansleréte-testis par de courts

segments rectilignes appel € les tubes droits (Figure 04) (Vacheret, 1999).

Selon Thibault et Levasseur (2001), le testicule comprend deux compartiments cellulaires
distincts issus de la partie interne de I’ ébauche gonadique:
— Un compartiment germinal compose de cellules germinales et de cellules somatiques appel ées
cellules de Sertali.

— Un compartiment interstitiel composé uniquement de cellules endocrines dites les cellules de

Leydig
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\ ) |
i ) '
{ ,;’,‘ Vaisseaux sanguins et nerfs V '
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/ Tubes séminiféres 0 Celiles e Levde
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: - b0 °
Canaux efférents _ A% 0
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Canal déférent ' BLe— Cellules de Sertoli
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0 [ i | ; v _' s Spermatozoige
iad 7 Tunique albuginée !6,:}5 A
- A8
Corps de [épididyme e iy, |
4~ Tunique vaginale .
Cavité de la tunique albuginée

Queue de Iepididyme S

Figure 4 : Organisation interne du testicule (Senger, 2012)

1.1.2.1.1. Tube séminiféres

Le tube séminifere (I’unité fonctionnelle du testicule) est un tube tres long et flexueux,

constitué d' une lumiére bordée par un épithélium reposant sur une lame basale, formé de
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cellules germinales a des stades de développement variés (spermatogonies, spermatocytes,
spermatides) et de cellules de Sertoli (Figure 05).

Jonctions cytoplasmiques

Spermatides en

Jeunes
différenciation —==——

_— spermatides

Jeunes sp Spermatocytes

Spermatocyte

Cellules interstitielles

Figure 5:Détail d'une portion de tubule séminifere de lapin (Junqueira et Carneiro, 2007).

1.1.2.1.1.1. Cdlulede Sertali

Lescellulesde Sertoli assurent le soutien, la protection et lanutrition des cellules germinales
(Wrobell, 1990), sont des cellules pyramidales allongéesreposant sur la lame basale. Elles
possedent un noyau alongé, polygonal ou triangulaire de 9 a 12um de longueur (Raymond,
1988; Dadoune et al, 1990).

Chague cellule de Sertoli est connectée aux cellules adjacentes par des jonctions serrées
disposées au pble basal qui constituent la composante structurale essentielle de la
barrierehémato-testiculaire et limitent deux compartiments, un compartiment basal et un

compartiment central ou adjacent alalumiére (Figure06).
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Spermatozoides

Jonction serrées

Cytoplasme de la
celiule Oe Sertol

Figure 6 Sructure de la cellule de Sertoli (Russell et Griswold, 1993)
1.1.2.1.1.2. Cdlules ger minales

Lescdlulesdelalignée germinale sont al'origine delaformation des cellules reproductrices
ou gameétes appel é spermatozoides en passant par différentes éapes de la spermatogenése. Elles
sont disposées en couche superposées qui s étendent de lamembrane basale alalumiere.

En effet touslestypes de cellules germinal es se présentent et sorganisent en plusieurs assises
superposé au niveau de I'épithélium séminifére, a savoir; les spermatogonies (Sg); les
spermatocytes de premiére ordre (SPI); les spermatocytes de deuxieme ordre (SPII); les
spermatides et |es spermatozoides (Vacheret, 1999 ; Siffroi, 2001).

1.1.2.1.1.3. Spermatogonies

Les spermatogonies du lapin, comme celles de tous les mammiféeres sont petites arrondies

ou ovalaires, de 10 & 15 pm de diamétre, adhérées a une membrane basale.

Selon Vacheret (1999) et Siffroi (2001), les spermatogonies sont des petites cellules
arrondies ou ovaaires, de 10 & 15um de diametre, adhérées & une membrane basae. On
distingue trois sortes de spermatogonies selon |'aspect de leurs noyaux:

— Les spermatogonies a chromatine fine et sombre (Ad), qui sont les cellules souches de réserve

anoyau arrondi et dense (dark).
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— Les spermatogonies a chromatine claire (Ap) (poussiéreuses ou pales) qui sont des cellules

de renouve lement.

— Les spermatogonies B (cellules filles des spermatogonies Ap) a noyau ovalaire clair a
chromatine mottée et au nucléole bien visible.

1.1.2.1.1.4. Spermatocytes

Selon Marthin et al. (2001), deux types de spermatocytes sont produits au cours de |’ activité
spermatique qui est les spermatocytes | et le spermatocyte 1.
Les spermatocytes | situer dans le compartiment basal du tube séminifere sont diploides,
reconnaissables par leur cytoplasme abondant et leur noyau volumineux contenant une
chromatine disposée en amas grossiers ou en fins filaments et (Baunne, 2009).

Les spermatocytes | se transforme par division méiotique en spermatocyte |1 haploide qui
sont des cellules rondes plus petites et d'existence fugace (moins de 24 heures) qui terminent
rapidement la deuxiéme division de la méiose et engendre des cellules a n chromosomes, les
spermatides (Whester et al., 2001).

1.1.2.1.1.5. Spermatides

Les spermatides nombreux et localiser a proximité de la lumiere des tubes séminiféres
(Junqueira et Carneiro, 2007), sont des cellules haploide de petites tailles, ovoide a noyau rond
et claire (Dadoune et al., 1990).Chaque spermatide subit une maturation et donne un
spermatozoide par un processus appel € spermiogénese (V acheret,1999; Siffroi,2001).

1.1.2.1.1.6. Sper matozoides

Les spermatozoides se sont de tres petites cellules alongés de 55 a 57um de diamétre chez
lelapin (Barone, 2001), disposés en bouquet al’ apex des cellules de Sertoli, doté d'une motilité
flagellaire et d'une forme filiforme constitués de trois parties distinctes, la téte, col et la queue
(flagelle) (Figure 07).
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Figure 7 : Schéma de spermatozoide des mammiferes (Le Moigne et Foucrier, 2009).

Chez le lapin la téte du spermatozoide est piriforme, ovoide et rétrécie caudalement,
possedant un noyau coiffée par I'acrosome qui mesure environ 6,5um de longueur sur 4um de
largeur (Robert et Vincent, 1995).

Le col ou piéce d’ union est une partie cytoplasmique rétrécie et tres courte de 2 a3um, elle
représente le segment initial qui unit latéte ala queue (Figure 07).

La queue ou flagelle forme la quasi-totalité de la cellule, elle présente trois parties
successives: une piece intermédiaire de 7 a 8um de diamétre qui se caractérise par la présence
d’une gaine mitochondrial et fait directement suite au col ; une piéce principale de 45um de
diameétre constituée de neuf faisceaux de fibres denses, ainsi que d’ une gaine protéique fibreuse
périphérigue ; une pieceterminalede 1 a2um dediamétre qui comportelefilament axial (Figure
07) (Barone, 2001).

1.1.2.1.2. Tissu inter stitiel

Letissuinterstitiel est un tissu conjonctif ache, riche en vai sseaux sanguins et lymphatiques
et en terminaisons nerveuses, dans lequel sont répartie des cellules interstitiellesen amas,
appelées cellulesde Leydig ainsi que diverses cellules libres de type fibrobl astes, macrophages
ou encore lymphocytes (Wrobel, 1990).
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La quantité du tissu interstitiel varie selon I’ espece elle représente environ 10% du tissu
testiculaire chez le chien et le cobaye et 25% a 50% chez |"homme et 40% chez le verrat
(Dadoune et Demaulin, 2001).

1.2.3.1. Cellulesde Leydig

Cedlules polyédriques de 15 a 20um de diametre situé dans I’espace entre les tubes
séminiféres isolées ou groupées en amas autour des capillaires sanguins et lymphatiques. Ces
cellules possedent un noyau rond, parfois double, dont la chromatine est peu abondante et
périphérique, ainsi qu’ un nucléole volumineux et un cytoplasme dense et riche en réticulum
endoplasmique lisse qui secrete des stéroides (Dadoune et Demoulin, 2001).

Les cdlules de Leydig renferment plusieurs types de jonctions sur leur membrane
plasmiques qui peuvent étre de type GAP, desmosome et plus rarement des jonctions septées
(Dadoune et Demoulin, 2001).

2. Epididyme
2.1. Anatomie

L’ épididyme, organe du tractus génital méle, est accolé a la face postérieure du testicule et
relie les canaux efférents au canal déférent. Chez les mammiféres, ¢’ est un long tubule unique
fortement contourné dont la taille varie selon les especes, il mesure 1,5 a 3cm chez les lapins
(Grasse, 1995 ; Barone, 1978) et peut atteindre jusgu’ a5 meétres chez I’ homme (Sullivan, 2004).

Sur labase de sa morphologie et de son histologie, cet organe peut étre divisé en trois parties
distinctes : latéte ou région proximale qui est reliée au hile du testicule par les canaux efférents
et lerete testis, le corps ou région médiane, accol é au testicule jusqu’ a sa partie postérieure et
la queue ou région distale connectée au canal déférent (Figure 08) (Abe et al., 1983; Abou-
Haila et Fain-Maurel, 1984).

En raison de |a présence de cloisons conjonctives ou septa, |’ épididyme peut étre subdivisé
en segments dont le nombre difféere en fonction des espéeces (Abou-Haila et Fain-Maurel,
1984).En complément de leur réle de support interne pour |’ organisation de I’ organe, les septa
permettent |'expression specifique de genes et de protéines et la création d'un
microenvironnement spécifique a chague segment (Kirchhoff, 1999 ; Cornwall et al., 2002;
Turner et al., 2003; Johnston et al., 2005; Tomsing et al., 2006; Turner et al., 2007).

10
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Figure 8 : Anatomie et régionalisation de I’ épididyme (Hermo et Robaire, 2002).

2.2. Histologie

Le cana épididymaire comprend deux compartiments : une lumiere bordée par un
épithélium pseudostratifier, entouré de 2 a 6 couches de fibres musculaires lisses et du
tissuconjonctif qui contient des terminaisons nerveuses et des capillaires sanguins (Hermo et
Robaire, 1988).

2.2.1. Epithélium épididymaire

Epithélium simple, pseudostratifié et stéréocilié, six types cellulaires entrent dans sa
composition: les cellules basales, étroites, apicales, claires, en halos et dont |es caractéristiques
structurales et fonctionnelles sont tres variées de la région proximale a la région distale du
tubule (Figurell) (Robaire et al., 2006).

