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INTRODUCTION 

Dans le cadre de l'endocrinologie sexuelle, les recherches expérimentales 

concernant l'Embranchement des Annélides ont montré, dans la Classe des Poly- 

chètes, une action inhibitrice du cerveau sur la gamétogenèse chez les Nérei- 

dae (DURCHON, 1951-1952 ) ou stimulatrice chez les Ardnicolidae (HWIE, 1959 - 
à 1966). Une influence gonadotrope du cerveau sur la spermatogenèse est mise 
en évidence par HERLANT-mEWIS (1959) et SAUSSGY (1963 ) chez les Lumbricidae 

(Oligochètes). La classe des Hirudinées a donné lieu jusqu'à présent à peu 

de recherches expérimentales ; on peut citer les travaux dlHAGADORN sur 

Theromyzon rude (~aird) (1962) (~irudinée Rhynchobdelliforme) et Hirudo medi- 

cinalis (L. ) (1966 ) (~irudinée Gnathobdellif orme ) . Les expériences entre- 
prises consistent en des ablations de cerveaux suivies ou non de greffes ou 

d' injections d'homogénats de cerveaux. Elles mettent en évidence une action 

stimulatrice du systéme nerveux central sur la gamétogenèse. Nous avons repris 

cette étude expérimentale chez Hirudo medicinalis (L.) afin de préciser cette 

action gonadotrope du cerveau en employant une autre technique : la culture 

organotypique. Dans ce but, pour avoir des animaux à diffdrents stades de 

développement génital à toutes les époques de l'année, nous avons essayé de 

bloquer ou au contraire d'activer la maturation génitale en sownettant les 

sangsues à des températures variées. 

Dans ce travail seront étudiées d'une part les modifications apportées 

au cycle génital et aux cellules neurosécrétrices du cerveau par les varia- 

tions de température et d'autre part les résultats obtenus en culture orga- 

notypique en ce qui concerne le déterminisme endocrine de la maturation 

génitale .x 

X 
Je tiens à remercier Madame L. PEUNIER pour l'aide technique efficace qu'elle 
m'a apportée au cours de ce travail. 



I~ Partie 

INFUIENCE DE LA T%MPERATURE, DE LA LüMIERE ET DU 

JEüNE SUR LA GAMETOGENESE ET L'ACTIVITE NEUROSECRETRICE 

DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL 



1 - INFLUENCE DE IA TEMPERATURE, DE IA W M I a  ET DU JEUNE SUR LA GAMETOGENESE 

A - Organisation de l'appareil génital et gamétogenèse 
H. medicinalis est hermaphrodite protandre. 

1 - Rappel anatomique 
L'appareil génital mâle comprend généralement 9 paires 

de testicules sphériques, situées respectivement dans chaque somite à partir 

du ~ 1 1 ~ .  Les deux rangées de testicules sont drafnées chacune par un canal 

déférent. Les canaux déférents droit et gauche sont sensiblement parallèles. 
e 

Avant de s'unir sur la ligne médiane au niveau du X somite, ils présentent 

une région pelotonnée : l'épididyme et enfin une région renflée et muscu- 

leuse : le canal éjaculateur. A l'atrium fait suite un long gnis exsertile 

dont la région proximale, cylindrique, comporte, autour d'un étroit canal 

bordé d'un épithélium unistratifié, une couche musculaire très riche en 

capillaires, formant un tissu érectile. 

Dans l'épaisseur du fond de l'atrium se trouve un bouquet de cellu- 

les glandulaires débouchant isolément dans la cavité du pénis et nommées 

glandes de Cowper. De grosses cellules glandulaires, entourées de tissu 

conjonctif forment une sorte de cape autour de la partie globuleuse et 

postérieure de l'atrium ; cette glande appelée prostate se compose de cellu- 

les déversant leurs produits dans la lumière de l'atrium. 

Les organes &nitaux femelles sont concentrés à l'intérieur du 

 XI^ somite. Ils sont formés de deux cordons ovariens renfermés chacun dans 
un ovisac sphérique d'où part un canal évacuateur qui se réunit bientôt à 

son homologue pour former un oviducte impair à parois épaisses. Cet oviducte, 

entouré d'une masse glandulaire ovoïde (glande albumineuse) dans laquelle 

on distingue des cellules séreuses, aboutit à un grand sac ovorde à parois 

épaisses : le vagin, pourvu d'une puissante musculature. 

2 - La spermatogenèse 
 étude de la structure du sac testiculaire a été faite 

par I.A. SCRIBAN et H. AUTRUM (Handbuch der Zoologie de W. Kukenthal et 

T. Krunbach) qui décrivent en outre quelques étapes de la spermatogenèse. 

 étude complète de celle-ci a été réalisée par 0. TUZET (Traité de Zoologie 
de P.P. GRASSE). 



D'après SCRIBAN e t  AUTRUM, l e s  cel lules  souches des spermatogonies 

s ' i so lera ien t  à un stade t r è s  précoce de l a  paroi t e s t i cu la i r e  e t  seraient 

l ibérées dans l e  tes t icu le .  Les ce l lu les  provenant de l a  divis ion d'une 

spermatogonie souche restent  attachées l e s  unes aux autres formant a i n s i  

un groupe où tous les  constituants sont au même stade (groupe isogénique ) . 
La division des spermatogonies, disposées en un massif de 32 éléments autour 

d 'un rel iquat  cytoplasmique réduit ( l e  cytophore ) , donne 64 spermatocytes 1 

autour d'un cytophore beaucoup plus important. Les deux divisions de matura- 

t ion  donnent des spermatocytes II e t  des spermatides attachées à un cytophore 

qui a augmenté de t a i l l e  e t  régularisé ses  contours. On obtient finalement 

256 spermatozoTdes qui restent  fixés un cer tain temps au cytophore. Le tes-  

t i cu le  contient, outre l e s  cel lules  germinales des phagocytes de t a i l l e  

variable dont l e s  plus grands ont généralement deux noyaux. 

Le cycle annuel a é té  étudié par 1 .R. HAGADORN (1% b) i Ohea l a  

plupart des animaux, l e s  spermatozoïdes apparaissent en Mai, certains sont 

déjà  présents en Mars ; i ls disparaissent en Novembre. Nos propres observa- 

t ions confirment ces r é su l t a t s .  Dans son étude, HAGADORN, en se  basant sur 

l'examen de f r o t t i s  tes t icu la i res  au microscope à contraste de phase, dis- 

tingue 4 stades dans l a  spermatogenèse. 

- stade 1 : pe t i t s  groupes d'environ 1 à 64 cel lules  

- stade 2 : groupes isogéniques plus importants avec environ 

64-128 ou plus de cel lules .  Les ce l lu les  en développement sont grandes, ron- 

des e t  ont un cytophore relativement important. Le cytophore, quand il e s t  

présent, n '  e s t  pas proéminent. 

- stade 3 : grands groupes isog&niques : l e s  cel lules  en 

développement sont pet i tes ,  e l l ipt iques e t  ont peu de cytoplasme. Le cyto- 

phore e s t  proéminent. Les premiers signes de développement des f lage l les  

sont évidents dans certains cas. 

- stade 4 : grands groupes isogéniques avec cytophore proé- 

minent ; l e s  f lage l les  des spermatozoïdes sont entièrement développés. 

Dans notre étude, l a  spermatogenèse a également é t é  scindée en 

4 stades (planche 1 e t  planche 2, f i g ,  1 ) .  Ces stades, déterminés d'après 

des coupes histologiques ont des l imites  plus précises mais se  superposent 

assez bien aux stades décr i t s  par HAGADORN. 



- stade 1 : groupes isogéniques de spermatogonies autour 

d'un cytophore t r è s  rédui t .  En pratique, lorsque des comptages sont effectués, 

seuls sont retenus l e s  groupes ayant au moins 4 cel lules .  

- stade 2 : l e  cytophore e s t  t r é s  net,  dense e t  l e s  ce l lu les  

génitales sont de grande t a i l l e .  Nous avons dans cer tains  cas subdivisé ce 

staùe en : 

- stade 2 a : spermatogonies de dernière génération ---------- 
- stade 2 b : spermatocytes 1 en prophase de méYose. --------- 

- stade 3 : spermatocytes II e t  spermatides jusqu'au stade 

montrant 1 ' ébauche du f lage l le .  

- stade 4 : spermatozoïdes ayant acquis leur  structure 

déf in i t ive  mais encore attachés au cytophore. 

2 
Au cours de ce t te  spermatogenèse l e  cytophore présente une évolu- 1 I r  - 

1 

t i on  caractéristique. Au stade 2,  il e s t  dense e t  de structure homogène. De . 

forme arrondie au stade 2 a ,  il prend une forme @;énéralement allongée 

(Planche 1 )  au stade 2 b, par su i t e  d'une croissance rapide. Au stade 3, l a  

densité du cytophore diminue surtout dans l a  pa r t i e  centrale ; sa  t a i l l e  a . -. 

fortement augmenté e t  sa section e s t  presque c i rcu la i re .  Lorsque l e s  sper- 

matozoYdes sont sur l e  point de se détacher du cytophore, ce dernier commence 
. 7-  

à dégénérer ; des vacuoles apparaissent (Planche 3 ,  f i g  . 4 ) . 
3 -  ovogenèse 

Dans chaque ovisac se trouve un ovaire qui se  présente 

sous l 'aspect  d'un cordon plein e t  pelotonné renflé  aux extrémités. Il e s t  

constitué de deux part ies  symétriques par rapport au centre dans lesquelles 
1 

, . 
1' évolution des cel lules  germinales e s t  identique . A 1' extrémité renflée se :t I 

trouve une grosse ce l lu le  éosinophile qui envoie des ramifications entre  l e s  
. 

ovogonies (Planche 2,  fig. 2 )  e t  dont l e  rôle e s t  encore inconnu. Les ovogo- 

nies  se divisent,  donnant finalement des ovocytes 1 dont quelques uns s ' i s o -  
I 

f 

l en t  vers 1 ' extérieur e t  subissent une croissance privilégiée (Planche 2, 

f i g .  3 ) .  En se rapprochant de l a  par t ie  médiane du cordon on trouve une zone 

de dégénérescence. Une coupe d'ovaire montre des sections des différentes 

zones d'évolution (Planche 2 ,  f ig .  4 )  - 
. 



Pour effectuer une étude expérimentale de la gamétogenèse il est 

intéressant de disposer pendant toute l'année d'animaux ou en activité ou 

en repos génital. Les travaux de IEOPOLSEDER (1931) montrent qu'il est possi- 

ble, chez 1 ' Hirudinée Rhynchobdellif orme Glossiphonia, de retarder la ponte 
d'une quinzaine de jours par un abaissement de la température. Nous avons 

donc essayé d'élever K .  medicinalis, à basse température de manière à empê- 

cher l'évolution gknitaïe ou au contraire de maintenir l'activité génitale 

en les plaçant à température élevée. 

B - Influence de la température d'élevage et de la lumière sur la 
spermatogenèse 

Matériel et techniques 

Les animaux utilisés proviennent du commerce et leur état 

génital est contrôlé à la reception par examen de frottis testiculaires de 

quelques-uns d'entre-eux . 
Pour chaque sangsue en expérimentation, un testicule fixé au Carnoy 

ou au Bouin-Hollande, est débité en coupes sériées de 6 ou 7 p d'épaisseur. 

LR powcentage des éléments des différents stades est déterminé en comptant 

tous les groupes isogëniques situés respectivement dans 30 champs microsco- 

piques entièrement occupés par le contenu testiculaire et pris au hasard. 

Le comptage est effectué en employant l'objectif 5 et les oculaires 6 du 
microscope binoculaire Stiassnie. Un oculaire présentant un réticule de 

100 cases est employé dans le cas où le contenu testiculaire est particu- 

lièrement dense. 

1 - Influence d'une température constante de 6 - 7' C et de 

1' obscurité continue 

a) Des sangsues placées en Décembre, c'est à dire à 

une époque de repos génital, à la température de 6 - 7' C ne montrent aucune 

évolution testiculaire et cela tant qu'on les maintient à cette température. 

Les testicules ne contiennent que des groupes isogkniques des stades 1 et 2 

(les stades 2 b étant rares ou inexistants) 

b) Des animaux réceptionnés en fin Février et placés 

à 6 - 7" C montrent une évolution différente selon leur état sexuel. 



. ceux en repos génital ne présentent aucun 
signe d'activation et se comportent comme les sangsues isolées en Décembre. 

. ceux qui se trouvent en début d'activité 
(stades 2 b très nombreux) présentent une régression de leur contenu testi- 

culaire. Les stades 2 b sont progressivement phagocytés et le testicule 

contient alors des cytophores nus (Planche 3, fig. 1). Cet état subsiste 
dans le contenu testiculaire quelques mois après le passage à 6 - 7" C. 

c) Des sangsues, placées en Juillet à 6 - 7" C, c'est 
à dire à une époque où la proportion d'éléments des stades 3 et 4 est élevée, 

présentent une involution testiculaire. Ces animaux fixés en Septembre ne 

contiennent plus que des poupes isogéniques' des stades 1 et 2. 

Donc, des sangsues placées à une température constante de 6 - 7" C 
et à l'obscurité restent ou reviennent à un stade de repos génital ou sinon 

très proche. Il est cependant important de connaître les réactions de ces 

animaux lorsqu'ils sont replacés au bout de quelques mois à la température 

du laboratoire (18 à 20" c). 

2 - Influence d'une élévation de la température sur la sperma- - 
togenèse de sangsues maintenues préalablement à 6 - 7" C 
et à 1 ' obscurité 
Vingt quatre H. medicinalis moyennes sont placées à une 

température constante de 6 - 7" C à la fin du mois de Février. En Mai, trois 

d'entre-elles sont fixées, 5 restent à 6 - 7' C et 16 sont placées à la 

température du laboratoire : 8 à l'éclairement naturel et 8 à l'obscurité 

totale. Pour chacun de ces deux derniers groupes, des fixations sont faites 

à intervalles réguliers : trois sangsues sont fixées le 7e Jour, trois le . . 

lbe et deux le 21e. Les cinq animaux maintenus à 6 - 7" C et à l'obscurité 

sont fixés 27 Jours après le début de l'expérience. 

Pour chaque animal la présence ou l'absence de sang dans le tube 

digestif est notée. 

a) Résultats obtenus avec les animaux soumis à l'éclai- 

rement naturel ( ~ a \ . \ r u  4) 
Les animaux témoins ne montrent que des groupes 

isogeniques des stades 1 et 2 (Planche 3, fig. 1) avec quelques cytophores 
nus résultant de la phagocytose des stades 2 b. Après 7 jours de maintien à 



- 8 -  
Tableau 1 : Influence d'une é16vation de l a  température e t  de l 'éclairement 

..- naturel sur l a  spermatogenèse d'animaux maintenus préalablement 

à 6 - 7" C e t  à l 'obscurité.  

C L 

Durée d ' exposition : hésence de : No-e (ligne supérieure) e t  $ des pourcentages 
à la température : sang dans : des différents  groupes 

du laboratoire e t  à la  : l e  tube : isogéniques 
lumière naturel le  : dtgest i f  :-------------------------------,,- 

1 :  2 :  3 :  4 
--------------------------:-------------:--------:--------:--------:-------- 

: 714 : 17 : - 
: 97,68.: 2 , p  : f 1 .' 

1 1 
( O (Témoins 
( 

( 14 jours 
( 

( 1 
( 1 
( - Il20 1 3 8  1 7  I (  1 
( : 24,54 : 7,77 : 1,43 : 66,26 : , 1 
( 21 jours : I 21,2 : 10,2 : 14,7 : 53,9 
( : 110 : '7'7 : 171 : 254 l : 1 
( : 17,V : E,58 : 27,94 : 41,51 : 1 I l 1 



la  température du laboratoi re  apparaissent des stades 3. Le nombre des stades 

2 &t essentiellement des 2 b s ' e s t  fortement accru ( Planche 3, ~ i g . 2 ) .  

Aprés 14 jours, l e  nombre des s tades  3 a augmenté e t  quelques 

groupes de spermatozo'fdes apparaissent. Les s tades  2 deviennent moins nom- 

breux e t  ne représentent  plus que 12,1$ du contenu t e s t i c u l a i r e  (planche 3, 
f ig.3) proportion qui va peu va r i e r  au cours de  l a  semaine suivante où l ' o n  

observe une maturation importante avec passage des s tades  3 au 

planche 4 donne un q p e r ç u  de  1'6voiution du contenu t e s t i cu l a i r e .  Cet te  

évolution permet de connaetre l a  v i tesse  de  l a  spermatogenèse : en par tant  

des spermatocytes 1 ( s tade 2 b )  on obt ient  des spermatozoYdes en 14 jours 

environ. 

€5) Résul ta ts  obtenus avec l e s  animaux soumis B l 'obscu- 

r i t é  continue 

Comme l e  montrent l e  tableau 2 e t  l a  planche 5, 1'6- 

volution dans ce  cas est l a  même mais l a  proportion de  groupes iaogGniques 

évoluant est moins importante. 

c )  Animaux témoins maintenus à 1 'obscuri té e t  à 6 - 7' C 

Ces animaux, comme l e  montre l e  tableau 3, ne présen- 

t e n t  aucun signe d 'évolution e t  l e  pourcentage des  groupes des stades 1 e t  2 

e s t  vo i s in  de c e l u i  des témoins f i xé s  au moment de  l a  mise des individus à l a  

température du laboratoi re .  

Ces r é s u l t a t s  montrent donc que s i  la  spermatogenèse peut P t r e  bloquQe 

par  l e  f ro id  e t  l 'obscur i té ,  e l l e  peut reprendre à tou t  moment de l 'année lo rs -  

que l e s  sangsues sont  placées & l a  température du labora to i re ,& l a  lumière ou 

à l 'obscur i té .  

3 ) Influence d ' une température élevée s u r  la  spermatogenèse 

Comme il a é t é  dit prdcédemment, l ' a c t i v i t é  gén i ta le  mâle 

présente une période de repos s 'étendant de  Novembre à Mars. Es t - i l  possible, 

dans ce  cas, deme5nten.tr l ' a c t i v i t é  gén i ta le  en élevant des H. medicinalis 

à l a  température du laboratoi re  ? 

Des sangsues de  t a i l l e  moyenne, contenant du sang dans l e  tube 

d iges t i f  sont placées de  Septembre à Février  à la  température du labora to i re  
1 

e t  à l 'eclairement naturel .  Cinq animaux sont f i x é s  tous l e s  mois e t  l e u r  
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Tableau 2 : Influence d'une élévation dv température e t  de l 'obscuri té  continue 
sur l a  spermatogenèse d'animaux maintenus préalablement à 6 - 7* 

e t  à 1' obscurité. 

( : 

O (Témoins) 

( Durée d'exposition : Présence de : Nombre (ligne supérieure) e t  $ : Moyenne des pourcentages 
( à l a  température : sang dans : des différents  groupes a a des d i f fé rents  groupes 

i 
( du laboratoire : l e  tube : isogéniques 

) . i s ogénique s 
( e t  à 1 ' obscurité : digest i f  

) 

( 1 :  2 :  3 :  4 : 2 :  3 :  4 )  
:--------:--------:-------- 

a 

) 
( . 

: 714 : 17 : 
) 

( 
: 97,68:  2,32 : 

) 
( 
( 
( : 3 4 9  : 96 : . w 05,6 : 14,4 : : O )  
( : 78,43 : 21,57 : t ) 
( d 

: 492 : 118 : ( h 

( : 80,66 : lg,34 : t 

( J 
( ) 
( ) 
( - : 424 : 159 : 26 ) 
( : 69,62:  2 6 , l l :  4 ,27 :  1 
( 1 
( 7 j o u r s  : 3 2 2  : 2 9 l  : @ : : 6 4 , 7 : 3 0 , 4 :  4 , 9  O ) 
( * : 47,49 : 4 2 , P  : 9,58 : 1 
( 
( : 535 : 155 : 5 : ) 
( : 76,98 : 22,30 : 0,72 : D 

( ) 

( 1 
( II 1 
( : 3 3 9  : 60 : 3 : 83 : , : .  ) 
( : 6g,g0 : =,37 : 0,62 : 1 1  : . 1 
( 21 jours  : : $ ? , 4  : 10,8 : 6,7 : 30,l 1 
( : 2 3 7  6 3  8 7  :292 :' 1 
( : 34,gO: 9 , 2 8 :  i2,81: 43,01:  ) 
( ) 
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contenu testiculaire examiné grgce à des coupes sériées. 

Résultats : Tous les stades sont présents en Septembre et Octobre 

mais les stades 4 disparaissent en Novembre ce qui montre donc une évolution 

conforme au cycle annuel normal. Les stades 4 réapparaissent en Décembre, 

Janvier et Février. Le tableau 4 rend compte de la proportion des différents 

groupes isogdniques dans le contenu testiculaire des animaux fixés en Jan- 

vier. 

Dans 4 cas sur 5 la proportion des stades 3 et 4 dépasse 50 $, 

ce qui correspond au maxirmun d'activité observé par HAGADQRN chez ces 

sangsues en AG@. 

La spermatogenèse peut donc être continue pendant 11 mois de l'an- 

née si les animaux sont maintenus à une température voisine de 20' C. En 

Novembre la spermiogenèse a présenté une involution. Il est cependant pro- 

bable qu'une température d'élevage plus élevée permettrait le maintien de 

1' activité génitale mâle. 

C - Influence de la température d'élevage et de la lumière sur 
1 ' ovogenèse 
1 - Sangsues élevées à une température constante de 6- 7" C 

Chez tous les animaux observés, l'ovogenèse est bloquée 

et l'arrêt des divisions goniales est total. 

Dans ce cas, comme dans celui de la spermatogenèse nous avons 

étudié la réaction des ovaires lorsque les sangsues sont placées à la tem- 

pérature du laboratoire. 

2 - Influence d'une élévation de la température sur 1' ovogenès~ 
de sangsues mainte ue ' 1 c et à if obscurité 

Matériel et techniques : Les ovaires proviennent des 

sangsues sur lesquelles l'étude de la spermatogenèse a été faite précédem- 

ment. Ils sont fixés au Carnoy, débités à 6 ou 7 p et colorés au glychémalun- 
éosine. 

Résultats : Le seul fait important à noter est une 

reprise immédiate des mitoses goniales, que les sangsues subissent ou non 

l'éclairement naturel (tableaux 5 et 6). 



- 13 - 
Tableau 4 : Etat du contenu testiculaire des H. medicinalis élevées - 

à la température du laboratoire et fix6es en Janvier 

( Noxbre (ligne supérieure) et $ : Moyenne des pourcentages 
( des différents groupes des différents groupes 

i 
( isogéniques isogéniques 
(-----------------------------------:----------------------------------- 
( 1 :  2 :  3 :  4 :  1 :  2 :  3 :  4 )  
(--------:--------:--------:--------:--------:--------:--------:-------- 
( 

1 

( 
1 

( 191 : 138 : 264 : 115 : ) 
( 26,98 : 19,49 : 37,29 : 16,24 : 1 \ 



Tableau 5 : Influence d'une élévation de la température et de l'éclai- 
rement naturel sur l'ovogenèse des animaux maintenus pré- 
alablement à 6 - 7" C et à 1' obscurité. 

/ 

( Durée d'exposition à la : Présence de : Nombre de mitoses ) 
( température du laboratoire : sang dans le : ovogoniales ) 
( et à la lumière naturelle : tube digestif : dans les 2 ovaires ) 
(-------------------------------:---------------:--------------------- 1 

7 jours 

t 
( 14 jours 

i 
( 

1 

( 
( 

1 

( 
1 

( 
( - 

1 

( 
69 ) 

( 
1 

( 
1 

( + 
( 

187 

( 
1 
1 

21 jours 



Tableau 6 : Influence d'une élévation de température et de l'obscurité 
continue sur l'ovogenèse des animaux maintenus préalable- 
ment à 6 - 7' C et à l'obscurité. 

. 
( Durée d'exposition à la : Présence de : Nombre de mitoses ) 
( température du laboratoire : sang dans le : ovogoniales ) 

et à 1' obscurité : tube digestif : dans les 2 ovaires ) 

14 jours 

21 jours 



D - Influence du jeûne sur la gamétogenèse 

1 - Influence du jeûne sur l a  spermatogenèse 

La comparaison des r é s u l t a t s  consignés dans l e s  tableaux 

1 - 2 e t  3 montre que, pour l e s  sangsues élevées à 6 - 7" C e t  à l 'obscur i té ,  

l e s  s tades  2 sont plus nombreux dans l e s  t e s t i cu l e s  des animaux contenant du 

sang dans l e  tube d iges t i f  que dans ceux des animaux à je&. Lorsque l e s  

sangsues sont placées à l a  température du laboratoire,  l e  nombre de groupes 

isog6niques qui passent aux s tades  3 e t  4 e s t  plus important chez l e s  animaux 

gorgés de sang. 

Dans un cas ,  une sangsue à jeûn depuis plusieurs mois, placée à l a  

tempdrature du laboratoi re  e t  à l 'éclairement naturel ,  montre après t r o i s  

semaines un contenu t e s t i c u l a i r e  composé de 97,4 % de s tades  1 e t  de 2,6 $ 

de stades 4. Donc dans ce cas,  l e s  s tades  2 qui se  trouvaient  dans l e  t e s -  

t i c u l e  l o r s q u ' i l  a é t é  placé à la température du laboratoi re ,  ont tous évolué 

pour donner des spermatozoides, mais l 'animal  se  montre incapable de recons- 

t i t u e r  son stock de spermatocytes 1. 

Ces observations indiquent donc une influence ce r ta ine  du jeûne 

sur  la spermatogenèse, c e t t e  influence se fa i san t  essentiellement s e n t i r  au 

stade 2 .  

2 - Influence du jeûne sur  1' ovogenèse 

 étude des tableaux 5 e t  6 montre que l e  nombre des m i -  

toses  goniales e s t  généralement plus f a i b l e  chez l e s  sangsues à jeûn. 

Conclusion 

Cette étude montre donc que l 'évolut ion de l a  gamétogenèse chez 

H. medicinalis e s t  t r è s  sensible aux var ia t ions  de température. Le repos -. 
géni ta l  peut ê t r e  obtenu en maintenant les animaux à une température cons- > 

t an t e  de 6 - 7" C e t  à l ' obscur i t é .   é activité gén i ta le  peut ê t r e  obtenue 

pendant onze mois de l 'année en plaçant l e s  sangsues à une température 

voisine de 20" C .  

Dans l e  cas du passage des  animaux de 6 - 7' C à la température 

du laboratoi re  pendant 14 e t  2 1  jours, une baisse t r è s  n e t t e  de l ' a c t i v i t é  

géni ta le  mâle e s t  constatée chez l e s  sangsues élevées à 1 ' obscuri té continue 

par rapport à ce l l e s  soumises à l 'éclairement na ture l  (tableaux 1 e t  2 ) .  



Cela se traduit par un faible passage des stades 1 au stade 2, qui se &w- 
mte sur le pourcentage des stades 3 et 4 contenus dans le testicule. Trois 
hypothèses peuvent être retenues pour expliquer cette différence : 

- une action de l'éclairement 
- des variations individuelles dont l'importance n'est pas à né- 

gliger ici, compte tenu du faible nombre d' individus en expérimentation. 

- une action du jeûne qui a des conséquences identiques à celles 

décrites précédemment. 

Cette dernière hypothèse ne peut cependant être prise en considé- 

ration. La comparaison d' individus dans le même état de nutrition montre une 

différence nette en rapport avec l'éclairement. Ce fait ainsi que celui 

relatif à 1' homogdnéité de taille des sangsues en expérimentation, rendent 

l'hypothèse d'un effet modérateur de 1' obscurité totale sur la spermiogenèse 

très plaus.ib1.e. Cependant 1' hypothèse d'une différence due à des variations 

individuelles ne peut être totalement rejetée. Il faut en outre remarquer 

qu'après 7 jours, de maintien à la température du laboratoire, aucune diffé- 

rence n'est constatée entre les deux lots, ce qui suppose une prépondérance 

de la stimulation due à la tempkrature par rapport à celle de lklairement. 

Le jeûne a une action non négligeable sur l'activité génitale, 

ralentissant notablement la spermiogenèse, ce qui nous a incité à n'utiliser 

pour nos expériences que des sangsues gorgées de sang. 

II - INFLUENCE DE IA 'D3MPERATURE ET DE LA LUMLERE SUR L'ACTIVITE DES CELIUIES . 

I.IEuRCiSECRETRICES, DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL ET DES 
. . - 8  . 

GANGLIONS SEGI"ENTAIRES 

Au cours des expériences précédemment décrites, concernant l'ac- '. 3 
7 

1'1 

tion de la température et de la lumière sur H. medicinalis l'évolution des 

cellules neurosécrétrices a été suivie. Une étude anatomique a été en outre . ' 

nécessaire pour localiser les principaux neurones neurosécréteurs, 

A - Anatomie du système nerveux central et des ganglions segmentaires 
L'étude anatomique du collier péri-oesophagien d'~. medicinalis 

a été faite par LIVANW (1904). 

Dans le système nerveux central, des groupes de cellules séparés - 
par des septas conjonctifs, forment des follicules neuroniques. Chez de 



nombreuses Hirudinées Theromyzon rude ( H A W O R N ,  1958 ) , Glossiphonia compla- 
nata (DAMAS, 1966) les follicules des ganglions supra-oesophagiens et swç- - 
oesophagien sont coalescents ; 1' ensemble dans ce cas est improprement appelé 

cerveau. Chez H. medicinalis il n'en est pas de même et ces deux parties 

parfaitement distinctes, sont réunies par des connectifs péri-oesophagiens 

dépourvus de neurones sur une longueur assez importante (Planches 6 et 7). 