11
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Figure 9 : Représentation schématique de I’ épithélium épididymaire (Girouard, 2009)
N: noyau; L T: lymphocyte T; M o: monocyte

2.2.1.1. Cédlulesprincipales

Les cellules principales encore appel ées cellules stéréociliées sont les plus nombreuses et
constituent 65-80 % de la population de cellules épithéliales épididymaires totales (figure 09).
Ces larges cellules prismatiques présentent des caractéristiques structurales variables d’'un
segment a I’ autre au niveau de |’ épididyme (Hermo et Robaire, 2002). Leur hauteur est plus
élevée au niveau de la téte que de la queue de I’ épididyme. Cette variation concerne aussi la
longueur des microvillosités qui tapissent leur pdle apical (Ramos et Dym, 1977; Flickinger et
al., 1979).

Cescellules, reliéesentre elles par des jonctions serrées et des desmosomes, sont tres actives
a différents niveaux: transport et secrétion de petites molécules organiques ; synthese et
sécrétion de protéine et enfin, réabsorption du fluide épididymaire (Robaire et Hermo, 1998;
Robaire et Viger, 1995 ; Cooper, 1998). Ces cdlules appartiennent en fait, a une classe de

cellules « sécrétrices de constitution>> comme I’ ont démontré Moore et Kelly (1985).
2.2.1.2 Cdlules basales
Les cellules basales représentent 10 a 20% de la population cellulaire épididymaire totale,

leur noyau est irrégulier et leur cytoplasme pauvre en organite (Soranzo et al., 1982). Les petites

12
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cellules allongées, localisées tout le long du canal épididymaire, reposent sur la membrane

basale formant ainsi un réseau en dessous des cellules principales.

Leur fonction est inconnue mais il semblerait, respectivement d aprés Veri et al., (1993),
Cooper (1998) et Seiler et al., (2000), qu’' eles jouent un réle dans I’ élimination des radicaux
libres ainsi que dans la protection immunitaire des spermatozoides en participant a ce qu’ on

appelle, labarriere hémato-épididymaire.
2.2.1.3. Cdlulesclaires

Les cellules claires sont des grandes cellules prismatique, Présentent essentiellement dansle
corps et laqueue de I’ épididyme (Soranzo et al., 1982) . Elles sont caractérisees par la présence
de nombreuses vésicules claires en région apicale, de lysosomes en région médiane et de
nombreuses inclusions lipidiques dans leur région basales (Robaire et Hermo, 1988).
D’apres Olson et Hinton (1985), Elles joueraient un role dans I'absorption de certains

composants du fluide épididymaire (Figure 09).
2.2.1.4. Cellulesen Halo

Identifiées comme les lymphocytes intra-épithéliaux ou des monocytes qui migrent dans
I’ épithélium durant le dével oppement post-natal, les cellules en halo sont disséminées tout le

long du canal épididymaire (Figure09).

Les cellules en halo sont des lymphocytes intra épithéliaux (Hoffer et al., 1973; Serre et
Robaire, 1999) .

2.2.1.5. Cdlules apicales

Présentent un cytoplasme dense, trés riche en mitochondries, contenant des lysosomes et de
I’anhydres carbonique impliquée dans la sécrétion des ions H+ et la réabsorption des
bicarbonates (HCO3-). Elles possédent un noyau en position apicale et des microvillosités

courtes et peu nombreuses. (Figures 09)
2.2.1.6 Céllules étroites

Les cellules étroites retrouvées dans la téte et le corps de I’ épididyme, sont situées en
position apicale de I’ épithélium mais envoient des prolongements cytoplasmiques tres étroits
vers lalame basale (Robert et Hinton, 2014).

13
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Elles sont pourvues d'un noyau alongé, d'un cytoplasme riche en vacuole, de
mitochondries et de lysosomes et leur membrane apicale émet des villosités courtes, épaisses
et irréguliéres (Figure 09) (Hermo et al., 2000).

2.2.2. Lumiéredu canal épididymaire

Les spermatozoides transitent atravers|’ épididyme au niveau de salumiére circulaireou ils
baignent dans un milieu de nature tres complexe appelé le fluide épididymaire, ce dernier est
compose principalement d'ions, de petites molécules organiques, de protéines et de
macromol écules.

En raison d'une forte régionalisation tissulaire et cellulaire des activités de synthése, de
secrétion et réabsorption des cellules épithéliaes, |la composition du fluide épididymaire varie
tout lelong du canal (Adamali et al.,1999; Hermo et Robaire, 2002; Barone, 2001).

3. Canal déférent

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

Ce canal pénétre dans la cavité abdominale et atteint laface dorsale de lavessie formant un
trés |éger renflement pelvien avant de se jeter dans I’ uréetre. Le canal déférent assure le transit
jusqu’a I’uretre grace a un péristaltisme basal, additionné d une motricité brusgue lors de
I’§aculat (Barone, 1978; Bonnes et al.,2005).

4. Urétre
L’ urétre est un conduit long de 12 a 13 cm, dont 8 & 9 seulement pour la partie pénienne,
servant alafoisal’ excrétion de l’urine et du sperme. |l part de lavessie et tapisse |’ intérieur

du pénisjusgu'a son extrémité (Barone, 2001).
5. Glandes annexes

Plusieurs types de glandes sont associées au tractus génital male; la vésicule séminale, la
glandevésiculaire, laprostate, |es glandes para prostatiques et laglande de Cowper. L’ ensemble
de leurs sécrétions constitue le liquide spermatique lequel mélangé aux spermatozoides,

constitue le sperme (Tortora et al.,1995).
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5.1. Vésicules séminales

Laveésicule seminale est en effet impaire et bilobée, placée entre le rectum et lavessie, dont
la partie terminale fusionne avec |es ampoules différentielles pour former e canal gaculateur,
gui s ouvre dorsalement dans I'urétre (Boussit, 1989). Sa taille est extrémement variable,
parfois elle devient dilatée extraordinaire dilatée a cause du liquide qu’ elle contient. Ce dernier

est presque clair et varie d’ une consistance peu visgueuse a gélatineuse (Holtz et Foote, 1978).
5.2. Prostate

La prostate est la principale glande accessoire de |’ appareil génital, elle est volumineuse et
facilement reconnaissable par sa couleur claire, située a la face dorso-caudale de la glande

vésiculaire, sa sécrétion est déversée par 4 a6 conduits dans I’ urétre (Boussit, 1989).
5.3. Glande cowper

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

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

postérieurede I’ urétre membraneux (Boussit, 1989).

6. Pénis

Le lapin est une espéce a peénis rétrofléchi, logé dans le prépuce et ne sort que lors de
I"accouplement. C’est un organe court, en forme de tube Iégérement en pointe qui mesure
environ 8cm de longueur qui est dirigé caudalement au repos et cranialement a I’ érection
(Roger, 2002).
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La fonction de reproduction repose sur des inter-relations coordonnées entre les différentes
composantes cellulaires, hormonales ou biochimiques du systéme reproducteur et du systeme

neuroendocrinien.

Chez le lapin, ce fonctionnement physiologique suit la méme organisation que chez les
autres mammiféres. Le testicule est |e siége de la spermatogenése, processus physiologique de
la reproduction des gameétes. L’ épididyme, lui faisant suite, assure la maturation et le transit
extra-testiculaire de ces derniers. Ces deux fonctions sont capitales lorsque I’ on considére que
la gaméte méle ou spermatozoide est un ééments clés pour la réussite de la fertilité d’une

population.
1. Développement des gonades et puberté

Le développement des gonades débute au 165™ jour aprés la fécondation tandis que la
production des hormones androgénes s effectue au 19%™ jour de gestation, suivie par la
régression des canaux de Miiller et laformation de |a prostate vers le 218™ jour. Au 24%™ jour
le développement des canaux de Wolf et |a régression des canaux de Miiller sont bien établis
(Figurel0) Alvariiio J.M.R. (2000).

I T ADMP N
v + vy 44 v
0 7 15 20 30
Vie foetale (jours)
N L DS CS CDS RS S SE
v v v v ¥ v v
0 40 60 100 120 Post-partum (jours)

Figure 10 : Développement chronol ogique de la différenciation
chez le lapin méle (Alvarino, 2000).

= implantation; N= naissance; L= maturation des cellules de Leydig; A= sécrétion
d’androgenes, 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 |’ épididyme.
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1.1.Développement pondéral

Les lapins sont connus par leur capacité a se reproduire rapidement, les races |es plus petites
entrant en puberté plustot que lesraces les plus grandes, |e poids a donc une grande importance
sur lamise en place de la puberté (Suckow et al., 2012).

Apres la naissance, le testicule se développe moins vite que le reste du corps, puis
connaissent une croissance extrémement rapide apres I'age de 5 semaines (70 et 110 jours
environ), dont |a taille augmente jusqu’ a |’ &ge de 8 mois (Figure 13) (Alvarino, 2000 ; Lebas,
2009). Les glandes annexes ont une croissance similaire mais |égerement décal ée dans le temps
et plustardive (Lebas et al., 1996).

Le taux de croissance des organes de la reproduction augmente a la 10éme semaine €t le
dimorphisme sexuel dans la composition corporelle n’apparait pas avant la 15eme semaine

d’ &ge et son expression est faible (Ouhayoun, 1984).

gramumes
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g 5=

o age en jours
0 - T :
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Figure 11: Evolution du poids des testicules chez |e jeune méale entre 20 et 180 jours, d'aprés
Prud'hon (1973) (Souche moyenne pesant 4 kg adulte) (Prud’ hon, 1973 cité par Lebas, 2009).

1.2.Développement de |’ appareil génital externe

Chez le Lapin comme la plupart des mammiferes, les testicules d’abord en position intra-
abdominale, vont migrer del’avant vers|’arriére pour se retrouver dans un petit diverticule de
la cavité abdominale appelé le scrotum (Barone, 1976). La formation du scrotum débute vers

17



Chapitrell physiologie delareproduction

le 2°™mois d Age avec descente des testicules vers 3 mois tandis que le pénis se développe et
acquiert lataille ainsi que laforme caractéristique de |’ adulte alafin du 3¥™mois d age (Berger
et al., 1982).

1.3.Maturation sexuelle
Lamaturation sexuelle chez le lapin s effectue en 4 phases : infantile, prépubertaire, puberté

et maturité sexuelle.

1.3.1. Phaseinfantile

La phase infantile s éale de la naissance a |I’ége de 40 jours et se caractérise par une
croissance lente des testicules et des vésicules séminales et de faibles concentrations
plasmatiques en FSH et testostérone (Boussit, 1989).
Durant ce stade, les tubes séminiféres ne présentent aucune activité spermato-génétique et les
cellulesinterstitielles sont indifférenciées (Berger et al., 1982).

1.3.2. Phaseprépubertaire

La phase pré pubertaire débute vers |’ age de 40 jours et est marquée par |’ accélération de la
croissance testiculaire et I’ éévation des androgénes et des gonadostimulines dans le plasma,
avec des concentrations maximales entre 60 et 70 jours d’ &ge. Les premieres cellulesde Leydig
matures apparaissent a 40 jours, dont le nombre augmente tres rapidement, alors que le tissu
interstitiel acquerraun aspect adulte entre 70 et 80 jours (Berger et al.,1982 ; Boussit,1989). La
spermatogenése commence entre 40 et 50 jours d’ &ge et tous les tubes séminiféres sont actifs
vers 84 jours d’ ége (Lebas, 2009).

1.3.3. Phase puberté

Selon Boussit (1989), la puberté serait définie par le moment ou les organes reproducteurs
du lapin méle sont capables de produire, de fagon constante, des spermatozoides aptes a
féconder un ovule qui s effectue vers4 a5 mois d &ge. Alors que Sabbagh (1983) rapporte que
lapuberté chez le lapin est |e stade a partir duquel |’ §aculat possede |es mémes caractéristiques
physiques et chimiques que chez I’ adulte. Cependant, Macari et Machado (1978 in Lebas, 2009)
signalent que la puberté est atteinte uniquement lorsque lelapin devient capable de sereproduire

par |’ apparition des premiers spermatozoides dans I’ §aculat, vers I’ &ge de 110 jours. D’ apres
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Lebas et al., (1996), le début de la puberté varie d une race a une autre en fonction des

conditions du milieu et de |’ alimentation.

1.3.4. Maturitésexuelle

La maturité sexuelle, définie comme le moment ou la production quotidienne de
spermatozoides n’ augmente plus, est atteinte vers 30 a 32 semaines. Toutefois un jeune mée
peut étre utilisé pour lareproduction dés I’ &ge de 20 semaines car |les premiéres manifestations
de comportement sexuel peuvent apparaitre vers 60 a 70 jours. Lejeune lapin commence afaire
destentatives de chevauchement, avec unefaible viabilité des spermatozoides dansleur premier
gaculats et il faut donc attendre 135 a 140 jours pour aboutir aux premiers accouplements
féconds (Lebas et al., 1996).

Cependant, la production quotidienne qui est de I’ordre de 2.107 spermatozoides, est
dépendante de nombreux facteurs tels que la fréguence de la collecte, I'age, la santé,

I’ alimentation, la photopériode et latempérature.
2. Histologiedu testicule

A la naissance, I’anima dispose d'un faible stock de cellules souches appelées
spermatogonies, qui vont subir la spermatogenese a partir de la puberté et assurer ains la
formation des gamétes méles ou spermatozoides tout au long de la vie du méle. Le cycle
spermatogénique représente I'ensemble des divisions et des différentiations cellulaires

aboutissant ala formation des spermatozoides (Boussit, 1989).

La structure histologique des testicules révele une grande variabilité en fonction de I’ &ge.
En effet, chez les lapins agés de 4 semaines, la structure histologique globale du testicule

montre, au faible grossissement, différentes formes de tubes séminiferes dépourvus de lumiére

L’ observation au fort grossi ssement, révéle un épithélium séminifere constitué par les deux
types cellulaires classiques du tube séminifere, les cellules de la lignée germinale ou
spermatogonies et les cellules somatiques épithéliales de Sertoli. Les spermatogonies sont des
cellules peu volumineuses, a noyaux arrondis et une chromatine condensée et tres col orée sont

distribuées sur toute la section du tube, au centre et/ou ala périphérie.

Les cellules de Sertoli sont des cellules de grande taille qui reposent sur lalame basale du

tube seminifére et qui s étendent jusqu’ a sa lumiére. Elles sont reconnaissables a leurs noyaux

19



Chapitrell physiologie delareproduction

a encoches, de forme irréguliere, conique, pyramidale, ou triangulaire. Elles émettent des

expansions cytoplasmiques qui se prolongent jusgu’ au centre du tube séminifére.

Entre les tubes séminiféres, est visible un espace interstitiel important et richement
vascularisé contenant les cellules de Leydig. Au fort grossissement, les cellules de Leydig
apparaissent organisées en amas ou dispersees dans la trame conjonctive de cet espace. Des
cellules fusiformes appelées cellules péritubulaires ou cellules myoides entourent les tubes

séminiféres.

L’ aspect genéral des coupes histologiques des testicules de lapins agés de 8 semaines,
montre des tubes séminiféres dont la partie centrale est creusée de petits espaces vides; ces
derniers conduisent a la mise en place de la lumiére de ces tubes. Au fort grossissement
I’ épithélium séminifére contient des spermatogonies occupant |a périphérie du tube tandis que
I’ espace interstitiel se resserre sous I’ effet du développement des tubes séminiferes et prend

progressivement laforme triangulaire.

L’ observation des coupes testiculaires des lapins agés de 12 semaines révéle des tubes
seminiferes de diamétres variables, avec une lumiere apparente et un épithélium comprenant
des cellules de la lignée germinale: spermatogonies a noyaux ronds et condensés, quelques
spermatocytes | a noyaux volumineux et a chromatine décondensée tres colorée sous forme
d’amas grossiers et des cellules de Sertoli a noyau triangulaire. Ces tubes sont entourés par un
tissu conjonctif intertubulaire vascularisé, riche en cellules péritubul aires a noyaux aplatis et de

cellules de Leydig a noyaux arrondis.

A |’ &ge de 14 semaines, nous observons deux stades de |a spermatogenése au niveau d’un
épithélium épais : des spermatogonies, peu volumineuse a noyaux a chromatine dispersee et
tres coloré, situés a proximité de la lame basae; des spermatocytes | de plus grande taille a
noyau volumineux et des cellules de Sertoli anoyau ovalaire ou triangulaire qui occupent toute
la paroi. Une réduction de la couche interstitielle est observée au profit des tubes séminiféres

qui augmentent de volume; les cellules de Leydig, a noyaux arrondis sont groupées en amas.

Lastructure testiculaire des lapins &gés de 16 semaines rével e des tubes séminiferes avec un
épithélium spermatogéni que épais et une lumiéere apparente. Les premieres spermatides rondes
font leur apparition, ce sont de toutes petites cellules, a la limite de la lumiere des tubes
séminiféres, présentant des noyaux denses et alongés. A cet &ge, le volume du tissu interstitiel
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est réduit au profit des tubes séminiferes mais les amas leydigiens sont toujours bien visibles

avec des cellules alignées parfois ala queue dans un espace restreint.

Lastructure histologique du testicule des |apins &gés de 18 semaines est similaire acelle des
lapins &gés de 16 semaines. Elle montre un épithélium spermatogénétique épais, dessinant une
lumiére. La spermatogenése y est conduite jusgu’'a |’ apparition des premiers spermatides
allongés, structures oblongues caractéristiques témoignant des premiéres étapes de la

spermatogenése.

A I’ age de 20 semaines, |’ épithélium séminifére épais contient toute |la mosaique cellulaire
delaspermatogenese, du stade spermatogonie au stade spermatozoide. Letissu interstitiel ayant

toujours le méme aspect que celui observé a 16 et 18 semaines.

A I'age de 24 et 28 semaines, |'aspect des tubes séminiféres est la signature d une

spermatogenése compl éte et tres active. Leurs lumieres sont remplies de spermatozoides.

3. Fonction physiologique du testicule

Le testicule est une glande amphicrine doués d'une double fonction, une fonction exocrine
gui permet la production de gamétes males par |e processus de spermatogénese et une fonction
endocrine par laproduction des hormones stéroides masculines (androgénes, essentiellement la
testostérone) (Chocu, 2014 ; Dadoune et Démoulin, 2001).

3.1.Fonction exocrine du testicule : Sper matogénése

La spermatogenese, mise en place alapuberté, est le processus de différenciations cellulaire
qui permet la production des gameétes males matures haploides (n): les spermatozoides, a partir
de cellules souches diploides (2n) : la spermatogonie. Elle alieu au niveau du testicule le long
des tubes séminiferes et se déroule de fagon réguliére et cyclique avec mise en place des
différents stades de la spermatogénese (spermatogonies, spermatocytes, spermatides et
spermatozoides) (Figure 12) (Tortora et Derrickson, 2007).
La spermatogénese se déroule en deux phases, une phase d éaboration ou cycle spermato-
génétique qui alieux dans le testicule et une phase de maturation au niveau de |’ épididyme. Le
cycle spermato-génétique comporte trois grandes étapes, prolifération mitotique, division

méiotique et la cytodifférenciation (spermiogénése) (Figure 13) (Boussit, 1989).
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Figurel2 : Cycle spermato-génétique du lapin (Boussit, 1989).
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Figure 13: Schéma de la différenciation germinale (Marieb, 2005).

3.2 Fonction endocrine du testicule : stéroidogenese

La fonction endocrine du testicule est assurée par des petits amas d’ endocrinocytes
interstitiel (cellules de Leydig) sécrétant les hormones androgénes en particulier latestostérone
qui est nécessaires a la spermatogenese, ains qu'au développement et au maintien
morphologique et fonctionnel des glandes accessoires de |'appareil génitale méle. Cette
sécrétion contrdle en outre les caractéres sexuels secondaires et I’ activité sexuelle (Barone,
2001).
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La biosynthese de la testostérone nécessite I’intervention d’ un certain nombre d’ enzymes
qui agissent en cascade a partir d’un précurseur commun a tous les stéroides, le cholestérol
(Saez, 1994).

Au niveau de la membrane des mitochondries s’ effectue le transport du cholestérol grace a
des proténes de transport dont la plus importante est la protéine STAR (Clak et al., 1994), afin
gu'il sera converti en prégnénolone par le cytochrome P450Scc situé dans membrane interne
de lamitochondrie en induisant la coupure de la chaine latérale du cholestérol (O’ Shaughnessy
et Murphy, 1991).Cette derniére sort de la mitochondrie ensuite métaboliser par différentes
réaction enzymatique (P4S0cl7 , 3BHSD, 17BHSD.... ) pour produire la testostérone .

En association avec la FSH, la testostérone via des récepteurs spécifiques, stimulant
indirectement la spermiogenese par une voie paracrine, elle est essentielle pour l'initiation et le
maintien de la spermatogenése en agissant sur les cellules de Sertoli et sur les cellules péri
tubulaires(Wosnitzer et Paduch, 2013).