1 - Anatomie des ganglions supra-oesophagiens 
1;TVANOV note la présence de 20 groupes de cellules répar- 

tis symétriquement de part et d'autre du plan sagittal. Comme les ganglions 

cdrébroïdes sont constitués de 2 neuromères, chacun d' eux étant composé pri- A 
j 

mitivement de 6 follicules neuroniques, il apparaît donc que certains d'entre 

eux se sont secondairement divisés. La description de ces ganglions donnée 

par LIVANW est schématiquement la suivante : 1 seul groupe neuronique accolé 
? 
-u au plan 'sagittal, latéralement à ce follicule sur la partie ventrale du 

4 
ganglion, 4 paires de groupes neuroniques se succédant jusqu'au connectif l 

e péri-oesophagien ; le dernier groupe étant situé dorsalement entre la 3 et 
la 4e paire. 

Nos propres observations ne confirment cependant pas en totalité 

cette description et nous avons donc repris l'étude anatomique du système 

nerveux central. 

a) Techniques 

Pour cette étude, deux techniques sont employées : 

- d'une part, les ganglions supra-oesophagiens 
• sont reconstitués d'après des coupes sériées de 7 p. d'épaisseur et dessinées 

à la chambre claire sur du carton.  épaisseur de ce dernier a été choisie i 
de manière à respecter le rapport existant entre la surface des coupes et 

leur épaisseur. 

- d'autre part, le système nerveux central, fixé d 

au Bouin-Hollande sans acide acétique ou au formol salé à 10 % (90 ml d'une 1 

solution de Ringer pour Hirudinées + 10 ml de formol) sont colorés in toto il 
au carmin chlorhydrique ou au bleu de méthylène, cette dernière coloration 3 
donnant les meilleurs résultats. . m 

b) Résultats 

Vingt groupes de neurones ont été observés, mais 

leur disposition n' est pas totalement conforme aux descriptions de LIVANOV. 



Nous l e s  numéroterons arbitrairement de 1 à 10, à d r o i t e  e t  à gauche du plan 

s a g i t t a l ,  en partant  d'une par t  de la  l igne médiane vers l e s  connectifs pour 

chaque plan f o l l i c u l a i r e  e t  d ' au t r e  par t  du plan ven t ra l  au plan dorsal .  

Les planches 6 - 7 e t  8 donnent l a  d isposi t ion des  d i f f é r en t s  groupes de 

neurones, Les fo l l i cu l e s  1 à 6 sont s i t ué s  ventralement, mais il fau t  noter 

que l a  posi t ion du fo l l i cu l e  3 n ' e s t  pas f ixe .  Il peut se  placer plus ou moins 

profondément entre  l e s  f o l l i cu l e s  2 e t  4 occupant à l a  l imi te  une posi t ion 

ventra le .  Les fo l l i cu l e s  7 à 10, disposés en croix,  occupent une posi t ion 

plus  dorsale  ; ce t t e  d isposi t ion peut ê t re ,  dans ce r ta ins  cas, légèrement 

perturbée par l e  f o l l i cu l e  3 qui pénètre assez profondément entre l e  7 e t  

l e  8, ce dernier  pouvant dans ce cas venir au contact du 2.  La symétrie par 

rapport  au  plan s a g i t t a l  n ' e s t  pas toujours parfaitement respectée. 

Comme l e  montre la  planche 7, on ne trouve aucun neurone au dessus 

du neuropile dans la région médio-dorsale du cerveau. 

Trois nerfs  émergent ventralement du neuropile, deux dans la  zone 

s i t u é e  en t r e  l e s  f o l l i c u l e s  4,  5 e t  6, l e  troisième sous l e  f o l l i cu l e  6 .  

2 - Anatomie du ganglion sous-oesophagien 

Nos observations confirment c e l l e s  de LIVANOV. Le ganglion 

sous-oesophagien e s t  const i tué  par l a  fusion de 4 neuromères représentés par 

24 f o l l i c u l e s .  Dorsalement il ex i s t e  7 paires de groupes de neurones (Planche ' 

7) numérotés de par t  e t  d ' au t r e  du plan s a g i t t a l  de 11 à 17 en partant  de la  

région antér ieure  vers l a  région postérieure.  Les f o l l i c u l e s  13 e t  15 sont 

quelquefois peu v i s i b l e s  dorsalement. Les fo l l i cu l e s  dorsaux occupent égale- 

ment l e s  parois l a t é r a l e s  du ganglion sous-oesophagien e t  viennent ventrale-  

ment au contact de 5 paires  de groupes neuroniques.ks fo l l i cu l e s  ventraux 

sont symétriques par rapport au  plan s a g i t t a l  où s 'accolent  l e s  f o l l i cu l e s  

19 à 22 d r o i t s  e t  gauches ; l e  18 d r o i t  e t  l e  18 gauche occupent une posi t ion 

l a t é r a l e  e t  antér ieure .  

Le ler neurornère sous-pharyngien s e r a i t  consti tué des fo l l i cu l e s  

11 - 18 e t  19 (D e t  G) , l a s  t r o i s  suivants d'une paire  de fo l l i cu l e s  ventraux 

e t  de deux paires  de dorsaux. 

Les nerfs  émergent dans la zone de contact en t re  l e s  f o l l i cu l e s  

dorsaux e t  ventraux. 

Nous avons constaté que dans cer ta ins  cas, l e s  f o l l i cu l e s  22 D e t  G 

n'occupent pas une posit ion symétrique e t  sont assez imparfaitement s i t u é s  



l'un derrière l'autre, rappelant ainsi la disposition des follicules ventraux 

des ganglions segmentaires. Cette particularité n'autorise cependant pas la 

représentation des follicules ventraux du ganglion sous-cesaphagien sur une 

ligne médiane et impaire comme l'a fait K.H. MANN (1962). 

3 - Anatomie des ganglions segmentaires 
Ils sont constitués de deux paires symétriques de folli- 

cules dorsaux et de 2 follicules ventraux médians et impairs (planches 4 et 5). 

Les ganglions sont réunis par 3 connectifs, 2 très importants et 

symétriques, le troisième médian et de faible diamètre : le nerf de Faivre. 

B - Les différents types de cellules neurosécrétrices, leur locali- 
sation. Jnfluence de la température et de la lumière sur leur 

activité 

1 - Historique 
Chez H. medicinalis la présence de cellules neurosécré- 

trices a été signalée depuis longtemps (B. SCHARREII, 1937). Cependant les 
premiers travaux importants concernant la classe des Hirudinées ne datent que 

de 1958. HAGADORNsignale  en effet chez 1'~irudinée Rhynchobdelliforrne Thero- 

myeon rude (BAIRD) la présence de cellules neurosécrétrices de 2 types : 

cellules -tg colorables par la fuchsine paraldéhyde et 1-i par l'orange G. Il 
décrit en outre un type cellulaire 4 caractérisé par la forte affinité du 
noyau pour l'orange G ,  ce type n'a plus été signalé &ans les publications 

ulterieures de l'auteur ; les cellules peuvent en effet être classées 

suivant leurs réactions cytoplasmiques parmi les cellules ou les neurones 

ordinaires (A). Cet auteur dans le même travail signale ces types cellulai- 
res chez Erpobdella punctata,, Hirudo medicinalis (L. ) et Placobdella papilli- 

fera. La même année (1958) 2 types de cellules neurosécrétrices, basophiles - 
et acidophiles, sont signalés chez Hirudinaria aranulosa (Sav. ) par P.N. 

NAMBUDIRI et K. P. VI J A Y A K R I S W .  

Depuis, un certain nombre d'auteurs ont signalé la présence de l'un 

ou des 2 types cellulaires chez d'autres Hirudinées. Ce sont K. CZECHOWICZ 

(1561-63 ) chez mobdella octoculata (L. ) , Herpobdella testacea f . nigricollis 
(Brandes ) , Gl-ossiphonia c omplanata (L. ) , M. IONESCU VAR0 et A. GRIGORIU (1965) 

chez Trocheta bykowskii (Gedroyc), W. TUMPLING (1965) chez Theromyzon tessu- 

latum (O .F . Müller ) , Glossiphonia complanata (L. ) , Herpobdella octoculata (L. ) 



et Piscicola geometra (L. ) D. DAMAS (1966) chez Glossiphonia cornplanata (L. ) 

et N.K. MISHRA (1967) chez Hirudinaria granulosa (Sav. ). 
I.R. HAGADORN (1966 a) décrit 4 types de cellules chez H. medicinalis 

et complète l'étude histochirnique, entreprise par S. BIANCHI (1964 b ) 

- Cellules * 1 : riches en matériel fuchsinophile, se pré- 
sentant en grandes flaques pouvant s'agréger. La sécrétion est une protéine 

contenant des quantités considérables de cystine, peu de tryptophane et peut 

être quelques parties glucidiques et lipidiques, (BIANCHI ne trouve pas de 

lipides ) . 
- Cellules ~4 2 : cellules contenant des granules fuchsino- 

philes pietits ou moyens. i e  produit de sécrétion s, la même composition chi- 

mique que celui des o( 1. Ce fait permet à HAGADCRN d'émettre l'hypothèse 

qu'il s'agit de 2 phases sécrétoires d'un même type cellulaire. 

- Cellules /a 1 : colorables par l'orange G. La sécrétion 
est une protéine avec un petit groupement glucidique, 

- Cellules f i  2 : colorables par le vert lumière. ïa sécré- 

tion est une protéine avec un petit groupement glucidique et très riche en 

tryptophane ou autre dérivé tri-indolique. 

En 1959, G3GENDR.E signale que les cellules géantes des ganglions 

segmentaires, 

qui élaboreraient des orthophénols voisins de l'adréna- 

line (PEREZ, 1942), contiennent également une enclave paranucléaire spongieuse 

fuchsinophile. Les études de S. BIANCHI,(1964 a) montrent que dans ces cellu- 

les dites de ~etz'uts la substance chromaffine est fluorescente et non le pro- 

duit fuchsinophile. Des études plus récen$es de KERKUT C.A., SEDDEN C.B. et 

WALKER R.J. (1967) semblent indiquer que ces neurones sécrètent de la 

5-hydroxy-tryptamine et non pas de l'adrénaline. BIANCHI (1967 a, b) signale 
en outre qu'il eyiste trois types de cellules fluorescentes chez H. medici- 

nalis. - 
- cellules à fluorescence jaune, élaborant une tryptamine 

- cellules à fluorescence verte, contenant peut-être une 

catécholamine (probablement de 1 ' adrénaline ) 
- cellules à fluorescence jaune pâle : fluorescence due à 

l'interférence de plusieurs substances et probablement de tryptamine et 

de catkcholamine. Pour cet auteur, les cellules à fluorescence jaune et 
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jaune pâle peuvent être comparées aux cellules sécrétrices d'mine de l'olii 

gochète Oct olasium complanatum (BIANCHI, 1967 c ) qui seraient probbablement 
neurosécrétrices. Cependant une réserve doit être faite dans ce cas. En effet, 

les produits sécrétés sont des neurohumeurs et il a été décidé de ne pas 

appliquer le terme de neurosécrétrices aux cellules produisant ces corps* 

2 - Techniques 
Pour l'étude histologique, le système nerveux central 

ainsi que les premiers ganglions segmentaires sont prélevés avec une partie 

des tissus périphériques, fixés au Bouin Hollande sans acide acétique et 

débités en coupes sériées de 7 IJ, d'épaisseur. Nous avons employé la technique 
de coloration par la fuchsine paraldéhyde avec coloration de fond de HALMT, 

variante de CLARK. 

Des essais de localisation in situ des cellules neurosécrétrices 

ont été réalisés. Des résultats intéressants ont été obtenus par G.S. DOGRA 

et B.K. TANDON (1964) chez Hirudinaria granulosa et nous avons utilisé une 

technique dérivée de celle de ces deux auteurs et préconisée par GABE (1967). 
Ce dernier conseille comme fixateur le Bouin Hollande sans acide acétique ; 

cependant nous préférons dans le cas d'~. medicinalis le formol salé à 10 $. 

En effet, ce fixateur permet avant toute coloration de repérer divers neu- 

rones sécréteurs : les cellules f i 2  qui sont blanches sur le vivant le res- 

tent, les .& 1 sont opalescentes et les cellules chromaffines de Retz-ius 
. . 

prennent une teinte jaune pgle. Les temps de coloration ayant donné les meil- 

leurs résultats (planche 9, fig. 1, 2 ) sont les suivants : 

- oxydation par l'acide performique 5 mn 
- coloration à la fuchsine paraldéhyde 1 h . '; \ 
- la différenciation est obtenue par l'alcool à 70' et l'dclair- 

' 

oissement des pièces par le benzoate de méthyle. C S  

i 
Pour la coloration in situ des cellules neurosécrétrices la tech- ; , 

nique de coloration par la fuchsine paraldéhyde pour coupes histologiques a 

été également utilisée après fixation au Bouin Hollande sans acide acétique. 

Cette technique peut donner de bons résultats (Planche 9, fig. 3 )  mais assez 
irréguliers. 



3 - Résul ta ts  

Dans notre  étude, nous nous sommes essentiellement in- 

t é ressés  aux c e l l u l e s  de type d e t F  2 .  Le type /3 1 e s t  observe dans l e  

système nerveux cen t ra l ,  mais il e s t  relativement r a r e  ce qui  confirme l e s  

observations d 'HAGADORN (1966 a ) .  

. a )  Histologie des c e l l u l e s  neuros6crétrices des ganglions 

supra-oesophagiens 

- Cellules 4.. 

Si  l a  d i s t i nc t i on  en ce l lu les  dl e t  4 2 e s t  

commode pour suivre  une évolution annuelle par exemple, notre observation, 

s 'étendant sur  une période relativement courte, a nécessi té une étude t r è s  

minutieuse de l ' évo lu t ion  des divers neurones sécréteurs .  Cela nous a conduit, 

par commodité, a subdiviser ces derniers  en 4 groupes : 

x Cel lules  fuchsinophiles du groupe 1 : il s ' a g i t  de 2 paires 

de  ce l l u l e s  de grande t a i l l e ,  18 à 40 p de large su r  35 à 45 p de longueur, 

entièrement occupées par un produit de sécré t ion  fuchsinophile bleu sombre : 
' 

ce sont donc des neurones de type oC 1 typiques. Les ce l l u l e s  du groupe 1 

occupent une pos i t ion  l a t é r a l e  dans l e s  ganglions supra-oesophagiens 

(Planche 9, f i g .  1 )  e t  s e  s i tuen t  gén6ralement dans l e  f o l l i cu l e  8 ; cepen- 

dant il n ' e s t  pas r a r e  de vo i r  une ce l l u l e  dans l e  f o l l i c u l e  8, l ' a u t r e  dans 

l e  f o l l i cu l e  3 .  Le noyau, sphérique, occupe une posi t ion excentrique proche 

du cône axonal e t  possède 1 ou 2 nucléoles généralement périphériques 
F 

(Planche 9, f i g .  4 ) .  élimination de l a  sécrét ion s e  f a i t  par voie axonale I _ 
1 

1 . - >  

e t  peut ê t re .  su iv ie  dans la  commissure dorsale  jusqu' au voisinage du plan 
. ,  J. s a g i t t a l  ; ensui te  sa dest inée  nous e s t  inconnue. S .  