4. Fonctions physiologiquesdel’ épididyme

L’ épididyme est impliqué dans | e transport et |a maturation des spermatozoides ainsi qu’ au
stockage des spermatozoides dans sa partie terminale (queue ou cauda) entre deux aculations
(Bedford, 1975 ; Orgebin-Crist et al., 1975 ; Hinton et al., 1995).

4.1. Fonctionsdel’ épithélium épididymaire

L’ épithélium pseudostratifié du tubule épididymaire assure ces roles essentiellement grace
a ses multiples activités de sécrétion et de réabsorption qui changent localement et
séquentiellement la composition du fluide épididymaire dans lequel baignent les gametes mais

également la protection du sperme et le transfert de certaines molécules (Noblanc et a., 2012).
4.1.1. Elimination et sécrétion

La cellule principale est responsable de la synthése et sécrétion de la majeure partie des
protéines présentes dans lalumiére. Cependant, les cellules étroites, apicales et claires sécretent
des protons dans la lumiére et participent son acidification grace a la H+ATPase vacuolaire
(Piétrement et al., 2006 ; Kujalaet al., 2007).

Les cdlules basales régulent le transport d'édectrolyte celulaire principal en libérant des
facteurs paracrines, en particulier des prostaglandine PGE2 (Cheung et al., 2005).
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Les cellules claires sont également des cellules endocytaires responsables de I'élimination des
protéines de lalumiére épididymaire (Veri et al., 1993 ; Seiler et al., 1999).

4.1.2. Protection

La cellule en halo semble étre la principale cellule immunitaire de I'épididyme, tandis que
les cellules apicales peuvent également endocyter les composants lumineux (Cheung et al.,
2005).

Aingi, les interactions cellule-cellule au sein de I'épithélium peuvent affecter directement
I'environnement lumina et finalement la maturation du sperme. Les cellules principales
forment également des jonctions serrées les unes avec les autres et forment ainsi la barriere
hémato-épididyme crée un site immunoprotecteur dans la lumiére épididymaire qui est
nécessaire a la maturation du sperme. Plusieurs protéines transmembranaires androgéno-
dépendantes, dont I'occludine et les claudines, contribuent a la formation de ces jonctions
serrées (Cyr et al., 2007).

41.3. Transfert

Les jonctions espacées formees par une famille de proténes intégrales appel ées connexes
sont présentes entre les cellules principales adjacentes a la fois au niveau de leurs surfaces
apicale et latérale. Ces structures qui sont constituées de pores intercelulaires alignés

permettent le transport de molécules <1 kDa (Cornwall, 2009).

4.2.Fonctionsdelalumiére

Au fur et a mesure que les spermatozoides migrent des régions proximales vers les régions
distales de I'épididyme, ils subissent une série de changements morphol ogiques, biochimiques
et physiologiques. Le résultat final éant des spermatozoides qui ont acquis la fonction de
motilité progressive et la capacité de féconder un ovule.

Des études microscopiques ont montré que pendant le transport épididymaire, les
spermatozoides subissent un remodelage qui comprend des changements dans la dimension et

formation de I'acrosome et du noyau (Olson et al., 2002).

4.2.1. Maturation

La membrane plasmique du spermatozoide est une structure trés compartimentée qui se
modifie pendant le transit avec des changements structuraux impliquant des lipides, des
protéines et le cholestérol membranaire (Jones et al., 2007). En effet durant la maturation, une
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réorganisation de lamembrane permet deformer des complexes de signalisation important pour
la capacitation et lafécondation (Traviset al., 2001 ; Cross, 2004 ; Shadan et al., 2004).

4.2.2. Stockage

Les spermatozoides matures atteignent la queue de I’ épididyme qui servira de réservoir
durant I'attente de prochaine, aculation, ils baignent dans un liquide qui permet de les
conserver dans un stade quiescent, pour une période pouvant aller de quelquesjoursaplusd’'un
mois (Hinton et Palladino, 1995).

5. Régulation delafonction dereproduction

La fonction de reproduction subit deux régulations, une régulation interne gréce I’axe
hypothal amo-hypophyso-gonadique et localement au niveau des gonades par les différentes
hormones testiculaires, ainsi gu’ une régulation externe par les différents facteurs environnants.
5.1. Régulation interne

La spermatogenese chez les mammiféres nécessite I'action d'un assortiment complexe
d'’hormones peptidiques et stéroidiennes, dont chacune joue un réle important dans le
fonctionnement normal de I'épithélium séminifére. Ces messagers hormonauix sont essentiels
non seulement pour la régulation du développement des cellules germinales males, mais aussi
pour la prolifération et lafonction des autres cellules testiculaires (Sharpe, 1994 ; McLachlan
etal., 2002).

5.1.1. Axe hypoyhalamo-hypophyso-gonadique
5.1.1.1. Au niveau hypothalamique

L e fonctionnement gonadique est sous la dépendance d’ une gonadolibérine la GhnRH
(gonadotropin releasing hormone), décapeptide sécrété par des neurones embryol ogiquement
issus de la placode olfactive, dont les corps cellulaires sont situés dans |” hypothalamus
meédiobasal (noyau arqué) et antérieurs (noyau pré et supra optique) et dont les axones se
terminent, pour la plupart dans I’éminence médiane (EM). La sécrétion du GnRH est pulsatile
et sefait dans le systéme veineux porte hypothalamo-hypophysaire. L’ expression des effets du
GnRH nécessite sa liaison aux récepteurs membranaires spécifiques des cellules gonadotropes.
Ce récepteur est une protéine de 327 AA, ayant sept domaines transmembranaires, coupl és aux
protéines G (Thibault et Levasseur, 2001).

5.1.1.2. Au niveau hypophysaire
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La GnRH se fixe sur des récepteurs localises sur les cellules gonadotropes de
I” antéhypophyse. Cette fixation active le systéme de phosphokinase C et stimule la synthése et
la sécrétion par les cellules gonadotropes des deux gonadotrophines : FSH et ICSH
(Intersticial Cell Stimulating Hormon), équivalent de LH (Thibault et Levasseur, 2001 ;
Bonnes et al., 2005).

La GnRH est sécrétée de facon pulsatile, car aprés activation le nombre de ses récepteurs a
la surface des cellules gonadotropes diminue. Ceci est lié au fait que les récepteurs sont
rapidement internalisés par endocytose entrainant un phénomeéne de désensibilisation ou une
down-régulation. Ces derniers seront récupérés et exposés a nouveau a la surface provoquant
I effet d’ une up-régulation. Une sécrétion continue maintiendrait la down-régulation (Thibault
et Levasseur, 2001).

5.1.1.3. Au niveau testiculaire

Les gonadotrophines hypophysaires agissent sur des récepteurs membranaires spécifiques,
topographi quement separés :
LaLH, qui prend lerelai delabhCG d origine placentaire, active dans les premiéres semaines
du développement feetal. Elle exerce son action en se fixant sur des récepteurs situés sur la
cellule de Leydig, ou ele stimule, par I'intermédiaire de I’ adénylcyclase, la biosynthese de la
testostérone, essentiellement en favorisant le transport du cholestérol vers lamembrane interne
de lamitochondrie (Thibault et Levasseur, 2001).
LaFSH n’aderécepteur que sur lacellulede Sertoli, dont elle stimule” ensembl e des sécrétions
et elle agit directement sur les cellules germinales, dont elle active lamultiplication
(Thibault et Levasseur, 2001 ; Bonnes et al., 2005).
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Figure 14 : Axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire et régulation de lafonction testiculaire
(christiansen et al., 2002).

5.2. Régulation intragonadique des fonctions testiculaires

Le controle exercé par |'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire est modulé par un
rétrocontréle assuré par les hormones testiculaires de nature stéroidienne (testostérone) et
protéique (inhibine) (Figure 13) (Roser, 2008).

La testostérone circulante qui induit la puberté et la virilisation, exerce un rétrocontréle
inhibiteur de lasécrétion delaLH et amoindre degré delaFSH par I’ hypophyse et sur celle de
la GnRH par I’ hypothalamus (Bridges et al., 1993 ; Dohle et al., 2003).

Selon I'intensité de la spermatogenése, les cellules de Sertoli sécrétent I'inhibine p dans le
sang (Anderson et Sharpe, 2000) qui exerce un rétrocontréle inhibiteur de la sécrétion de FSH
par I’ hypophyse (Ying, 1988 ; Dohel et al., 2003).

5.3. Régulation externe
Plusieurs facteurs externes participent a la régulation de la fonction de reproduction,

notamment latempérature, la saison et I’ aimentation...

5.3.1. Température
Chou et al. (1974) ont constaté que | es |apins exposés a un stress thermique présentent d’ une

part une diminution du poids des organes génitaux et d’ autre part une diminution de sécrétion
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des hormones sexuelles. La température favorable pour la reproduction se situe entre 15 et 18
°C, avec une humidité relative maintenue entre 55 et 80 % (Lebas, 2009). Dans les contrées
chaudes tropicales ou subtropicales la température et |I"humidité ambiante élevées sont des
facteurs bien connues comme altérant la capacité reproductrice des lapins pendant les mois
chauds (Xu et al.,1992 ; Finzi et al.,1994). En effet |’ exposition des méles a des températures
élevées (34 °C pendant 8 h) déprime I’ activité sexuelle et perturbe la spermatogénése, en
augmentant sensiblement le pourcentage des spermatozoides morts (Boussit, 1989 ; Kasa et
Thwaites, 1992).

5.3.2. Effet saison

D’ aprés Boulbina (2011), la saison de naissance influence sur I’ &ge d’ entrée en puberté car
les lapins qui sont nés en hiver entrent plus précocement en puberté que ceux nés en été. Ces
perturbations pourraient étre expliquées par I’ effet dela saison sur la sécrétion delatestostérone
(Brambell, 1944 ; Frolich, 1948).

Selon Lebas et al., (1990), des méales exposés a un éclairement artificiel pendant 16 heures
sur 24 heures ont significativement plus de spermatozoides dans les gonades que chez ceux

exposés alalumiére pendant 8 heures .

5.3.3. Effet del’alimentation

L’ alimentation des lapins males est un facteur important a maitriser car les caractéristiques
delasemence et lalibido sont affectés|orsque le niveau des apports nutritionnel s est i nsuffisant.
En effet, un régime aimentaire ne contenant que 13% de protéines brutes entraine une
diminution du volume de I’ §aculat et de la concentration en spermatozoides (Joly et Theau-
Clément, 2000). Des carences en vitamine A peuvent provoquer deslésionsdel’ appareil génital
et bloguer la spermatogenése, tandis que I'absence de vitamine E dans la ration entraine
I’ atrophie des testicules et laformation d’ oedéme interstitiel (Cheverel et Cormier, 1948).

5.3.4. Autresfacteurs

Selon Mbayeet al. (2019), en évaluant | es effets de certaines huiles essentielles sur le sperme
humain, les résultats ont permis d'observer une augmentation de la qualité du sperme (mobilité
et vitaité). L'huile essentielle d'origan et I'huile essentielle a base d'eucayptus ont
considérablement amélioré la motilité et 1a vitalité des spermatozoides humains apres 5 a 10
minutes de contact avec |es spermatozoides.

Certaines huiles essentielles ne sont pas sans danger pendant la grossesse et d’ autres peuvent

porter atteinte a la fertilité de leur utilisateur. Ce fait la fonction de reproduction peut étre
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touchée a plusieurs niveaux : Bloguer le fonctionnement sexuel di a une action hormone-like,
perturber le développement du foetus par les effets tératogenes, plusieurs molécules
aromatiques s apparentent a des analogues de molécules oestrogéniques dont |'action est
confirmée en pathologie endocrinienne. Des chercheurs ont mis en évidence que les huiles
essentielles peuvent avoir, selon la plante utilisée pour leur confection, une toxicité plus au

moinsimportante notamment chez | es|apins et rongeurs de compagnie (Kammerer et al., 2012).
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Cette étude fait partie des activités de recherche de Dr Lakabi et s'inscrit dans le cadre de
I’ étude du développement gonadique et de la maturité sexuelle des lapins. L’ objectif de ce
travail est de voir I'impact de I'huile essentielle d’ Eucalyptus globulus sur la structure des
testicules et épididymes du lapin méle de la souche synthétique agée d’ un mois atravers une
étude histologique de leurs structures en relation avec les poids vifs ains que les poids et

volumes des testicules et épididymes.

1. Lieu et durée d’ expérimentation

Letravail aétéréalise au niveau del’ Institut de Technologie Moyen Agricole spécialisé de
Boukhalfa Tizi-Ouzou (ITMA), situé a5 km du chef-lieu de la wilaya de Tizi-Ouzou, puis au
niveau de laboratoire de production, sauvegarde des especes menacées et des récoltes.
Influence des variations climatiques (PSMRV C) entre le mois de Mai et Juin 2022.

2. Matériels biologiques
Durant notre expérience nous avons utilisés deux model : model animal et model végétal.

2.1. Modd animal
Le lapin (Oryctolagus cuniculus) est un modée essentiel en recherche scientifique, car il
offre beaucoup d’ avantages dans le domaine de |a reproduction et permet la mise en évidence
de quelques processus reproducteurs comme les changements morphologiques de cycle
épithéliale séminiféere (Figure 18) (Ewuola et Equinike, 2010).
Selon Grasse (1949) et Lebas et al. (1984), la position taxonomique du lapin (Oryctolagus
cuniculus) est :
Regne : Animal
Embranchement : Vertébrés
Classe: Mammiféres
Super Ordre: Glires
Ordre : Lagomorphes
Famille: Léporides (liévre et lapin)
Sous-famille : Leporinae
Genre : Oryctolagus
Espéce : Oryctolagus cuniculus
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En effet, il existe deux lignées de lapins une locale et une synthétique, dont notre travail
sintéresse sur la synthétique qui a été initié dans I'institut Baba-Ali,Alger (ITELV) en
collaboration I'INRA de Toulouse et I’'UMMTO ont abouti ala création d’ une nouvelle lignée
de lapin dénommeée les animaux de la souche synthétique (Gacem et al., 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
algérienne (Lebas et al., 2009).
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Figures 15 : Lapins male appartenant a la souche synthétique

2.2. Model végétal

Selon la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles sont des produits de
compositions généralement assez complexe, renfermant le principe volatils contenus dans les
végétaux plus ou moins modifiés aux cours de la préparation. Caractérisées par leur odeur,
leur gout, leur couleur qui varient selon la plante dont elles sont extraites, et leurs propriétés
physicochimiques et biologiques (Mc-Graw-Hill, 2007), qui peuvent etre administrées par
voie orale, voie transcutanée ou voie inhaatoire (Couderc, 2001).
2.2.1. Plante Eucalyptus globules

Euca yptus globulus, appelé aussi Gommier bleu fait partie de lafamille des myrtacées, il a
été découvert en 1792 mesurant 30 & 60 metres de hauteur et peut atteindre jusqu'a 100 métres
dans certains cas. Son tronc est lisse et sa couleur varie du blanc au gris, dont |’ écorce se
détache facilement en longues bandes. Les jeunes feuilles sont cireuses, ovales, claires,
opposées et sessiles mais ce sont les feuilles poussant sur les vieilles branches qui sont
officinales car ce sont les seules a posséder des poches & essences sur la face inférieure
(Koziol 2015).
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Regne : plantae

Sous régne : Tracheobiota
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre: Myrtales

Famille : Myrtaceae
Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus Labill

2.2.2. Compasition chimique del” huile Eucalyptus globulus

L’ huile essentielle d’ Eucalyptus globulus est remarquablement riche en 1.8 cinéole, dont le
taux présente des variations relativement importantes d’un pays a un autre, ou les valeurs
oscillent entre 63.5et 89.9%, qui permet de qualifié en produits a chemotype cinéole et qui
restent tres recommandé par les utilisateurs en industrie pharmaceutique et cosmétique.

Les autres composés constituants cette huile sont minoritaire avec un pourcentage inférieur a
5 %. Lamajorité de ces composeés sont des monoterpenes.

Pour I'HE extraite de feuille jeune, les monoterpénes oxygénés présentent dans des
proportions moyennes sont: acétate de terpényl et apha terpinéol qui apportent les
meilleurcontributions avec respectivement des taux de 4.19% et 2.58% contre de tres faible
pourcentage en tepenene.4-ol 0.72%, borneol 0.47%, linalol 0.04%.

Concernant les monoterpenes hydrocarbonés, c'est I'a-pinene qui apporte la meilleure
contribution avec 2.03%, les autres composés sont présents en faible quantités : f-pinene,
P.cymene avec une proportion de 0.08%, o.phelladrene, Myrcene avec une proportion de
0.06%. Les seuls sesquiterpenes, révélés par I’ analyse sont : le .Caryophellene,
a.humuléne avec respectivement des taux de 0.10% et 0.15%.

Les seuls monoterpenes hydrocarbonés présents dans les huiles essentielles extraites des

feuilles adultes du versant nord sont sous forme de trace : a-pinene et gamma terpinene.
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2.3 Autresmatériels

Nous avons utilisé le gros matériels tels que I’ étuve, Microtome, Centrifugeuse, |e petits
matérielstels que les béchers, tubes sec, eppendorf, éprouvettes, pipettes graduées, des
bavettes, papiers filtres, ciseaux, spatules, balance a précision, portoirs, micropipettes (10-
100ul ; 100-1000ul), pince, poire, pissettes, cassette d'inclusion, et moules a paraffine et du
matériel s consommables comme des gants,bavette, scotch, étiquette, cassette d'inclusion.

3. Expé&rimentation

L’administration de I"huile a éé effectuée au niveau de 'l TMAS durant le mois de mai
tandis que les sacrifices et |’ éude histologique sont effectués au niveau du laboratoire de
production, sauvegarde des espéces menacées et des récoltes. Influence des variations

climatiques (PSMRV C) durant le mois de juin.

3.1. Condition d’élevage

Les animaux ont éé placés dans des cages spéciales aménagée pour |’ élevage cunicole (une
mangeoire individuelle ains qu' un systeme d abrevement a tétine), et sont exposes aux
mémes conditions de température, de lumiére et d’ humidité et nourris a base d’ un aliment sec
granulé (ad libitum) fabriqué et commerciaisé par I'ONAB d Alger (Office Nationa de
I’Aliment de Bétail). L’ eau distribuée aux animaux provient du réseau local d eau potable,

disponible en accés libre permanent.

3.2. Protocole expérimental

Des lapins males &gés d'un mois sont pris au hasard, placés dans des cages spéciales
ameénageées a |’ élevage cunicole et répartis en 2lots (un lot témoin et un lot traité). Chaque 5
jour nous avons pesé et sacrifié 5 lapins et gjouter une autre dose, a Jsles lapins traités ont
recu une seule dose (200ul/kg) & J10 ils ont recu deux doses de (200ul/kg et 300ul/kg), tandis
qu'aJi5ilsont recu trois doses 200ul/kg ; 300ul/kg et 400ul/kg).

a. Pesée et administration del’ huile essentielle

Les lapins des différents lots ont été pesés afin de déterminer la quantité de I’ huile
essentielle a administrer pour chague animal et chague 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 (Figure

18). Cette opération a duré 3 métinées de suite.
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Pour déterminer les doses nécessaires pour chaque lapin :

— Laleredose: 200ul pour chaque 1kg de Poids vifs.
— La2eme dose : 300ul pour chague 1kg de Poids vifs.

— La3eme dose : 400ul pour chaque 1kg de Poids vifs.

Figure 16: Administration de I"huile essentielle d"Eucalyptus globulus par voie orae.

b. Sacrifices et prélevements
Cing jours aprés I’administration de |'huile essentielle, les lapins ont éé pesés puis

sacrifiés par saignement le matin entre 9h:00 et 12h:00 ) (Figure 17).

Figure 17: Lapin peseé puis sacrifié: A : Pesée du lapin ; B : Sacrifice du lapin

Les animaux sont disséqués, leurs testicules et épididymes sont prélevés puis dégraisses et
pesés grace a une balance de précision de 0,01g. Les gonades droits sont fixés au Bouin
Hollande dans des piluliers soigneusement fermés étiquetés pour une étude histologique, alors
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gue les gonades gauches sont placés dans des eppendorfs et congelés a -20°C, jusqu’a leur

utilisation ultérieure (Figure 18).

Figure 18: Photographie de la dissection, prélévement des épididymes ainsi que leurs pesees
et fixation.

A : Dissection d’'un lapin méle ; B : Prélevement des épididymes droits et gauches ; C :
Détermination du poids gréce a une balance de précision de 0,01g ; D : Piluliers de fixation

contenant |les organes.
4.Etude histologique

L’ éude histologique se déroule en une série d éapes successives obligatoires qui vont
aboutir al’ 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,
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déparaffinage et réhydratation, coloration topographique et Déshydratation, observation des

lames.