,% 

x Cel lules  fuchsinophiles du groupe 2 : e l l e s  sont de p e t i t e  . ;f 
f .  

t a i l l e ,  l e s  plus grandes ayant 16 p de la rge  sur  24 p de long e t  prennent 1 1 , 1  

'1.1/  

4: assez souvent une forme plus ou moins t r i angu la i r e  (Planche 9, f i g .  5) .  Le .- 3 
rj noyau, cen t ra l ,  a t t e i n t  un diamètre de 8 p e t  possède un nucléole. Le matériel  

fuchsinophile e s t  toujours périnucléaire e t  généralement en f laques.  Ces neu- 
,, 9. . - 

rones dont l e  nombre va r i e  en t re  20 e t  26 sont presque tous s i t u é s  dans l e s  . i 

. . -  
f o l l i c u l e s  8 e t  3 .  

- .  

x Cel lules  fuchsinophiles du groupe 3 : e l l e s  sont de grande .. . 

t a i l l e ,  pouvant a t t e indre  35 p de large sur  45 p de long, généralement au 4 



t i e s  dans l e s  f o l l i cu l e s  3 e t  8. La pa r t i cu l a r i t é  de ces 

ce l l u l e s  e s t  d ' avo i r  une sécrét ion qui se  colore en bleu violacé aprés 

trai tement par l e  Clark. E l l e s  se di f férencient  a i n s i  t r è s  nettement des 

au t res  ce l lu les  fuchsinophiles. Leur cytoplasme e s t  finement granuleux e t  

e l l e s  peuvent donc ê t r e  rangées dans l e s  neurones de type o( 2, (Planche 10, 

f i g .  1 ) .  Le noyau, à gros nucléole, s e  trouve généralement en posi t ion 

excentrique dans l e  cône axonal. 

x Cellules fuchsinophiles du groupe 4 : dans ce groupe, 

assez hétérogène, nous avons réuni tou tes  l e s  c e l l u l e s  fuchsinophiles au t res  

que ce l l e s  appartenant aux groupes un, deux e t  t r o i s .  Leur  aspect e s t  varia- 

b le  e t  cer ta ines  ont  retenu notre a t t en t ion .  . - 

. quelques ce l l u l e s  (4 à 6 )  de pe t i t e  t a i l l e  (15 p x 25 p) 

possèdent un cytoplasme e t  un axone rempli de matériel  fuchsinophile mais ont 

une s t ruc ture  spongieuse t r è s  ne t te  (Planche 10, f i g .  3 ) .  Une zone plus r iche 

en sécrét ion s'observe généralement au pôle opposé à l 'axone. Une paire  de 

ces ce l l u l e s  est  carac té r i s t ique  des f o l l i c u l e s  2 .   élimination de l a  sé- 

c ré t ion  se  f a i t  par voie axonale. 

. Un nombre plus important de ce l lu les  présente une 

s t ruc ture  nettement vés icu la i re .  Les vésicules  s i t uée s  à l a  périphérie de l a  -L 

ce l l u l e  e t  plus ou moins fusionnées entre-e l les ,  contiennent une trame impor- 

t an t e  de matériel  fuchsinophile (Planche 10, f i g .  2 ) .  Leur t a i l l e  e s t  variable ; 

l e s  plus grandes (35 p x 45 p) se  s i t uen t  dans l e  f o l l i c u l e  8. 
. La plupart des ce l l u l e s  du groupe 4 sont des neurones 

présentant un nombre important de granules fuchsinophiles non coalescents 

e t  s i t u é s  généralement dans l a  zone périnucléaire.  

11 faut  remarquer que de nombreux neurones ordinaires contiennent 

des granules fuchsinophiles ( f a i t  dé jà  s ignalé  par HAGADORN chez Theromyzon 

rude en 1958) e t  que tous l e s  stades de passage ex i s ten t  entre  l e s  c e l l u l e s o ( 2  4 - 
- ,- 

e t  ces neurones ordinaires .  Cela explique peut ê t r e  l a  proportion énorme de 

ce l l u l e s  neurosécrétr ices observées par c e r t a in s  auteurs chez l e s  sangsues : 

au moins 50 $ des neurones chez Trocheta bykowskii (M.  IONESCU-VAR0 e t  A .  GRI-  

GORIU, 1965) e t  90 $ chez Glossiphonia complanata (D. DAMAS, 1966). 



- Cellules de type /B 2 
Nous nous sommes essentiellement intéressés à 

4 paires de cellules 2 situées gén6ralement dans le follicule 9. Elles 

sont de grande taille (30 p, x 40 p) a;ec un noyau excentrique situé dans le 

cône axonal. Ces neurones sont colorés uniformément en vert ou en vert bru- 

nâtre. Les axones contiennent toujours de la sécrétion et peuvent être suivis 

sur une courte distance dans le neuropile (Planche 10, fig. 4). 

b) Influence de la température et de la lumière sur 

l'activité des cellules neurosécrétrices des ganglions 

supra- oesophagiens 

- La commissure dorsale : un fait très frappant 
est l'abondance de matériel fuchsinophile dans la commissure dorsale d'~. me- 

dicinalis quand cet animal est maintenu à une température constante de 6 - 7 O  C 
et à l'obscurité (Planche 11, fig. 1). Cette accumulation de sécrétion régresse 

quand les sangsues sont replacées à la température du laboratoire (Planche 11, 

fig. 2). 

Chez les sangsues élevées à la température du laboratoire de Septem- 

bre à Février, la commissure est riche en matériel fuchsinophile mais moins 

que chez les animaux élevés à basse température. Il faut rappeler ici, que la 

commissure dorsale est dépourvue de cellules dans sa partie médio-dorsale et 

que les axones, remplis de granules fuchsinophiles et particulièrement nom- 

breux dans cette zone, ne sont séparés du sang que par une épaisseur réduite 
.4 

de neurilème. Le système nerveux d ' ~ .  medicinalis se trouve en effet dans un 

sinus sanguin et d'autre part un important vaisseau ayant la forme générale 7 (  

d'un U très ouvert, dirigé vers l'avant, passe près de la commissure dorsale. . ::l 
Cela pourrait former un organe neuro-hémal très primitif, tel qu'il est défini 

par KNOWLES et CARLISLE (19%). HAGADORN (1958) fait la même observation chez , 

Therornyzon rude. 

- Cellules de type c% : 

x Groupe 1 
c . Variations observées dans ces cellules , 

chez des sangsues élevées d'abord à 6 - 7 O  C et à l'obscurité puis à la tempé- 2 
rature du laboratoire : les sangsues isolées en Février à 6 - 7" C et à l'ob- 

scurité présentent généralement des neurones du groupe 1 avec un cône axonal -* 

et un axone fortement vacuolisés (Planche 12, fig. 1).  élimination de la 



sécré t ion n '  e s t  cependant pas interrompue, comme en témoigne l a  présence de 

granules fuchsinophiles t r è s  nombreux dans l 'axone. Chez l e s  sangsues repla-  

cées à la  température du laboratoi re  on observe dans ces c e l l u l e s  un léger  

accroissement du matér ie l  fuchsinophile qui  s e  t r adu i t  par une diminution 

du nombre e t  du diamètre des vacuoles. 

. Influence sur ces c e l l u l e s  du maintien 

des sangsues à la température du l abora to i re  de Septembre à Janvier  : Seuls 

ont é t é  observés Les cerveaux des sangsues f ixées  en Septembre e t  en Janvier, 

c ' e s t  à d i r e  d'une par t  des animaux en f i n  d ' a c t i v i t é  reproductrice,  d ' au t re  

pa r t  des animaux ayant r e p r i s  c e t t e  a c t i v i t é .  Dans l e s  2 cas, ces neurones 

sont remplis de sécré t ion e t  ne présentent aucune vacuolisat ion (Planche 9, 
f i g .  4 ) .  

Ces ce l l u l e s  montrent donc une a c t i v i t é  s éc r é t r i c e  e t  excré t r ice  

constante. Cet te  observation e s t  à rapprocher de c e l l e  d ' HAGADORN (1958 ) qui 

s ignale  dans l e s  f o l l i c u l e s  4 e t  5 de Theromyzon rude des c e l l u l e s  fuchsino- 

phi les  "géantes" (35 à 45 p de longueur) remplies de séc ré t ion  e t  ne prdsen- 

t a n t  pas de cycle bien ne t .  

x Groupe 2 

Dans l e s  c e l l u l e s  fuchsinophiles du groupe 

2 des animaux é levés  à 6 - 7' C e t  à l ' obscur i t é  depuis Février  e t  f i xé s  en 

Mai e t  Juin, l a  sécré t ion e s t  peu dense e t  l imi tée  généralement à un croissant  

périnucléaire s e  trouvant à 1' opposé de l 'axone (Planche 11, f i g  . 3 ) .  Chez 

l e s  sangsues replacées à la température du laboratoi re ,  à l ' éc la i rement  natu- 

rel- ou à l ' obscur i t é  t o t a l e ,  on enreg i s t re  dès l a  première semaine un accrois-  

sement du matér ie l  fuchsinophile, s e  marquant d'abord par une plus f o r t e  den- 

s i t é  e t  ensu i te  par une augmentation sens ib le  de ce matér ie l  qui  entoure a lo r s  

complètement l e  noyau (Planche 11, f i g .  4 ) .  Ces ce l l u l e s  passent donc d'un 

stade 31, 2 a un s tade  proche de l'..c, 1 mais il n ' y  a pas de séc ré t ion  dans 

1 ' axone . 
En Septembre, ces  neurones contiennent m matériel  fuchsinophile 

abondant ; cependant on y dist ingue de nombreuses p e t i t e s  vés icules  incolores 

(Planche 9, f i g .  5) .  Chez l e s  sangsues maintenues à l a  température du labora- 

t o i r e  de Septembre jusqu'à l a  f i xa t i on  en Janvier ,  ces c e l l u l e s  présentent 

une zone périnucléaire fuchsinophile p lus  dense avec d i spa r i t i on  presque 



complète des vésicules incolores. Ce sont dans ce cas des neurones de type d 1. 

Les axones ne contiennent que rarement un peu de sécrétion. 

x Groupe 3 
Ces cellules chez les sangsues isolées en 

Février à 6 - 7" C et à l'obscurité et fixées en Mai et Juin sont riches en 

sécrétion. Lk?s granules fuchsinophiles se concentrent généralement en 2 anneaux, 

1 ' un périnucléaire, 1 'autre sous la membrane cellulaire. Ces anneaux sont 
confondus dans la zone périnucléaire dirigée vers l'axone (Planche 12, fig. 2). 

Lorsque ces animzux sont replacés à la température du laboratoire, le matéri .: 

fuchsinophile slaccroIt et ladispositionenanneautend &s'estomper. Il faut -' 
1 

cependant remarquer que chez les deux sujets, fixés après avoir été soumis r L, 
trois semaines à la température du laboratoire et à l'éclairement naturel, les 2 

cellules du groupe 3 contiennent de nombreuses vacuoles &riphériques. -1 " .  
' *  

En septembre, ces cellules sont très .pauvres en sécrétion qui s'ob- 9 
k: 

serve essentiellement dans la zone périnucléaire (Planche 10, fig. 1). Chez ,q 
8 X 

les sangsues maintenues à la température du laboratoire, la quantité de maté- 

riel contenue dans le péricaryone a nettement augmenté. 

x Groupe 4 

Les cellules vésiculeuses montrent un 
< 

accroissement de leur matériel fuchsinophile parallèle à celui des cellules . I , 
,i . -I 

du groupe 2, mais moins important. Un fait est cependant à signaler : c'est le 

fléchissement enregistré dans le nombre de neurones de ce groupe recenz<s chez 
, 

les animaux fixés après avoir été replacés depuis huit jours à la température 

du laboratoire. Leur taux revient ensuite au même niveau que chez les sangsues .. v c  

maintenues à 6 - 7" C et à l'obscurité. 

-  ell lu les 2 

Chez les sangsues élevées à 6 - 7" C et à l'obscu- 

rité depuis Février et fixées en Plai et Juin, le cytoplasme des cellules //j 2 8 

est fortement vacuolisé à la périphérie et dans l'axone (Planche 12, fig. 4). 
Le passage à la température du laboratoire, entrabe un léger accroissement 

de la sécrétion se traduisant par une diminution de la vacuolisation. 

Ces cellules, chez les animaux fixés en Septembre et ceux maintenus 

à la température du laboratoire et fixés en Janvier, ont un contenu très riche 

en sécrétion (Planche 10, fig. 4). 



c ) Influence de l a  température e t  de l a  lumière sur 

1 'ac t iv i té  de8 ce l lu les .  neurosécrétrices du ganglion 

sous-oesophagien e t  des ganglions segmentaires 

- Cellules du type 4 ' 

ï e  ganglion sous-oesophagien contient de nom- 

breuses cel lules  du type 4 2  mais l e s  neurones fortement colorés par la fuchsi- 

ne paraldéhyde sont rares .  Nous nous sommes intéressés à t r o i s  paires d 'entre 

ewr ., 
- une s i tuée  dans l e s  fo l l icu les  19 (Planche 9, f i g .  2 )  

- une aut re  en position latéro-ventrale dans l e  neuromère postérieur 

du ganglion sous-oesophagf en. 

- l a  dernière ' dans l e s  fo l l icu les  13 (Planche 9, f ig .  3 )  

x Cellules fuchsinophiles des fo l l icu les  19 

E l l e s  sont généralement piriformes, de , .. . :q 
: 

t a i l l e  moyenne (25 à 30 p de large sur 30 p à 35 p de long) e t  leur axone 
. . . . 

contient des granules fuchsinophiles (Planche 12, f i g  . 3 ) . Leur sdcrétion e s t  

généralement concentrée sous l a  membrane ce l lu la i re .  Ces 2 cellules,  bien 

qu'étant constamment actives,  subissent peu de modifications en rapport avec 

la température. E l l e s  sont cependant assez pauvres en sécrétion chez l e s  ani- 

maux élevés à l a  température du laboratoire e t  f ixés  en Septembre e t  Janvier. 

x Cellules fuchsinophiles du neuromère pos- 

t é r i eu r  

I l  s ' a g i t  d'un couple de neurones ayant 

une structure vésiculaire (Planche 13, f i g .  1). Légèrement plus pe t i tes  que 

l e s  précédentes, e l l e s  sont identiques à une paire de cel lules  situdes en 

position latéro-ventrale e t  postérieure dans l e s  ganglions segmentaires. 

Leur a c t i v i t é  sécrétoire augmente quand l e s  sangsues passent de 

6 - 7" C à la température du laboratoire (Planche 13, f ig .  2 )  ou lorsqu 'el les  

sont élevées à l a  température du laboratoire e t  f ixées en Janvier. Cependant 

e l l e s  gardent toujours leur  aspect vésiculaire.  L'élimination de l a  sécrétion 1 
se f a i t  par voie axonale. I 

x Cellules fuchsinophiles des fo l l icu les  13 
- .  De ~ l i i s  mande  t a i l l e  aue c e l l e s  d e s  f n l 1 3 -  



d m s % L e ~ C I + - .  

x Cellules de Retzdus 

Nous confirmons dans ce cas les observa- 

tions de LEGENDRE mais la figure qu' il en donne semble cependant exception- 

nelle. Le plus souvent le matériel fuchsinophile se trouve dans un croissant 

cytoplasmique plus clair situé au pôle cellulaire opposé à l'axone. Ces cellu- 

les qui sécrétent ou de l'adrénaline (PEFEZ, 1942) ou de la 5-hydroxy-tryptamine 

(KERKIJT, GEDm et WALKER, 1967) présentent donc une dualité de fonction 

(LEGENDRE, 1929 ; BIAMCHI, 1964 a). 

- Cellules /3 2 
Nous avons remarqu6,chez les sangsues élevdes 

à la température du laboratoire et fixées en Janvier, un accroissement impor- 

tant du matériel colorable par le vert lumière dans les neurones de type /3 2 
du ganglion sous-oesophagien. 

DISCUSSION 

Cette étude montre : 

a) chez les sangsues élevées à 6 - 7" C puis à la température 

du laboratoire 

- une diminution du produit de neurosécrktion de la 
commissure dorsale où se situe peut être une zone neuro-hémale 

- une activité accrue des cellules neuroskcrétrices 
et notamment des neurones fuchsinophiles du groupe 2 

- corrélativement une reprise de la spermiogenèse et 
des divisions ovogoniales 

b) chez les sangsues élevées à la température du laboratoire 

de Septembre à Janvier : 

- un accroissement de l'activité des cellules neurosé- 
crétrices chez les animaux fixés en Janvier par rapport à ceux fixés au mois 

de Septembre précédent 

- une activité sperrniogénétique intense chez les animaux 
fixés en Janvier, ceux fixés en Septembre étant en fin d'activité reproduc- 

trice. 



La reprise  de la spermiogenèse semble donc s'accompagner d'un ac- 

croissement de l ' a c t i v i t é  des cel lules  fuchsinophiles . Or, nous savons que 

l e  système nerveux central  exerce une action stimulatrice sur  l a  spermioge- 

nèse (HAGADORN, 1966 b, c ; M U C H A ,  1967 ) . Nous pouvons donc admettre dans 

ce cas l'hypothèse émise par HAGADûRN re la t ive  à l ' a c t ion  stimulatrice des 

neurones fuchsinophiles . Cependant, dans l e  cas où les  sangsues sont d ' abord 

élevées à 6 - 7' C puis à l a  température du laboratoire, il semble que l a  

reprise d 'ac t iv i té  e s t  dûe à l a  brusque élimination du produit de sécrétion 

accumulé dans l a  commissure dorsale. En e f fe t ,  l e s  cel lules  dont l a  reprise  

d 'ac t iv i té  e s t  la plus marquée (groupe 2 ) n '  ont pas de sécrétion dans l'axone. 

Au ?iveau de l a  commissure dorsale l 'él imination du produit de neurosécrétion 

se f e r a i t  au t ravers  du neurilème. L'étude réa l i sée  par HAGADORN, BERN e t  

NISHIOKA chez Theromyzon rude, au microscope électronique,ne décèle aucun 

passage effect i f  dans l a  zone neuro-hémale, l a  membrane axonale étant conservée. 

Cependant une diminution de densité des granules dans ce t te  zone e s t  consta- 

tée,  diminution de densité s'expliquant peut-être par un passage de substance 

dans l e  sang. COGGESHALL e t  FAWCETT (1963 ) montrent qu 'un passage 

ac t i f  e s t  possible à t ravers  l e  neurilème au niveau de l a  chafne nerveuse 

ventrale d ' ~ .  medicinalis. Il se  f a i t  dans ce cas du sinus sanguin vers  l e  

système nerveux. Cette accwmilation de l a  neurosécrétion dans l e  neuropile 

n 'es t  pas propre aux Hirudinées. Elle a é t é  également observée chez. l e s  Poly- 

chètes par N.  DHAINAUT-CûüRTOIS chez N. diversicolor (1964) e t  N. pelagica 

(1966~) à l a  base du cône fibreux intracérébral e t  dans l a  région infra-cap- 

sulaire ,  formation qui constitue pour BOBIN e t  DURCHON (1953) l a  voie d ' é l i -  

mination des hormones sécrétées par l e  cerveau. Chez les  Oligochètes l a  s&- 

crétion se ra i t  éliminée par passage dans l e s  capi l la i res  sanguins nombreux 

dans l e  cerveau (HERLANT-EIEEWIS, 1955). 

Un problème s e  pose, c ' e s t  celui  de 1' origine de l a  sécrétion 

observée dans l a  commissure dorsale d ' ~ .  medicinalis. Les seuls neurones 

fuchsinophiles ayant une ac t iv i t é  excrétrice importante sont ceux du groupe 1 

e t  quelques cel lules  spongieuses du groupe 4.  Ces cel lules  ne présentent 

cependant pas une ac t iv i t é  cyclique bien ne t te  en rapport avec l ' a c t i v i t é  

génitale.  Par contre une t e l l e  ac t iv i té  cyclique e s t  observée pour l e s  cel lules  

du groupe 2 au cours des expériences précédemment décrites e t  au cours du 

cycle annuel. Nous avons constaté en e f fe t ,  qu'au printemps ce sont ces 



neurones qui présentent la reprise d'activité la plus nette. LRs cellules 

du groupe 3 montrent un accroissement de leur matériel fuchsinophile corré- 
lativement à une reprise de l'activité génitale. Dans ce cas, comme dans le 

précédent aucune élimination axonale nette n'a été observée. Donc, d'après 

ces observations, seuls les neurones du groupe 1 et quelques uns du groupe 4, 

sembleraient fournir le matériel fuchsinophile accumulé dans la commissure 

dorsale et seraient ainsi de véritables cellules neurosécrétrices. Cependant, 

cette i'ude se basant sur la colc-.~tion à la fuchsine paraldéhyde qui n'est 

pas absolument spécifique de la neurosécrétion et n'englobant qu'une période 

courte de la vie d'~. medicinalis demanderait une confirmation par une étude 

au microscope électronique. Il faut rappeler ici qu'une telle étude faite 

Par COGGESHAU et FAWCETT sur les ganglions segmentaires d'~. - medic! 

nalis n'a pas confirmé les résultats obtenus par HAGADûRN, BERN et NISHIOKA 

chez Theromyzon rude. Les cellules neurosécrétrices d ' ~ .  . licinalis contien- 

nent des granules d'au moins deux catégories différentes et dont le di?.mètre 

varie de 1400 à 2200 A pouvant quelquefois atteindre 6000 A .  En outre, ces 
granules sont toujours enveloppés d' une membrane. 

Les 6 cellules fuchsinophiles du ganglion sous-oesophagien présen- 

tent une élimination axonale nette mais leur activité ne nous semble pas en 

relation directe avec la spermatogenèse. Chez les Hirudinées, plusieurs expèces 

montrent une relation entre 1 ' activité des cellules fuchsinophiles et la 
reproduction. Une telle relation avec la spermiogenèse s ' observe chez _ >eromy- - -- 
zen rude (HAGADCRN, 1962). De même un rapport avec la reproduction est observé psr -- 
CZEWOMStZ (1963 ) chez Herpobdella octoculata, Herpobdella testacea et - 
Glossiphonia complanata. -- Par contre TUMPLING (1965) n'observe pas de cycle 

dans les cellules neurosécrétrices de Theromyzon tessulatum, Glossiphonia - 
complanata, Herpobdella octoculata et Piscicola geometra. DAMAS chez Glossi- 

phonia complanata pense que les variations qu' elle observe sont en relation - 
avec 1' cvogenèse . 

Aucune conclusion ne peut être apportée au sujet de la significa- 

tion physiologique des cellules +,G . HAGADORN (1962) chez Theromyzon rude 
pense qu'une relation peut être établie entre leur activité et l'ct-73genèse. 

HAGADORN chez Theromyzon rude affirme que les 2 catégories cellulaires 

CA 1 et d. 2 représentent deux étapes d'un même cycle sécrétoire. En effet 



une augmentation de l'un des groupes se traduit par une diminution de l'autre. 

 a autre part, un seul type de granules est observé au microscope électronique 
dans ces neurones. Il tire les mêmes conclusions de l'étude histochimique 

réalisée chez H. medicinalis où ces 2 types ont la même composition. Nos 

observations confirment en partie ces résultats ; en effet seules les cellu- 

les du groupe 2 montrent nettement un passage d'un stade à l'autre. 

H. medicinalis présente, comme nous l'avons constaté une grande 

sensibi? ;-té aux variations de température. Ce comportement est jusqu'à présent 

le seul constaté chez les Hirudinées. Theromyzon rude ne présente aucune modi- 

fication des cellules neurosécrétrices lorsqu'elle est placé à -10° C ou 

élevée à la température du laboratoire (HAGADORN, 1958). De même aucune action 

de la température n'est observée par XCHOWICZ (1963 ) et TüMPLING (1965 1. 

HAGADORN (1962 ) observe une action de 1' exposition à la lumièrc con+.+. 

nue chez Theromyzon rude : les cellules neurosécrétrices s'engorgent et la 

reproduction est perturbée, par contre l'obscurité totale n'a aucune action. 

Chez H. medicinalis la spermiogenèse reprend dès que la température devient 

favorable, mais elle est peut être perturbée à l'obscurité continue. Cependant 

aucune différence nette n'est constatée au niveau des cellules neurosécrétri- 

ces des animaux placés à l'éclairement naturel et de ceux maintenus à L'obscu- 

rité continue. TUMPLING n' observb aucune action de la lumière sur la neurosb- 

crétion des espèces qu'il étudie. Dans les autres classes d'Annélides, une 

action de la lumière est probable sur les cellules neurosécrétrices. Chez les 
s 

Polychètes, HAUENCHILD (1955-61 ) montre une action nette de la photopériode 

sur 1 'épitoquie et la gamétogenèse , f l, ~I~IAINRUT-CC~URTOIS (1965) trouve un organr 

photorécepteur dans le cerveau de Nereis pelagica et pense que la lumière in- 

tervient dans 1 'activité des cellu! .? neurosécrétrices (1966b). M. CADARIU (1966) 

nst~ chez 1'0ligochéte --A (ictolas.'vn lacteum une hypersécrétion des cellulnc- - 
à la lumière. 

Chez H. medicinalis nos observations n'ont montré aucune différence 

entre l'activité des cellules neurosécrétrices des animaux dont l'intestin 

est rempli de sang et de ceux dont l'intestin est vide, ce qui confirme les 

observations de 'IüMPLING chez d'autres espèces. 
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Dans ce travail, nous avons abord6 l'btude de 1' endocrinologie 

sexueue de H. medicinalis par la méthode des cultures organotypiques, mise 
au point par Et. WOLFF et K. HAFFEN (1952) chez les Vertébrés. Cette techni- 

que a déjà donné de bons résultats chez les Polychètes (M. WRCHON et F. S C H A L  

LER, 1%3 ) et les Oligochètes (DüRCHûN et SCHA-, 1964 ; BERJDN, ANDRE et 

WNJER, 1965 et MARCEL, 1967). 
Nous envisagerons successivement : 

- la recherche du milieu de culture et les techniques gdnérales 
- les r6sultats obtenus 

1 - RECHERCHE DU MILIEU CUL!tUH3 ET TECHNIQUES (iENERALES 

1 - Recherche du milieu de culture 
Parmi les nombreux milieux testés, l'un d'eux dérivé de celui 

mis au point par SENGEL (1960) pour la culture de blastème de planaire nous 

a donné des résultats intéressants. 

Sa composition est la suivante (MAIECHA, 1965) 

- Solution de Ringer (AMON et KWIATKWSKI, 1934 ) 
glycogénée à 2 % 4 gouttes 

- Embryon de Poulet de 11 jours (Difc4 dilué à 

50 $ dans la solution physiologique glycogéde 

à 2 S. 3 gouttes 
- Spécilline O 100 U . I .  

- Streptomycine 0,009 mg 

- Gélose à 1 $ dans la solution glyco&née à 2 5 gouttes 

Les rdsultats obterils sur'ce Mlieu sont les suivants : d 

- Cultures de fragments de tdgument avec muscles sous-Jacents : 
L 

la cicatrisation survient dans les 3 jours qui suivent la mise en culture et 
les explants sont maintenus en survie pendant plus de 2 mois. 

- Cultures de l'ensemble oviducte - glande albumineuse-vagin : 
l'épith6lium de 1' oviducte présente une bonne survie pendant 13 jours et celui 

du vagin pendant 27 jours. 

- Culture de l'ensemble atrium génital mâle - glande prosta- 
tique - pénis : l'épithélium de l'atrium et du pénis conserve sa structure 
normale après 13 jours de culture, il en est de même pour les cellules de ta 

glande prostatique. 



- Gonades : la structure ovarienne est conservée après 20 
jours de culture. La survie des testicules est faible. 

Ce milieu ne permet pas une s w i e  suffisante des gonades et leur 

dvolution.   autre part, il n'a pas permis la culture du système nerveux. Nous 
avons donc recherché un milieu de culture mieux adapté aux études de 1' endo- 

crinologie sexuelle d ' ~ .  medicinalis 

Le milieu qui remplit les conditions exigées est dérivé de celui 

employé par DüRCHIlN et SCHALLER (l%3) pour la culture d'Annélides Polychètes. 

Nous avons utilisé une solution de Ringer glucosée à 2 $1 mise au point par 

NICHOU23 et XiJFFIER (1964-65) pour des recherches électrophysiologiques chez 
H. medicinalis. 

La composition de ce milieu est la suivante : 

- Solution de Ringer pour H. medicinalis glucosée 
à 2 $0  comprenant 

. Na Cl 115 m M/l  . K Cl 4rnw 

. Ca C$ 1,8 m M/1 
- Albumine d' oeuf à 50 $ dans la solution de 

Ringer glucos6e à 2 $' 

- Sérum de cheval (Difco) 
- Embryon de poulet (Difco ) à 50 $ dans la 

solution de Ringer glucosée 

- Spécilline G 
- Streptomycine 
- Gélose à 1 $ dans la solution de Ringer 

glucosée 

- le pH est amené à 7,5 et contr6lé grâce à du 

rouge de phénol ajouté B la solution physio- 

logique, à raison de 1 $ d'une solution à 0,05 $ 

3 gouttes 

3 gouttes 
1 goutte 

1 goutte 

100 U.I. 

0,w 

7 gouttes 

L'emploi du rouge de phénol nous a permis, au cours des différents 

tests de milieux, d'avoir un pH constant. Comme nous le verrons ultkrieure- 

ment, les exp&ants sont de grande taille et provoquent une acidification très 

rapide du milieu. la présence de l'indicateur coloré nous permet de faire des 



repiquages au moment opportun. 