4.1. 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
état aussi proche que possible de I'état vivant et d'éviter les raccourcissements et les
distorsions possibles, mais aussi de protéger les cellules de I’ attague bactérienne ou encore de
celle des enzymes.

Le fixateur utilisé est e 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 del’ organe, afin delI’immerger totalement pendant

7 jours atempérature ambiante (Figure 19).

Figure 19 : Fixation des organes par le fixateur Bouin Hollande sublimé.

1.4. Déshydratation et éclair cissement

Les pieces ont été déshydratées dans une série d’alcool éthylique de titre croissant
(50°,70°, 90°,100°) pendant 20 min chacun, ceci permet d’ éviter la désorganisation des
structures, puis transférés dans des bains de xylene pendant 20 min pour I’ éclaircissement
(figure 20).
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Figure 20: Série de bains d’alcool éthylique et bain de xyléne.

A: acool 70°, B: acool 90°, C: acool 100°, D: xyléne

4.2. Imprégnation

L’imprégnation consiste a plonger les organes dans 3 bains successifs de paraffine, de 20
min pour chaque bain & 60°C immédiatement apreés les bains de xyléne. Le deuxieme et le
troisieme bain renferment de la paraffine pure, tandis que le premier est constitué d une
moitié de paraffine et moitié xyléne. Un sé§our prolongé des pieces dans le deuxiéme bain ne
présente aucun inconvénient, a condition que latempérature ne dépasse pas 60°C (figure 21).

Figure 21: 3 bains successifs de la paraffine.

4.3. Inclusion

L’inclusion a pour but de réaliser des coupes fines et réguliéres, pour cela les organes sont
placés dans des moules spécifiques dont les formes sont adaptées aux dimensions de I’ organe,
et dont on a verse de la paraffine au préaable. Lorsgue les bordures de la paraffine

commencent a durcir, on place la partie marquée de sa cassette dans le moule, on coule de la
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paraffine fondue jusqu’a ce que celle-ci soit totalement immergée. Les moules sont ensuite

posés sur une plaque refroidissante pour durcir, les blocs obtenus sont démoulés facilement et

peuvent étre conservés sans dommage (Figure 22).

Figure 22: Organes placés dans des moules qui recevront la Paraffine.

4.5. Confection des coupes et collage

Nous avons réalisé des coupes fines de 2 a 5um d’ épaisseur sur les blocs d organes, en
utilisant un microtome a paraffine de type Leica au niveau de laboratoire de production,
sauvegarde des especes menacées et des récoltes. Influence des variations climatiques
(PSMRVC). Les coupes sont récupérées sur des |ames porte-objet propres qui seront incubées

tout une nuit & 38°C dans une étuve pour fixer I’échantillon & la lame (Figure 23).

Figure 23: Photographie d’un microtome a gauche et du bain Marie a droite.

4.6. Dépar affinage et réhydratation

Avant de procéder ala coloration des lames nous devons les déparaffiner et réhydrater, car
les colorants les plus utilisés en histologie sont aqueux. La réhydratation seffectue selon une
séguence inverse de celle de la déshydratation. Elle consiste en deux bains de Xyléne, puisen
bains d'acool de degrés décroissant (de 100°, 90°, 70°, a50°) (figure 24).
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Figure 24: Bains de xyléne de circulation a gauche et d’alcool a droite.

4.7. Coloration topographique et Déshydratation

La coloration topographique de Trichrome de Masson a été choisie pour la coloration des
échantillons car elle permet de mettre en évidence (gréce aux colorants utilisés) le noyau en
noir, le cytoplasme acidophile et e nucléole en rose, les sécrétions sont soit rouges soit vertes
en fonction de leur nature, les muscles sont rouges et les fibres de collagenes sont vertes.
Cette coloration est suivie d' une déshydratation dans des bains d'alcool éthylique a degrés
croissants (50°, 70°,90°, 100°) (Figure 25).

Figure 25 : Série d’une coloration topographique.

A : Hématoxyline ; B : Fuchsine Ponceau ; C : Eau Acétifiée ; D : Acide
Phosphomolybdique ; E : Eau Acétifiée; F: Vert Lumiére; G : Eau Acétifiée.
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Figure 26 : Maquette de déshydratation.
A: Alcool 100°, B: Alcool 90°, C: Alcool 70°.

4.8. Observation deslames

L’ observation des lames se fait a |’aide d’'un microscope photonique de type optica qui
permet d observer toute variation ou modification des structures histologiques des testicul es et
épididymes. Des photographies sont prises gréce a un appareil photo numérique, de ce fait le
grossissement de |’ observation change et est calculé de lamaniére suivante :

G=| Vobj x Vz x Agrandissement de |’ appareil

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

5.Etude statistique

Les variables (poids vifs, poids des épididymes) obtenus durant cette éude ont été soumis
a une anayse 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 chague parametre, suivie
par lavaleur del’ erreur standard liée &la moyenne ESM.
La validité statistique des différences entre les moyennes est évaluée d'aprés le test
d’ANOVA rédisés a I'aide d'un logicidle informatique OriginLab 2007 et la valeur des
probabilités p:
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— Si p<0.001 : Ladifférence est hautement significative=****
— Si p<0.01: Ladifférence est trés significative=***

— S p<0.02 : Ladifférence est significative=**

— Si p<0.05: Ladifférence est peu significative=*

— Si p>0.05: Ladifférence est non significative
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Les résultats obtenus durant notre expérimentation portent sur les paramétres
macroscopiques, a savoir : le poids corporel, le poids testiculaire, le poids testiculaire relatif,
le poids épididymaire et le poids épididymaire relatif, ains que sur les paramétres
mi croscopiques révélant la structure histologique des testicules et des épididymes.

1. Résultats de |’ étude macr oscopique
L’ étude macroscopique porte sur I’ évaluation des effets de I” huile essentielle d’ Eucal yptus
globulus sur les poids corporel, testiculaire et épididymaires, ainsi que la détermination des
poids gonadiques relatif a 100g de poids corporel en fonction du temps et du traitement
administré.
1.1. Poids corpored
Le poids corporel des lapins infantiles témoins et traités par I'huile essentielle

d’ Eucalyptus globululs sont présentés dans la figure 27.
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Figure 27 : Poids corporels des lapins infantiles témoins et traités par |I'huile essentielle
d’ Eucalyptus globulus.

Nous avons constaté que le poids corporel des animaux témoins et traités augmente en
fonction du temps, avec augmentation plus importante chez ceux traités par rapport aux
témoins.

L’ écart entre le témoin et le traité est plus important en fonction du temps et du traitement
administré. En effet, il est respectivement de 0,04 ; 0,06 ; 0,11 et 0,12.

43



ChapitrelV Résultats et discussion

L’ écart entre les traités augmente également en fonction du temps et en fonction de la dose

gu’ on aragjoutée, il est de 0,10 au début du traitement et 0,12 alafin du traitement.

1.2 Evolution du poidstesticulaire
Poids du testicule en gramme est exprimé par la valeur moyenne + |’ erreur standard a la

moyenne (ESM).

1.2.1 Poids destesticules droits et gauches
Les des testicules droits et gauches des lapins infantiles témoins et traités par |'huile

essentielle d’ Eucal yptus globululs sont présentés dans lafigure 28.
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Figure 28: Les poids moyen des testicules Gauches et droits des lapins infantiles témoins et
traités par I huile essentielle d’ Eucal yptus globulus.

J5: Traité par L’'Eucalyptus globulus a la dose 200ul /kg ; J10: Traité par deux doses
d’ Eucalyptus globulus 200u/kg et 300p/kg ; J15: Traité par trois doses d’ Eucalyptus globulus
200u/kg ; 300u/kg et 400ul /kg.

Les valeurs moyennes du poids des testicules gauches sont 1égérement plus élevées que
ceux des testicules droits chez les différents lots témoins et traités.

1.2.2 Poidstotal destesticules deslapins
Le poids total des testicules des lapins infantiles témoins et traités par |’ huile essentielle
d’ Eucalyptus globululs sont présentés dans la figure 29.
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Figure 29: Poids total des testicules des lapins infantiles témoins et traités par |'huile
essentielle d’ Eucal yptus globul us.

J5: Traité par L’'Eucalyptus globulus a la dose 200ul /kg ; J10: Traité par deux doses
d’ Eucalyptus globulus 200u/kg et 300p/kg ; J15: Traité par trois doses d’ Eucalyptus globulus
200u/kg ; 300u/kg et 400ul /Kkg.

* . différence significative entre les valeurs moyennes du poids testiculaires total des témoins
et destraités J10.

Le poids total des testicules augmente durant toute I’ expérimentation chez les lots traités et
témoins. En effet, les témoins des lapins infantiles présentent un écart de 0,14 et ceux traités
présentent un écart de 0,22.

Néanmoins I’ augmentation est plus importante chez les traités que chez les témoins, avec
un écart qui varie entre 0,184 et 0,258.

Une différence hautement significative (P<0.001) est observée entre les valeurs moyennes

des poids testiculaires totales des |apins témoins et ceux traités a J10 et J15.
1.2.3 Poidsrelatifs destesticules deslapins

Le poids total des testicules des lapins infantiles témoins et traités par |’ huile essentielle

d’ Eucalyptus globululs sont présentés dans la figure 30.
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Figure 30: Poids relatif des testicules des lapins infantiles témoins et traités par |’ huile
essentielle d’ Eucal yptus globulus.
J5: Traité par L’'Eucalyptus globulus a la dose 200ul /kg ; J10: Traité par deux doses
d’ Eucalyptus globulus 200u/kg et 300p/kg ; J15: Traité par trois doses d’ Eucalyptus globulus
200u/kg ; 300u/kg et 400ul /Kkg.
* . différence hautement significative entre les valeurs moyennes du poids tésticulaire total
des témoins et des traités J10.
* . différence significative entre les valeurs moyennes du poids testiculaires total des témoins
et destraités J15.

Le poids relatifs des testicules augmente durant toute I’ expérimentation chez les | ots traités
et témoins. En effet, les témoins des lapins infantiles présentent un écart de 0,013 et ceux
traités présentent un écart de 0,025.

Néanmoins |’ augmentation est plus importante chez les traités que chez les témoins, avec
un écart qui varie entre 0,024 et 0,027.

Une différence significative (P<0.02) est observée entre les valeurs moyennes des poids
relatifs 21009 de poids vif des testicules des lapins témoins et des traités a J10.