LR milieu de DURCHW et SCHALIER s'adapte donc très bien aux 

cultures organotypiques d'Invertébrés comme le montre en outre son utilisa- 

tion pour les recherches endocrinologiques chez les Mollusques e aster op odes 

(CNCQUET, 1964) et Céphalopodes (DURCHON et RICHARD, 1967). 

2 - Techniques générales de mise en culture 
Les donneurs sont isolés quelques jours avant la mise en culture 

en eau déchlorée, stérile, additionnée de Spécilline G (500 ~1/ml) et de 

Streptomycine (0,050 mg/ml). La dissection se fait dans la solution de Ringer 

glucosée, additionnée de Spécilline G (500 uI/ml) et de streptomycine 

(0,050 mg/ml). Les différentes opérations (prdparation des milieux, prélève- 

ment des explants) sont effectuées en salle stérile. Les cultures sont con- 

servées à l'obscurité et à la température constante de 20° C. 

Nous avons explantd in vitro : 

- des testicules seuls 
- des testicules associés au système nerveux cenCral accompa- 

gné ou non des deux premiers m n s , s Q p a t a & r e s  

- des ovaires seuls 

II - RESULTATS 
A- Testicules cultivés isolément 

1 - Techniques 
Les testicules prélevés sans les tissus périphériques 

survivent très mal. Nous les avons donc explantés avec un fragment de la paroi 

du corps ce qui entrafne, comme nous le verrons, une cicatrisation rapide. 

Ltexplant est débarrassé de toutes les parties du tube digestif qui peuvent 

encore y adhdrer, et déposé face interne contre le milieu de culture. 

 étude histologique est faite après fixation au Bouin Hollande ou 
au Carnoy et coloration au glychémalun-éosine ou à 1' hématoxyline de Regaild. 

2 - Cicatrisation de l'expiant 
a) L' explant comprend, en partant de l'extérieur vers 

1' int6rieur (Planche 16, fig . 1) : 
- 1' épiderme constitué d'une seule couche. de cQluf.rss ~- A 

< ,.'."- . ' 7  



épithkliales aux membranes plus ou moins distinctes , au cytoplasme finement 
granuleux et possédant un noyau riche en chromatine et pourvu d'un nucléole. 

Ces cellules sont recouvertes à 1' extérieur d' une cuticule ayant 1' aspect 

d'une membrane anhiste. Cette cuticule présente sur toute sa surface de petits 

orifices correspondant à de nombreuses plandes cutanées. 

- le derme formé de tissu fibreux entre l'épiderme et 
les muscles. Il est essentiellement composé d'une substance riche en mucopo- 

lysaccharides acides et de fibrocytes. Les cellules pigmentaires sont présentes 

dans cette zone. 
- la musculature, très puissante, comprend : 

. une couche externe de muscles circulaires 

. une couche interne de muscles longitudinaux 

. et entre les deux une couche de muscles obliques. 
11 existe également des muscles dorso-ventraux. 

- le mésenchyme : composé essentiellement de fit;i?es con- -- 
jonctives bipolaires : cellules présentant des prolongements fibrillaires. On 

y rencontre également des cellules graisseuses et pigmentaires, 

- de nombreuses sections de capillaires sanguins boraés 
de cellules botryoi'des remplies de gran~lations brunes. - 

- le testicule 

b ) -..---_ Observations macroscopiques : . , 

Dens les 24 heures qui suivent la mise en cul- 
ture, 1 ' épiderme se replie sur la face interne de 1' explant qui s' arrondit. 
Au bout de deux à trois jours, appara2t une membrane translucide entourant 

tous les tissus mis à nu. Autour de l'épiderme en place, on observe parfois une 

dispersion des cel.lules pigmentaires qui ont tendance à s'isoler vers l'exté.. 

rieur et il est possible d'en voir quelques uns dans la membrane de cicstrisa- 

tion. Dans la plupart des cas, l'extension des chromatophores est très réduite 

(200 à 300 p de 1 'épiderme en place ) , 

Pendant toute la durée de la culture, les contractions musculaires 

et la sécrétion des glandes tégumentaires persistent. Cette étude macroscopi- 
I 

que met en évidence, d'une part la cicatrisation rapide de l'expiant et d'autre 

part sa survie fonctionnelle. 



c ) Etude histologique 

 évolution de la cicatrisation a été suiv! n 

sur des explants fixés à intervalles réguliers. Après 24 Iletri-es dc cdture, 

apparaît autour de l'explant, une membrane cicatric%cllo raccordée à l'épi- 

derme en place ; elle ne recouvra à ce stade qu'une partie variable des tissus 

mis à nu. Elle est @;knéralement forde de plusieurs couches de cellules fusi- 

formes de 1,5 à 2 p de large sur 15 à 30 p de long et possèdant un noyau . 
ovoïde de 1,5 à 2 p de large sur 4,5 à 6,5 JJ de long avec peu de chromatine. 

Leur cytoplasme contient souvent des granules pigmentaires (Planche 14, 

f ig . 2 ) . ~imultandment , apparaissent sur 1 ' explant d' autres zones où 1 ' 6pais- 
seur de ces cellules est importante et d'où part la cicatrisation (Planche 1q, 

fig. 3). ~éndralement, l'enveloppement de l'explant par ces petites cellules 

fusiformes est terminé au bout de trois jours de culture. En outre, les no- 

yaux de l'épiderme en place près des tissus à nu migrent en surface dès le 

premier Jour de culture (Planche 14, fig. 1). Ces cellules épidermiques aem- 

blent glisser au-dessus de celles précédemment décrites. Lovsque la culturc 

se poursuit au delà d'une semaine, l'explant se trouve enveloppé par une 

seule couche de cellules fortement éosinophiles. Les cellules qui la ccrrgosen:, 

sont de grande taille et plus denses près de l'épiderme en place où elles sont 

de forme plus ou moins quadrangulaire (Planche 14, fig. 4). Celles qui sont 
plus éloignées sont fusiformes : 

15 à 3 0 ~  de long sur 4,5 à 6,5/ de large 
: 5 à 9~ de long sur 2,5 à 5~ de large 

Après 7 jours de culture, cette couche monocellulaire éosinophile 

enveloppe totalement l'explant et les mitoses, absentes au début, aeviennrr.t 

de plus en plus abondantes (Planche 14, fig. 4 ; Planche 16, fig. 1). 

d) Discussion 

Au cours de cette étude, plusieurs problèmes se sont 

posés : 

- 1' origine des cellules de cicatrisation 
- l'origine des cellules pigmentaires 
- le rôle de la membrane de cicatrisation dans la s~rv;i,~&u %esC,icuT'e'__- 

- Origine des cellules de cicatrisation 
L'étude histologique montre l'apparition de deux types cel- 

lulaires, d ' une part des cellules fusif ormes qui produise&.~.wtf~tIii~l' rcc 011- 
vrement des tissus à nu, puis des cellules plus grandes, éosinophiles, qui 



donnent la membrane de cicatr isat ion défini t ive . 
Deux hypothèses peuvent ê t r e  émises pour expliquer la  formation de 

cet te  membrane de c ica t r i sa t ion  défini t ive 

- d'une part, e l l e  s e r a i t  formée en majeure par t ie  par la  

différenciation des pe t i tes  cel lules  fusiformes qui apparaissent même en 

1' absence des téguments superficiels (Planche 14, f i g  . 2 e t  3 ) .  Dans ce cas, 

l e s  cel lules  épidermiques participent à l a  formation de l a  membrane de cica- 

t r i s a t ion  près de 1' épithélium en place. 

- d'autre  part ,  e l l e  se  f e r a i t  en deux temps : d'abord 

enveloppement par l e s  pe t i tes  cel lules  fusiformes puis recouvrement de ces 

dernières par une couche de cel lules  venant de l'épiderme en place e t  se  mul- 

t i p l i an t  par mitoses. 

Ce deuxième mode de formation nous semble l e  plus vraisemblable. 

Des études d '  incorporation de thymidine t r i t i é e  n' ont apporté aucune indica- 

t ion  susceptible de résoudre ce problème. SCRIBAN e t  AUTRUM étudiant l a  c i -  

ca t r i sa t ion  des p la ies  chez H. medicinalis signalent qu 'e l le  se  f a i t  par 

migration de ce l lu les  épi thél ia les  venant de l a  périphérie, ce qui e s t  confor- 

me à l a  deuxième hypothèse. Ils n t  observent Jamais de mitoses. Sur l e s  autres 

milieux tes tés ,  aucune mitose n'a é t é  enregistrée. Comme l e s  auteurs précé- 

dents, nous n'avons Jamais observé de différenciation des ce l lu les  de cica- 

t r i s a t ion  en ce l lu les  glandulaires. 

- Origine des cel lules  pigmentaires 

Au cours de l a  c icatr isat ion,  il se produit un remaniemerit 

des téguments en place. Certaines ce l lu les  pigmentaires doivent ê t re  entraf- 

nées par l e s  ce l lu les  épidermiques (Planche 14, f i g .  1 ) .  Cette progression 

doi t  ê t r e  uniquement passive, ce qui explique leur faible  extension. 

- Rôle de l a  membrane de c ica t r i sa t ion  dans l a  survie du 

t e s t i cu le  

En l'absence de l a  membrane de c ica t r i sa t ion  l a  survie du 

tes t icu le  e s t  médiocre. Comme il e s t  t r è s  sensible aux variations de la pres- 

sion osmotique, il e s t  possible que ce t te  membrane de c ica t r i sa t ion  joue un 

rôle  non négligeable dans l a  régulation de cel le-ci  en isolant l e  tes t icu le  

du milieu de culture.  



e )  Conclusion 

Cette étude met en évidence : 

- une c ica t r i sa t ion  rapide de l 'explant,  qui se 

f a i t  probablement à par t i r  de 1' épiderme en place 

- une apparition tardive de mitoses dans ce 

processus. 

Il faut en outre s i g n ~ l e r  1' importance de cet te  c ica t r i sa t ion  pour 

l a  survie de 1 ' explant. 

3 - Résultats des cultures de testicul-es i so lé s  

 étude a porté sur des tes t icu les  de sangsues maintenues 

depuis f i n  Février à 6 - 7' C e t  à l 'obscuri té ,  e t  placées ou non quelques 

Jours à l a  température du laboratoire avant l a  mise en culture.  Sur les 18 
test icules  d'un animal, quelques-uns sont f ixés  comme témoins l e  jour de l a  

mise en culture, l e s  autres sont explantés i n  v i t r o  e t  f ixés à intervô.lles 

réguliers.  

Le c r i t è r e  macroscopique l e  plus sûr d'une bonne survie e s t  l e  

maintien des mouvements de cyclose du contenu tes t icu la i re ,  das probab1e~:n-b 

aux cel lules  c i l i kes  tapissant l a  paroi interne des sacs tes t icu la i res .  

a )  -- Testicules de sangFues isolées jusqu'à --.-- l a  mise .--. -- en 

culture à 6 - 7' C e t  à l 'obscurité - - 
Au moment de l 'explantation l e  contenu tes t icu la i re  

e s t  uniquement compos6 d2s stades 1 e t  2 (Planche 16, flg. 2 e t  Planche 17, 
f i g ,  1). Le tableau 7 e t  l a  planche 15 rendent compte de l 'évolut ion de t e l s  

tes t icu les  provenant d'une même sangsue e t  cultivés i n  v i t ro  - pendant 7, 14  

e t  21 jours. 

Mous constatcns, après 7 jours de culture,  une légère augmentation 

du nombre des stades 2 e t  notamment des 2 b. Ensuite, ce dernier stade e s t  

phagocyté activement e t  disparaî't. Les stades 3 apparaissent au bout de l a  

première semaine de culture e t  leur nombre augmente ensuite. Quelques uns 

d'entre eux donnent des spermatozoïdes au cours de l a  troisième semaine de 

survie i n  v i t ro .  Dans l e s  derniers tes t icu les  f ixés  ne coexistent que des 

spermatogonies , des spermatides e t  des spermatozoïdes (Planche 16, f i g  . 3 ) . 
Les spermatogonies continuent à se diviser  e t  l a  densité du contenu test icu-  

l a i r e  diminue nettement (Planche 16, f ig .  3 )  en ce qui concerne les  é lérents  



Tableau 7 ': Evolution i n  v i t r o  du contenu des t e s t i c u l e s  d'une sangsue élevée 
jusqu'à la mise en cu l tu re  à 6 - 7" C e t  à l ' obscur i t é .  

: Nombre ( l igne supérieure) e t  % : ( Durée de . Moyenne des pourcentages 1 
( culture : des d i f f é r en t s  groupes des d i f f é r en t s  groupes 

isogéniques ( isogéniques 
(-------------:-----------------------------------:------------------------------*---- 

1 : 2 :  3 :  4 :  ( 1 :  2 :  3 :  4 )  

( 
:lu70 : 2 o i  ( 
: 8 4 , i 8 :  15,82 : 

1 
( 
( ) 
( 
( : i l57 : 386 : 
( : 74,98 : 25,@ : 

1 
( 1 
( 7 jours : 75,5 : 24,4 : 0,03 : 
( 

: 1162 
) 

( : 3 6 5  : 1 
: 76,05 : 23,89 : O,& : 

1 
( 1 
( - 
( 

) 

i : 791 : 58 : 10 
: 92,Og : 6,75 : 1,16 : 

j 
( 1 
( 1 1 14 jours 

i : 81,22 : 2 , 3 8 :  14,cie : 2 , 3 8 :  
( 21 jours 

1 
: 84,4 : 3,4 : ii,i : i,i ) 

( : 2 2 7  : 5 4 3  3 
: 81,66 : 1,79 : 15,47 : 1,08 : 

1 
( 
( 

: 571 : 34 : 98 : 6 
) 

( 
: 8ü ,54 :  4 , 7 9 :  13,82: 0 , 8 5 :  

1 
( ) 
( 



génitaux. Les phagocytes sont par contre t r è s  nombreux. 

Cependant, 1 ' évolution e s t  légèrement d i f fé ren te  se lon que l e s  

t e s t i cu l e s ,  au moment de la mise en cul ture ,  contiennent peu ou beaucoup de 

stades 2 b .  Dans l e  cas où l a  r ichesse en stades 2 b e s t  grande (Planche 17, 

f i g .  1 )  l ' évolut ion e s t  plus rapide e t  l e  nombre de groupes achevant l eu r  

maturation e s t  p lus  important ( tableau 8 e t  planche 17, f i g .  2 )  que dans l e  

cas contra i re  ( tableau 9 ) .  