Une différence hautement significative (P<0.001) est observée entre les vaeurs

moyennes des poids relatifs a 100g de poids vif des testicules des lapins témoins et des traités
aJis.
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1.3. Evolution du poids épididymaire

Le poids de I'épididyme, en gramme (g), est exprimé par la valeur moyenne * |’ erreur
standard liée ala moyenne (ESM).
1.3.1 Poids des épididymes gauches et droits deslapins

Le poids des épididymes gauches et droits des lapins infantiles témoins et traités par

I” huile essentielle d’ Eucal yptus globulus sont présents dans lafigure 31.
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Figure 31 : Poids moyen des testicules gauches et droits des lapins infantiles témoins et

traités par I huile essentielle d’ Eucal yptus globulus.

J5 : Traité par L’eucalyptus globulus a la dose 200ul /kg ; J10 : Traité par deux doses
d’eucalyptus globulus 200ul /kg et 300u/kg ; J15 : Traité par trois doses d Eucalyptus
globulus 200ul /kg ,300pul /kg et 400ul /kg.

Les valeurs moyennes du poids des épididymes gauches sont plus élevées que ceux des

épididymes droits chez les différents |ots témoins et traités.

1.3.2 Poids épididymair e total

Poids épididymaire total des lapins infantiles témoins et traités par |'huile essentielle

d’ eucal yptus globulus sont présents dans lafigure 32.
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Figure 32 : Représentation graphique du poids épididymaire total des lapins infantiles
témoins et traités par I huile essentielle d’ eucal yptus globul us.

J5 : Traité par I’Eucalyptus globulus a la dose 200ul /kg ; J10 : Traité par deux doses
d’ Eucalyptus globulus 200ul /kg et 300u/kg ; J15 : Traité par trois doses d Eucalyptus
globulus 200ul /kg ,300pul /kg et 400ul /kg.

* . différence peu significative entre les valeurs moyennes du poids épididymaire total des

témoins et des traités J15.

Le poids épididymaire total augmente durant toute |’ expérimentation chez les lots traités et
témoins. En effet les témoins des lapins infantiles présentent un écart de 0.12 et ceux des

traités présentent un écart type de 0.20.

Cependant I’ augmentation est plus importante chez les traités que chez les témoins avec un

écart qui varie entre 0.13 et 0.30.

Une différence peu significative (P<0.05) entre Poids épididymaire total des épididymes

des lapins traités et témoins au J15.

1.3.3. Poidsrelatifs épidiymair es

Le poids relatif a 100g de poids corporel des épididymes des lapins infantiles témoins et
traités par I huile essentielle d’ Eucal yptus globulus sont présents dans la figure 33.
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témoin
mtraité

Temps

J5 J 10 Jis

Figure 33 : poids relatifs des épididymes des lapins infantiles témoins et traités par | huile
essentielle d’ Eucal yptus globulus.

J5 : Traité par L’ Eucalyptus globulus a la dose 200ul /kg ; J10 : Traité par deux doses
d’ Eucalyptus globulus 200ul /kg et 300u/kg ; J15 : Traité par trois doses d Eucalyptus
globulus 200ul /kg ,300pul /kg et 400ul /kg.

* . différence hautement significative entre les valeurs moyennes du poids relatif

épididymaire destémoins et des traités J10.

Le poids relatif augmente durant toute |’ expérimentation chez les lots traités et témoins.
En effet les témoins des lapins infantiles présentent un écart de 0.014 et ceux des traités

présentent un écart type de 0.021.

Néanmoins I’ augmentation est plus importante chez les traités que chez les témoins avec

un écart type qui varie entre 0.016 et 0.027.

2. Reésultatsdel’ étude microscopique
L’ étude microscopique porte sur |’ observation de la structure histologique des testicules et
des épididymes des lapins méles infantiles traités et témoins sous microscope photonique au

fort grossissement.

2.1. Etude histologique des testicules des lapins

A la naissance, I'animal dispose d'un faible stock de cellules souches appelées
spermatogonies, qui vont subir la spermatogenese a partir de la puberté et assurer ains la
formation des gamétes méles ou spermatozoides tout au long de la vie du méle. Le cycle
spermatogénique représente |I'ensemble des divisions et des différentiations cellulaires

aboutissant ala formation des spermatozoides (Boussit, 1989).
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La structure histologique des testicules révéle une grande variabilité entre les lapins de

lot témoin et les lapins des lots traités par I’ Eucal yptus globulus aux différents traitements.
Les structures histologiques des groupes expérimentaux (D1, D2, D3) et de groupe
témoin (T) observé au microscope photonique au fort grossissement pour les lapins agés d' un

Mois est représentées dans lafigure 34.

2.1.1. Histologie des testicules des lapinsinfantiles témoins
La structure histologique des testicules des lapins témoins infantiles (figures 34 T),

révele une grande variabilité de laforme de tubes séminiféres qui sont dépourvus de lumiere.

En effet I’ observation au fort grossissement, révéle un épithélium séminifére constitué
par les deux types cellulaires classiques du tube séminifére, les cellules de lalignée germinale
ou spermatogonie et les cellules somatiques épithéliales de Sertoli. Les spermatogonies sont
des cellules peu volumineuses, a noyau arrondie et une chromatine condensé et tres colorée

qui sont distribuée sur toute la section du tube, au centre et /ou ala périphérie.

Les cellules de Sertoli sont des cellules de grande taille qui reposent sur lalame basale
du tube séminifére et qui s éendent jusgu’'a sa lumiére. Elles sont reconnaissables a leurs

noyaux aencoches, de forme irréguliere, conique, pyramidale, ou triangulaire.

Entre les tubes séminiferes, est visible un espace interstitiel important et richement
vascularisé contenant les cellules de Leydig. Au fort grossissement, les cellules de Leydig
apparaissent organisées en amas ou dispersees dans la trame conjonctive de cet espace. Des
cellules fusiformes appelées cellules péritubulaires ou cellules myoides entourent les tubes

séminiferes (figure 34 T).
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Figure 34 : Coupes histologiques des testicules des lapins infantiles pour lot T ; D1 ; D2;
D3.

Sg : spermatogonie ; cs: cellule de Sertoli ; sc: spermatocytes ; cm : cellule myoide ; CL.:
cellule de Leydig; TS: tube séminifere T : Témoin; D1: 200ul/kg ; D2: 200ul/kg et
300ul/kg ; D3: 200ul/kg, 300ul/kg et 400ul/kg.

2.1.2. Histologie des testicules des lapinsinfantilestraités

La structure des testicules des lapins traités par I” huile essentielle d’ Eucal yptus globulus
révele la mise en place de la lumiére au niveau de tous les tubes séminiféres avec un
épithélium constitué de cellules de Sertoli a noyau triangulaire et de spermatogonies a noyaux

ronds condensés.

Néanmoins, nous avons observé |’ apparition des premier spermatocytes | a noyaux
volumineux, décondensés et grossiers dans quelques tubes séminiferes chez les animaux
traité par la dose 1, tandis que chez ceux traités par la doses 2 et 3 présentent un nombre

important de spermatocytes | dans la plus part les tubes séminiféres (figure 34 D1).
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L’ espace interstitiel des lapins traités par |'huile essentielle d’Eucalyptus globulus
diminue sous I’ effet du développement des tubes séminiféres et prend progressivement la
forme triangulaire. Il est constitué des cellules de Leydig qui sont organisées en amas ou bien

dispersées dans cet espace et des cellules péritubulaires qui entourent les tubes séminiferes.

2.2. Etude histologique épididymaire

L’ épididyme du lapin infantile est un canal fortement pelotonné qui est subdivisé en trois
grandes parties : une téte qui coiffe le testicule et constitue I’ épididyme proximal, un corps

effilé et une queue épaisse qui représente I’ épididyme distal.

L’ observation au microscope photonique nous a permis de distinguer des différences de

I’ organisation de la structure histologique des épididymes.

2.2.1. Epididymes des lapins témoins

L’ épididyme proximal et distal des lapins infantiles, apparaissent au faible grossissement
formés d'un ensemble de tubes coupés transversaement, longitudinaement et
tangentiellement. Ces tubes baignent dans un tissu conjonctif inter tubulaire dense et riche en
fibres de collagene. Au fort grossissement, ces sections sont maintenues entre elles par du
tissu conjonctif inter tubulaire formé de fibres conjonctives éparpillées et dans lequel sont
dispersés des fibrobl astes et des cellules musculaires lisses, ainsi que des vaisseaux sanguins.
Au niveau de I’ épithélium de I’ épididyme proximal, dans la plupart des tubes nous avons
observé un épithélium cubique simple constitué exclusivement de cellules principales a
I’ exception de certains tubes qui montrent quelques cellules basales. La lumiere des tubes
apparait vide et dépourvue de spermatozoides. Des stéréocils émanant de |a partie apicale des
cellules principal es sont observées. Chague section épididymaire apparait entourée par une ou
deux couches de cellules musculaires lisses trés aplaties formant une ceinture au tour du tube

épididymaire (figure35 T).
2.2.2. Epididymes deslapinstraités par I’ Eucalyptus globulus

La structure histologique de I’ épididyme des lapins traités par I’ Eucalyptus globulus du
traitement administré montre au fort grossissement un tissu conjonctif inter tubulaire qui
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contient des fibres conjonctives qui apparaissent mieux organisees par rapport aux témoins,

des cellules musculaires, des fibroblastes et des vaisseaux sanguins.

L’ épithélium de ces tubes est prismatique, alors qu'il été cubique chez les lapins témoins.
Chez les animaux traités au J5 par la dose 1 (200ul/kg), cet épithélium est constitué de
cellules principales occupant presque la totaité de la surface. A la base de ces cellules, se
trouvent des cellules basales réparties de facon discontinue pour certains tubes. La lumiére du
tube apparait vide et dépourvu des spermatozoides dans la quel des stéréocils un peu grands

localisés au niveau apical des cellules principales. (Figure 35 D1)

Pour les|apins traités au J10 uniquement par ladose 2 (200 ul/kg et 300ul/kg), la structure
histologique de I’ épididyme présente des variations par rapport aux lapins témoins et traités
par une seule dose de (200ul/kg). En effet, I épithélium est prismatique alors qu’il été cubique
pour les lapins témoins, et est constitué de cellules principales avec des stéréocils plus grands
et plus nombreux, des cellules basales qui apparai ssent en abondance par rapport a ceux du lot
deladose 1 (200ul/kg) ainsi gu’ une présence des cellules étroites.

La lumiére du cana épididymaire est vide, dépourvu des spermatozoides et plus réduite par

rapport a ceux du lot témoin sous I’ effet du dével oppement de son épithélium (figure 35 D2).

Tans dis que I'épithédlium des animaux traités par 3 doses (200ul/kg, 300ul/kg et
400ul/kg), est de type pseudo stratifié prismatique avec une hauteur plus grande gque les autres
lots traités, est constitué de cellules principaes avec des stéréocils plus grands et plus
nombreux, des cellules basales qui apparaissent en abondance par rapport aux autres traités
ainsi qu’une présence des cellules étroites.

La lumiére du canal épididymaire est vide, dépourvu des spermatozoides et de plus en plus
réduite par rapport a ceux du lot témoin sous I’ effet du développement de son épithélium
(figure 35 D3).
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Figure 35 : structure histologique de I’ épididyme des lapins infantiles témoin et traités par
I” huile essentielle d’ Eucal yotus globulus au grossi ssement (10* 40).

CP: cdlule principale ; CB: cellule basale ; Lu: lumiére epididymaire ; ST: stéreocils ; TC :
Tissu conjonctif ; T: témoin ; D1: 200ul/kg ; D2: 200ul/kg et 300ul/kg; D3: 200ul/kg,
300ul/kg et 400ul/kg.

3. Discussion
Les résultats obtenus dans cette étude, montrent un développement et une augmentation
progressive du poids corporel, poids des structures gonadiques des lapins infantiles traités par

I" huile essentielle d’ Eucal yptus globlulus.

En effet, les résultats de I’ é&tude macroscopique (poids corporel, poids testiculaire et
épididymaire) montrent que les lapins traités par | huile essentielle d’ Eucalyptus globulus ont
des vaeurs plus élevées que les lapins témoins d’ une part. D’ autre part, les effets sont plus

importants chez ceux ayant recu plusieurs doses.
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La croissance pondérale d un animal est un caractére extrémement variable en fonction des
facteurs génétiques, alimentaires et/ou environnementaux. (Piles et al., 2003).

La croissance pondérale d’un animal résulte d’ un développement en poids de chacun des

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

Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par Haeri et al., (2006) sur |’ effet de | huile
essentielle de la sarriette (Satureja khuzestanica) sur lafértilité des rats males, administrée par
voie orale ceux de 75, 150 et 225 mg / kg / jour pendant 45 jours. lls ont constaté une
amélioration considérable de tous les paramétres évalués tels que la puissance, la fécondité,

I'indice defertilité et lataille delalitiére.

Selon Nassem et al. (1998), des extraits de graines de Momordica Charantia testés chez
des rats pendant 35 jours ont montré une augmentation du poids épididymaire, ce qui montre

sa propriété androgenique.

L’ augmentation du poids absolu du testicule et de I’ épididyme pourrait étre due a une
biosynthése accrue des androgénes comme en témoigne une augmentation accrue des taux
seriques de testostérone chez des rats expérimentaux traités par du Zingiber.

(Prinset al., 1991 ; Kamtchouing et al., 2002).

A l'inverse, les résultats obtenus par Bashandy (2007), démontrent qu'il y'a une
diminution significative du poids du testicule aprés 2 mois de traitement par |” huile essentielle

de NigellaSativa par rapport aux rats témoins.

Akdoganet al (2004) rapportent lors de leur éude sur I'effet de I'huile essentielle de la
Mentha piperita sur la reproduction du rat méale elle indique |I'augmentation du diamétre
tubulaire séminifere et que son seul effet sur le tissu testiculaire était I’ arrét de la maturation

dans les tubes séminiféres.

Al-Sa aidi et al (2009) observent lors de leurs études sur I’ effet des extraits alcooliques de
« Nigella Sativa » sur la fertilité du rat, une augmentation significative du poids du testicule,

du diamétre et de I'épaisseur des tubes seminiféres contenant des spermatogonies et
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spermatocytes. Ainsi qu’une augmentation de la hauteur des cellules épithéliales entourant

I’ épididyme chez les groupes expérimentaux.
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Conclusion

Au terme de notre étude sur les effets de I huile essentielle d’ Eucalyptus globulus il en
ressort que le poids corporel, le poids testiculaire ainsi que celui de I’épididyme chez les
lapins infantiles sont plus éleveés respectivement chez les lapins traités par 3 doses puis chez
ceux traités par deux doses et enfin chez ceux traités par une seule dose par rapport au lot
témoin.

Sur le plan histologique, I'huile essentielle d' Ecalyptusglobulus a induit aux niveaux

testiculaires |’ apparition des premiers spermatocytes | dans certains tubes séminiféres dont le

nombre augmente en fonction du traitement administré.

Au niveau épididymaire, I’ épithélium est devenu prismatique pseudostratifie sous |’ action
de I’ huile essentielle d’ Eucalyptus globulus alors qu’il est cubique chez les témoins, avec des

stéréocils et des sécrétions épididymaires plus développé et plus marqué.

De ce fait il semblerait que I” huile essentielle d’ Eucalyptus globulusaurait un effet positif
sur le développement des gonades, la spermatogenéese et la fertilité des lapins mées infantiles.

Afin de compléter cette recherche, il serait de grand intérét de :

e FEtudier les variations hormonales pour appuyer les résultats obtenus ;

e Renforcer cette éude par une étudehistomorphometrique afin d’ étudier les effets de
I"huile essentielle d’'Eucalyptus globulussur des parametres microscopiques (le
diamétre des tubes séminiféres, la hauteur des cellules épithdliales...) ;

e FEtudier I'effet de I'huile essentielle d’'Eucalyptus globulussur |’axe hypothalamo-
hypophysaire.

e Suivre cette expérimentation sur I’ évolution des cellules germinales, sur la qualité et
guantité nucléaire et les mouvements des spermatozoides ;

e FEtudier I'impact des huiles essentielles sur lafertilité delalapine ;

e FEtudier I'effet dans un temps plus large et des doses plus élevées sur un effectif de
lapins plus élevé et d' age différent.
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Annexes

Annexe 1: Fichetechnique d histologie

FichetechniqueN° 1:
Bouin hollande : fixateur (GABE, 1968)
Broyer afroid dans un mortier :
Acétatedecuivre ..............o.eveee. 2549
Eaudistillée..........ccooveevennnn. 100 mi
Adgiter puis gjouter peu apeu :
Acidepicrique..........coocvveiiinnnnnn. 49
Le liquide se conserve indéfiniment.
Filtrer aprés compl éte dissolution et gjouter :
Formal dhéhyde 36- 40% (en solution saturée)............. 10ml
Acide acétiquecristalisable............coceeviiii i, 1ml

FichetechniqueN° 2:

Eau gélatinée de Masson (MARTOJA et MARTOJA, 1967).
Géatineenpoudre............oocvevviiieiineennnen.....0,120,59
Baudistillée.......ccovviiiiii 100 mi

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

Conservation limitée.

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

Les coupes déparaffinées hydratées passent successivement dans:

L’hématoxyline de Grodt.. ...................... 3 minutes.
Lavage al’eau courante ......................... S minutes.
Mélange fuchsineponceau ..................... 5 minutes.
Eau acétifiéeal1%...................ceee.n..... RiNGage.
Orange G ... 5 minutes.

Eau acétifiéeal%............................... Rincage.
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Vet lUMIEre ..o e 5 minutes.

Eau acétifiéeal%............................... Rincage.

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

Les cytoplasmes en rouge vif ou bleu.

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

Premiére solution : Acide sulfuriqueconcentré...............ccccevvevivvineenn .. 0,8 ml
Alundefer.....oo 1g Eau
distillée. ..o, 50 mi

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

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

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

Fuchsineacide..........cooii i 0,19
PONCEAUL. .. ...t 0,29 Eau
distillée....oo 300 ml

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

Conservation illimitée

Orange G (MARTOJA et MARTOJA, 1967) :

Acide phosphomolybdique ou phosphotungstique.....................3a5g Eau
AiStill@e. .. e 100 ml Orange

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

Vert lumiére

Eau distillée

ACIHE ACEHIQUE. .. .. et et e e e e e e

Conservation illimitée



Résumé

L'objectif de cette éude est de déterminer les effets de I’ huile essentielle d’ Eucal yptus globulus
atrois doses différentes sur | es paramétres macroscopi ques et microscopiques deslapins malesinfantiles
de la population synthétique. Notre étude porte sur 30 lapins répartis en 2 lots un lot témoin et un lot
traités et chague 5 jour nous avons pese et sacrifié 5 lapins et gjouter une autre dose. Les gonades sont
rapidement prélevées, dégraissées puis pesees et fixées pour I’ étude histologique. Les résultats obtenus
révélent que le poids corpord, le poids testiculaire ains que celui de I’ épididyme chez les lapins
infantiles sont plus élevés respectivement chez les lapins traités par 3 doses puis chez ceux traités par 2

doses et enfin chez ceux traités par une seule dose par rapport au lot témoin.

Histol ogiquement, nous avons constaté |’ apparition des premiers spermatocytes | danslestubes
séminiféres, dont le nombre est élevé en fonction du traitement administré ainsi que des modifications
aux niveaux de I’ épithélium épididymaire avec augmentation de la hauteur et nombre de stéréocils qui

témoigne le déclenchement de I’ activité séerétoire des cellules épididymaires.

Mots clés : lapins méles ; épididyme ; reproduction, testicule, I’ huile essentielle, Eucalyptus

globulus.

Abstract

The objective of this study isto determine the effects of Eucal yptus globulus essential oil at
three different doses on the macroscopic and microscopic parameters of male infant rabbits
from the synthetic population. In our study, 30 rabbits were divided into two batches, a control
and a treated batch, and every 5 days we weighed and sacrificed 5 rabbits and added another
dose. The gonads were quickly removed, defatted, weighed and fixed for histologica study.
The results obtained show that the body weight, testicular weight and epididymis weight of the
infant rabbits are higher in the 3-dose treated rabbits, then in the 2-dose treated rabbits and
finally in the single-dose treated rabbits compared to the control |ot.

Histologically, we observed the appearance of the first spermatocytes | in the seminiferous
tubules, the number of which was elevated according to the treatment administered, as well as
changes in the epididymal epithelium with an increase in the height and number of stereocilia,

which testifies to the initiation of secretory activity of the epididymal cells.

Key words: male rabbits; epididymis; reproduction, testis, essential oil, Eucal yptus globulus.