Il f au t  remarquer qu'en par tant  d 'un contenu t e s t i c u l a i r e  commun 

au moment de la mise en culture,  l ' évo lu t ion  des explants e s t  t r è s  d i f fé ren te  

(Tableaux 7, 8 e t  9 ) .  On peut invoquer pour expliquer cela  des di f férences  

de réact ions  individuel les  aux conditions de survie i n  v i t ro .  

b) Testicules de sangsues élevées à 6 - 7' C puis pendant 

7 jours à la  température du laboratoi re  avan t - l a  

mise en cul ture  

Comme l e  montrent l e  tableau 10 e t  l a  planche 18, 
l e s  s tades  3 qui s e  trouvaient dans l e  t e s t i c u l e  au moment de l a  mise en 

cul ture  achèvent l eu r  maturation. Un nombre assez important de groupes isogé- 

niques des s tades  2 b évoluent en stades 3 dès l a  première semaine de survie  

i n  v i t r o .  Par la s u i t e  l e s  gamétocytes mâles en prophase de méiose disparais-  

sent  totalement danst rods  cas sur quatre ; ceux qui res ten t  sont  généralement . ,  

pycnotiques e t  en voie de phagocytose. Le pourcentage des s tades  2 a diminue 

légèrement. I c i ,  comme précédemment, l e s  s tades  3 qui donnent des  spermato- 

zoïdes ne sont pas remplacés. 

Un r é s u l t a t  identique a dté obtenu avec l e s  t e s t i c u l e s  de deux autres  

sangsues dans l e s  mêmes conditions. 

c ) Discussion 

Les expériences d 'abla t ion de cerveau pratiquées par 

HAGADORN (1966 b, c )  donnent l e s  r é s u l t a t s  suivants : 

- augmentation du nombre des "amibocytes" à l ' i n t é r i e u r  des t e s t i cu l e s  

- diminution du nombre t o t a l  des  groupes isogdniques. E l l e  es t  par- 

ticulièrement n e t t e  pour l e s  stades 3 e t  4.  

Nos propres observations sur  des  cul tures  de t e s t i c u l e s  en milieu 

anhormonal montrent : 

- une augmentation des phagocytes mais il ne nous semble pas 
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Tableau 9 : Eta t  du contenu des t e s t i c u l e s  d'une sangsue élevée jusqu'à l a  mise en cu l tu re  à 6 - 7' C e t  à 11 
l ' ob scu r i t é ,  après 14 jours de cu l tu re  i n  v i t r o .  Lors de l ' exp lan ta t ion  l e s  t e s t i c u l e s  contiennent - 'I 

peu de s tades  2 b. I: 4 
, . ' l  

1 
( ) 3 1  
( Durée de : Nombre ( l igne supér ieure)  e t  pourcentage : Moyenne des pourcentages des 
( cu l tu re  : des d i f f é r en t s  groupes isogéniques d i f f é r e n t s  groupes isogéniques 
( :-------------------------------------------------:------------------------------------------------- 1 .:. 
( 1 : 2 a : 2 b :  3 :  4 1 : 2 a :  2 b :  3 : 4 ) .  - 

( 
( O (Témoins) : 

( 
( 14 jours 
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'a, > (d 
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'a, c, 

ç *  
@ c d + +  
3 a a ,  :: ,2 
( d L d  
mat 

a w g  2 '7 '2 
0 ac, 
c, cd 
C *$ 8 
O 

( 
( Duréede : Nombre (ligne supérieure) et pourcentage : Moyenne des pourcentages ) 
( culture : des différents groupes isogéniques des différents groupes isogéniques ) 
( :-------------------------------------------------:------------------------------------------------ ) 
( 1 : 2a : 2 b :  3 :  4 : 1  : 2 a : 2 b :  3 :  4 )  1 
(-------------:---------:---------:---------:---------:---------:--------:---------:---------:---------. ,--------- 

( : 563 1 46 226 . 188 : 1 
( O ( ~ é m o i n )  : : 55 : 4,s : 22 , l  : 18,4 : 1 
( 

22 , l  495 . 55 : 18,4 : ) 

( 
( : 720 : 42 : 28 : 401 : j 
( : 60,45 : 3 5 3  : 2,35 : 33,67 : 1 
( : ) 
( : 557 : 36 : 28 : 349 : 1 
( : 57,42: 3 ,71 :  2 , 8 9 :  35,98:  1 
( 7 jours 1 
( : 678 : 59 : 27 : 336 : 1 
( : 61,64 : 5,36 : 2,45 : 30,55 : 1 
( ) 
( : 561 : 59 : 34 : 477 : ) 
( : 49,60 : 5,22 : 3,OO : 42,18 : 1 
( 1 
( 1 
( 537 : 28 : O : 56 : 507 : 1 
( : 47,6G: 2 ,48 :  G : 4,97 : 44,95 : ) 
( 1 
( : 7 9  : 43 : O : 85 : 660 : ) 
( : 48,83: 2 , 7 9 :  O : 5,-j2 : 42,86 : 1 
( 1 4  jours : : 59 ,3  : 2,8 : 0,1 : 6 ,  : 40,7 ) 1 
( : 477 : 28 : 5 : 49 : 439 : 

( : 47,80 : 2,80 : 0,5O : 4,gl : 43,99 : 1 
( 1 
( : 725 : 41  O : i l 4  : 397 : 

( : 56,77 : 3,21 : 0 : 8,93 : 31,Gg : ) 
( - 
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certain,  qu'en cul ture ,  e l l e  s o i t  due à une i n f i l t r a t i o n  au travers de l'enve- 
loppe tes t icu la i re  comme l e  pense HAGADORN. Il apparaft plutôt que c e t t e  

augmentation n ' e s t  qu'apparente e t  due à l a  fo r t e  diminution du nombre des 

divers groupes isogéniques (Planche 16, f ig .  3 )  qui e s t  nettement sensible 

après 14 jours de culture (tableau 7) .  
En outre, nous constatons qu'en milieu anhormonal 

- dans l e s  tes t icu les  en repos génital ,  un cer tain nombre 

de groupes de stade 2 subissent l a  méiose e t  évoluent vers l e  stade 4 
- l e s  groupes isogéniques de stade 3 terminent leur maturation, 

q u ' i l s  proviennent d'un tes t icu le  en repos ou en ddbut d 'ac t iv i té  génitale.  

- au cours de l a  deuxième semaine de culture, l e s  stades 2 b 

sont activement phagocytés 

- quelques groupes de spermatogonies continuent à se diviser  

Ces r é su l t a t s  mettent nettement en évidence une activation qui sur- 
. . 

vient aux premiers jours d'explantation i n  v i t ro ,  e t  se  t radui t  par l e  psssa- 

ge du cap de l a  méiose par un certain nombre de groupes isogéniques à par t i r  
- -- 

du stade 2 e t  même probablement du stade 1. Cette activation cesse ensuite, 

l e s  groupes ayant subi l a  méiose continuent à évoluer e t  l e s  spermatogonies 

peuvent encore se d iv iser  mais se montrent incapables de dépasser l e  stads 

2 b. 
f, 

Nous notons donc l'absence d 'un facteur nécessaire au déroulement 

normal de l a  spermatogenèse. Les expériences d '  HAGADORN (1966 b, c ) montrent 

que l ' in jec t ion  d 'homogénats de cerveaux chez l e s  animaux opérés, pa l l i e  à 

1' ablation du système nerveux central .  

Pour v é r i f i e r  ces résu l ta t s ,  nous avons associé en culture i n  vi t ro,  

des tes t icu les  avec l a  masse nerveuse péri-oesophagienne, accompagnée ou non * -  l r k  

-l 

des deux premiers ganglions segmentaires. 

B - Testicules cul t ivés  en association avec l e  système nervaw 

central ,  accompagné ou non des deux premiers ganglions segmfi.t.aires 

1 - Techniques - 
Les tes t icu les  d'une même sangsue sont partagés en t r o i s  

lo ts ,  l e  premier e s t  f ixé  comme témoin au moment de l a  mise en culture, l e  

deuxième e s t  explanté isolément i n  vi t ro,  l e  troisième e s t  associé à une masse 

nerveuse. Ils sont prélevés comme il a é t é  déc r i t  précédemment. Le système 



nerveux central  e s t  explanté avec une part ie  du pharynx e t  l e s  téguments dor- 

saux. Sa culture e s t  relativement d i f f i c i l e ,  d'une part  à cause de s a  grande 

sens ib i l i té  aux conditions de culture, d 'autre  part ,  à cause des infections 

bactériennes inhérentes à l a  présence du pharynx. Nous avons pal l ié  au pre- 

mier problème par des repiquages quotidiens, mais l e  second n ' e s t  pas encore 

totalement résolu. En e f fe t ,  à 1' intér ieur  du pharynx, se développe un foyer 

d ' infection apportant continuellement des bactéries qui, combattues au début 

par l e s  antibiotiques du milieu de culture, provoquent à l a  longue une infec- 
e t ion  géndralisée (vers l e  6 jour de cul ture) .  La désinfection du pharynx ou 

son excision se heurtent au problème de l a  survie de l'expiant . 
2 - Résultats 

Deux types d'association ont é t é  pratiqués : 

- association avec l e  système nerveux central  accompa- 

gné des 2 premiers ganglions segmentaires (tableau 11, planche 15) 

- association avec uniquement l e  système nerveux cen- 

t r a l  (tableau 12 ) . 
Dans l e s  deux cas, Les r é su l t a t s  sont identiques (Planche 16, f ig .  4 

e t  Planche 17, f ig .  3 ) .   é évolution de l a  spermatogenèse e s t  normale.  étude 

histologique met en évidence une maturation t r è s  rapide du contenu tes t icu-  

l a i r e  avec présence de tous les stades e t  notamment des 2 b en grande propor- 

t ion .  L a  densité des éléments génitaux e s t  normale a ins i  que cel le  des pha- 

gocytes. 

3 - Discussion 

Ces résu l ta t s  confirment ceux obtenus i n  vivo par HAGADCRN 

(1966 b, c )  e t  montrent que l ' ac t ion  seule du système nerveux central  e s t  

nécessaire pour obtenir une spermatogenèse normale. HAGADORN (1966 ) déduit 

des résu l ta t s  obtenus après injection d'homogénats de cerveaux que ces der- 

n ie rs  exercent une influence gonadotrope de nature hormonale. Nos propres 

expériences confirment ce t te  hypothèse en montrant que 1 ' actlon du système ner- 

veux central  persiste en l'absence d'une continuité nerveuse entre ce dernier 

e t  l e  tes t icu le .  

L'hormone pourrait  ê t r e  émise par l e s  cel lules  fuchsinophiles comme 

l e  pense HAGADORN, en e f f e t ,  comme nous l'avons vu précédemment certaines 

d'entre, e l l e s  sont act ivées lorsque l a  spermiogenèse reprend. 



Tableau 11 : Etat du contenu des tes t icu les  associés à une masse nerveuse péri- 

oesophagienne e t  aux deux premiers ganglions segmentaires après 21 

jours de culture.  é état du contenu des tes t icu les  de l a  même sangsue, 

cultivés isolément, e s t  figuré sur l e  tableau 7. 

: Nombre (ligne supérieure) e t  $ : ( Duréede . Moyenne des pourcentages 
des différents  groupes des différents  groupes 

) 

( culture 
( isogéniques isogéniques ) 

' 21 jours 
( ( tes t icu les  i 
( cultivés : 
( isolément) 1 
( 

( 2 1  jours : 181 z i g 0  : 3 9 9  : 2 0 9  : 
( (Testicules : 18,49 : 19,4ü : 40,76 : 21,35 : 

j 
) 

( associés à : 
( l a  masse 
( nerveuse 

1 
: 2 8 8  : 2 5 1  : 5 0 8  : 2 6 6  : 1 

( péri- : 21 ,93 :  1 9 , 1 2 :  3 8 , 6 9 :  2O,25: 22,2 : 19 : 36,6 : 22,2 ) 
( oesophagienne : 1 
( e t  aux 2 
( premiers 

) 
: 236 : 167 : 273 : 227 : 

( ganglions : 26,13 : 18,49 : 30,24 : .25,14 : 
( segmentaires) : 

1 
( ) 

. i 
. 1 
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Tableau 12 : Etat du contenu des testicules associés à une masse nerveuse péri-oesophagienne après 14 jours de 
a 

culture . 
 é état du contenu des testicules de la même sangsue, cultivés isolément, est figuré sur le tableau 8 

( Durée de : 
( culture : 

Nombre (ligne supérieure) et pourcentage : 
des différents groupes isogéniques 

Moyenne des pourcentages 
des différents groupes isogéniques 

1- 1 

( 14 jours : 
1 

( (~esticules : 
1 

( cultivés : 
( isolément : 
( i 
( 
( 14 jours : 283 : 29 : 146 : 376 : 61 : 

1 
( (Testicules : 31,62 : 3,24 : 6 ,  : 42,01 : 6,132 : 

1 
( associés à : 
( la masse : 

1 
( nerveuse : 

1 
: 28,6 : 3,8 : 24,2 : 8 : 5,3 ) 

( péri-oeso- : 
( phagienne : 

) 

( : 268 : 46 : 336 : 358 : 41 : 
1 

( : 25,55 : 4,38 : 32,63 : 34,13 : 3,gl : 
1 
1 
) 



Nous pouvons constater que l e  cerveau e s t  ac t i f ,  bien qu' il provienne 

d'un animal en repos géni tal .  Son activation doi t  ê t r e  due au passage de 

6 - 7" C à 20" C. Sa structure e s t  conservée comme l e  montre l 'étude histolo- 

gique (Planche 19, f i g  .1-2), mis une survie de 1 ' ordre de t r o i s  semaines 

semble ê t r e  un maximum. Cette ac t iv i t é  i n  v i t ro  du système nerveux cent ra l  

e s t  t r è s  intéressante car chez Theromyzon rude, HAGADORN (1962) ne constate 

aucune action des cerveaux qu' il implante à des su j e t s  décérébrés, malgré 

une bonne survie c onf irrnée par 1 ' examen histologique . Par contre, 1 ' injection 

d'homogénats de cerveau à des H. medicinalis décérébrées a un e f fe t  gonado- 

trope (HAGADORN, 1962 b, c ) . L;ERSCH e t  RICHTER (1.961) étudiant l 'adaptation 

chromatique chez Piscicola geometra, montrent qu'une greffe de co l l i e r  &ri- 

oesophagien à un animal qui en a é té  privé, e s t  sans e f fe t  sur l'expansion 

des chromatophores, a lors  que l ' i n j ec t ion  d ' ex t r a i t s  donne des r é su l t a t s  

pos i t i f s .  

Un problème se pose qui e s t  de déterminer à quel stade de l a  sper- 

matogenèse l'hormone cérébrale e s t  nécessaire. Nous constatons que : 

- chez l e s  animaux maintenus à 6 - 7" C l e  stade l e  plus 

évolué observé, correspond à un début de prophase de méiose (stade 2 b)  

- l e s  tes t icu les  cultivés isolément montrent, au cours de l a  

deuxième semaine de survie i n  vitro,une pycnose suivie d'une phagocytose 

active des stades 2 b, ce qui entralne leur  dispari t ion presque to ta le .  

- en milieu anhormonal, l e s  spermatogonies peuvent se diviser  

e t  l e s  spermatocytes II e t  l e s  spermatides terminent leur maturation. Ces 

observations nous permettent de supposer que 1' action stimulatrice de 1 'hor- 

mone cérébrale e s t  nécessaire pour que l a  mitose réductionnelle puisse 

s ' effectuer normalement. 

Un f a i t  e s t  cependant en contradiction avec cet te  hypothèse : dans 

l e  cas des tes t icu les  en phase de repos m i s  en culture isolément cer tains  

groupes isogéniques évoluent vers l e  stade spermatozoïde e t  subissent donc l a  

méiose. Le même phénomène a é t é  observé i n  vivo chez Theromyzon rude par HAGA- 

DORN (1962). Cet auteur pense q u ' i l  s ' a g i t  l à  de groupes "activés" qui achè- 

veraient leur  maturation. Dans l e  cas présent, l'hypothèse d'une maturation 

déclenchée par l e  passage de 6 - 7" C à 20° C au moment de l 'explantation n 'es t  

pas à exclure. 

Des r é su l t a t s  assez proches ont é t é  obtenus par HAGADOFiN chez 



Theromyzon rude (1962 ) qui montre qu' en 1 'absence de cerveau l a  spermatogenèse 

e s t  incapable d 'a t te indre l e  stade 4, stade précédant l a  spermiogenèse, -&ez 

l e s  Oligochètes, 1 ' action stimulatrice sur l a  spermatogenèse de 1' hormone 

cérébrale s'exerce au moment de l a  méiose chez Eisenia foetida (HERIANT-MEEWIS, 

1959) ou sur l e s  mitoses en chez Allolobophora i c t e r i ca  (SAUSSEY, 

1963-66). mez l e s  Polychètes, HûkiIE (1963-66 ) montre chez Arenicola marina 

une action gonadotrope du cerveau qui semble s 'exercer à tous les  niveaux, 

au cours de l a  spermatogenèse. 

4 - Conclusion 

Cette étude de l a  spermatogenèse nous a permis de vé r i f i e r  

i n  v i t r o  l e s  résu l ta t s  obtenus i n  vivo chez H. medicinalis par HAGADORN 

(1966 b, c ). Quelques précisions ont cependant pu ê t r e  apportées : 

- l e s  tes t icu les  explantés isolément i n  v i t r o  subissent une activa- 

t i o n  qui entraî'ne l a  maturation de quelques groupes Isogéniques 

- l a  maturation des spermatocytes II, des spermatides e t  l a  division 

des spermatogonies peuvent ê t r e  obtenues en milieu anhormonal 

- 1 ' action de 1 ' hormone gonadotrope s ' exerce probablement au cours 

de l a  mitose rdductiomelle.  

C - Ovaires cul t ivés  isolément 

1 - Techniques 

Les ovaires sont prélevés de la même manière que l e s  tes- 

t icu les .  Sur l e s  deux ovaires d'une sangsue, l ' u n  e s t  f ixé comme témoin l e  

jour de l a  mise en culture,  l ' au t r e  explanté i n  v i t ro .  

2 - Résultats 

Le meilleur c r i t è re  macroscopique d'une bonne survie de 

1 ' explant consiste en mouvements du cordon ovarien dans 1 ' ovisac. 

 étude hisbologique montre que l a  s t ructure histologique e s t  con- 

servée après 21 jours de culture.  

w Les ovaires prélevés sur des sangsues maintenues jusqu'à l a  mise 

en culture à 6 - 7" C e t  à l 'obscuri té .  Dans ce cas, l e s  ovaires témoins ne 

contiennent jamais d'ovogonies en mitose. Cultivés isolément ces ovaires pré- 

sentent généralement, dès la première semaine de culture,  des mitoses goniales 

(Planche 17, f i g  . 4 ) , 



Ce r é s u l t a t  montre donc, qu' en milieu anhormonal, l e s  d ivis ions  

gonia les  peuvent se f a i r e  comme c ' é t a i t  l e  cas d ' a i l l e u r s  pour l e s  g a k t o -  

cytes  mâles. 

ïes études ~ ' H A G A D O R N  (1962 ) sur Theromyzon rude montrent que 1 'hor- 

mone cérébrale e s t  néoessaire à l ' évolut ion normale de 1' ovogenèse. Dans l e  

cas  présent, une ac t ion  identique e s t  probable mais n ' a  pas encore é t é  démon- 

t r é e  expérimentalement. 



CONCIXJSION 

Cette étude a mis en évidence une action très nette de la température 

sur la gamétogenèse d'H. medicinalis, ce qui permet l'obtention d'animaux à 

différents stades d'évolution génitale à toute époque de l'année, facilitant 

ainsi l'étude de l'endocrinologie sexuelle chez cette espèce. Corrélativement 

à la reprise ou au maintien de la spermiogenèse, l'évolution des cellules 

fuchsinophiles et de quelques neurones du typeF2, du système nerveux cen- 

tral, a été suivie et leur localisation précisée. Un organe neuro-hémal de 

type primitif a été observé au niveau de la commissure dorsale. La reprise 

de la spermiogenèse, chez des sangsues élevées d'abord à 6 - 7" C et à l'ob- 

scurité puis à la température du laboratoire à la lumière naturelle ou à 

l'obscurité continue, est accompagnée d'une diminution du matériel fuchsino- 

phile de la commissure dorsale et d'un accroissement d'activité des cellules 

d ,  surtout de celles du groupe 2. La spermiogenèse conttnue a pour effet le 

maintien ou l'accroissement de l'activité des cellules fuchsinophiles du 

système nerveux central. Ces faits sont en faveur de l'hypothèse, émise par 

HAGADORN (1966 b, c), qui considère les péricaryones comme le lieu d'élabo- 

rat ion de 1 ' hormone gonadotrope. 
La mise au point d'un milieu de culture nous a permis de préciser 

et de vérifier les résultats obtenus in vivo par HAGADORN (1966 b, c) chez 
H. medicinalis. Le système nerveux central exerce une action stimulatrice sur 

la spermatogenèse, probablement au cours de la mitose réductionnelle. Par 

contre cette influence n'est nécessaire ni à la poursuite de l'évolution, 

lorsque le stade spermatocyte II est atteint, ni au maintien des mitoses 

goniales mâles et femelles. Cependant en milieu anhormonal les testicules 

présentent les premiers jours de culture in vitro une activation qui pourrait 

&re due au passage de 6 - 7' C à 20' C au moment de l'explantation. La 

cicatrisation des explants dont 1' 6 tude a 6 té abordée est probablement due 

à une migration de cellules épidermiques et son rôle dans la survie des orga- 

nes semble important. 
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PLANCHES 



stade 1 

s tade  2 

s t a d e  3 

Planche 1 - Spermatogenèse - Stades 1 à 3 
. ,  

Pour l e  stade 3 ,  l e s  cel lules  génitales n 'ont é té  représentées que sur A 2 

une partie du cytophore 



Planche 2 

Fig. 1 : Coupe de testicule en spermiogenbse 

1 : groupe isogbnique du stade 1 

28 : groupe isogbnique du stade 2a 

2b : groupe isogènique du stade 2b 

3 : groupe isogènique du stade 3 
4 : groupe isogbnique du stade 4 

(~ixation au Bouin-Hollande - coloration à 1 ' hémataxyline de 
Regaud - épaisseur de la coupe 6 p - G x 370). 

Fig. 2 : Coupe passant par les 2 extrémitks d'un ovaire 

cg : cellule géante 

m : mitose goniâle 

og : ovogonies 

(~ixation au Carnoy - coloration au glychémalurléosine - 
égaisseur de la coupe : 7 p - G x 370) 

Fig. 3 : fiaction de oord~n ovarien (montage 
CO : cordon ovarien 

oc : ovocyte en croissance 

(Fixation au Carnoy - coloration au Carmin chlorhydrique - 
G x 150) 

Fig. 4 : Coupe d'un wisac 

zd : zone de dégénérescence 

zoc: zone à ovocytes 

zog : zone à ovogonies 

(Fixation au Carnoy - coloration au glychémalun-dosine - 
Bpaisseur de la coupe : 7 p - G x 150). 





Fig. 1 : Coupe d'un testicule f i x d  en h i  (K. medicinalis dlede  B 

6 - 7' C et à l'obscurité). 

cy : cytophore après phagocytose des spermatacytes 1 

Fig. 2 : Coupe de testicule d'~. medicinalis &levée d'abord 8.6 - 7* C 
et à l'obscurité puis pendant 7 jours A ïa  température du 

laboratoire et B 1 'éclairement naturel. 

Fig. 3 : Cmpe de testicule dlH. medicinalis Bïevée d'abord à 6 - 7" C 

et B 1'obscuritQ puis pendant 1.I jours à la température du 

laboratoire et B l'éclairement naturel. 

Fig. 4 r Coupe de testicule d'H. medicinalis Bïevée d'abord iS 6 - 7" C 

et à l'obscurit6 puis pendant 21 jours à la température du 

laboratoire et à 1 'éclairement naturel. 

(Epaisseur des coupes : 7 y - Fixation au Carnoy - Colora- 
tion au glychémalun-éosine - Q x 370). 





Planche 4 

Evolution du contenu testiculaire d 'H. medicinalis placées à la température 

du laboratoire et subissant l'éclairement naturel. 

( Les chiffres cerclés de noir correspondent aux différents stades. 

Les lignes discontinues sont tracées arbitrairement). 

Planche 5 
Evolution du contenu testiculaire d 'H. medicinalis plac6es h la température 
du laboratoire et h l'obscurité continue. 

( Les chiffres cerclés de noir correspondent aux différents stades. 

Les lignes discontinues sont tracées arbitrairement ) . 
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Planche 6 

Collier péri-oesophagien et premier ganglion segmentaire en vue ventrale. 

cnp : connectif péri-oesophagien 

CO : connectif interganglionnaire 

nf : nerf de Faivre 



cm, 

Planche 7 

Collier péri-oesophagien et premier ganglion segmentaire en vue dorsale. 

cm : commissure dorsale 

cnp : connectif péri-oesophagien 

CO : connectif interganglionnaire 

nf : nerf de Faivre 



Planche 8 

Vue l a t é ra l e  gauche d 'un ganglion cérébrolde . 
c m  : commissure dorsale 

cnp : connectif péri-oesophagien 

D : face dorsale 

V : face ventrale 



Planche Y 

Fig. 1 : Cellules neurosécr6tricesd 1 (groupe 1) du follicule 8 
(Coloration à la fwbsine paraldéhyde in situ. G x 150). 

Fig. 2 : Cellules neurosécrétrices H des follicules 19 droit et gauche 
(Coloration à la fuchsine paraldéhyde in situ. G x 150). 

Pig. 3 : Cellule neurosécrétriced du follicule 13. 
(Coloration à la fuchsine paraldéhyde in situ. G x 150). 

Fig. 4 : Cellule neurosécrétrice 4 1 (groupe 1) du follicule 8. 
Sangsue fixée en Septembre (G x 58(~) .  

Fig. 5 : Cellules neurosécrétrices d du groupe 2. Sangsue fixée en 
Septembre. ( G x 1500). 





Planche 10 

Fig. 1 : Cellules fuchsinophiles du groupe 3 d'un animal fixé en 

Septembre. (G x 1500). 

Fig. 2 : Cellules fuchsinophiles du groupe 4 provenant d'un animal 

élevé d'abord à 6 - 7' C e t  à l 'obscuri té  puis pendant 

15 jours à l a  températbe du laboratoire.  ( O  x 1500). 

Fig. 3 : Cellule fuchsinophile du groupe 4 d'un animal fixé en Sep- 

tembre. (G x 1500). 

Op- : Cellule& d'un animal f ixé en Septembre. (O x 1500). 





Planche 11 

Fig. 1 : Commissure dorsale d'une sangsue élevée B 6 - 7' C et à l'ob- 

scurité de Février à Mai. (G x 580). 

Fig. 2 : Commissure dorsale d'une sangsue élevde d'abord à 6 - 7 O  C 
et à l'obscurité puis pendant trois semaines à la température 

du laboratoire et à 1' obscurité. (G x 580). 

Fig. 3_ : 6 cellules fuchsinophiles du groupe 2 d'une sangsue Qïevée 

de Février à Juin à 6 - 7" C et à l'obscurité. (G x 15CQ). 

Fig. 4 : Cellule fuchsinophile du groupe 2 d'une sangsue élevée d'a- 
, r a  i 

bord à 6 - 7' C et à l'obscurité puis 14 jours à la tempérû-8 - 
ture du laboratoire et à l'obscurité. (G x 1500). 





Planche 12 

Fig. 1 : Cellule fuchsinophile du groupe 1 d'une sangsue élevée de 

Février à bi à 6 - 7 O  C e t  à l 'obscuri té .  (O x 1500). 

Fig. 2 : Cellule fuchsinophile du groupe 3 provenant du même animal 

que l a  ce l lu le  précédente. (G x 1500). 

Fig . 3 : Cellule fuchsinophile du fo l l icu le  19 d'une sangsue 6lev6e 

de Février à Juin à 6 - 7' C e t  à l 'obscurité.  (G x 1500). 

Fig. 4 : Cel lu le f i  provenant du même animal que ce l l e s  des figures 

1 e t  2 .  (G x 1500). 





Planche 13 

Fig. 1 : Cellule fuohsinophile du neuromère postdrieur du ganglion 

sous-oesophagien d'une sangsue élevée de Fdvrier B, Juin B 
6 - 7' C et à l'obscurité. (G x 1500). 

Fig. 2 : Cellule fuchsinophile du neuromère postdrieur du ganglion 

sous-oesophagien d'une sangsue élevée de Fdvrier B 1381 $, , 

6 - 7" C et à l'obscurité puis pendant 14 jours à la tempé- 

rature du laboratoire et B l'obscuritd. (O x 1500). 

Fige 3 : Cellule fuchsinophile du follicule 13 d'une sangsue fixée 

en Septembre. (G x 1500). 

Fig. 4 : Cellule fuchsinophile du follicule l3 d'une sangsue fixée 

en Janvier. (G x 580). 





Planche 14 

Fia.  1 Zone de contact en t re  l e s  t i s s u s  m i s  à nu e t  l'épiderme en place. 

Remarquer la  migration en surface des noyaux épidermiques (né).  

Trois jours de cu l tu re .  

mc : membrane de c i ca t r i s a t i on  

Membrane de c i ca t r i s a t i on  formée par l e s  p e t i t e s  c e l l u l e s  fusiformes 

( l e s  f lèches indiquent l eur  noyau). Explant dont l 'épiderme e t  la 

couche pigmentaire ont é t é  excisés. Sept jours de cul ture .  

Fig. 3 - @me explant que précédemment. Une zone d'accumulation ( f lèche)  de 

ce l l u l e s  fusiformes. 

cb : c e l l u l e s  botryoïdes 

fm : f i b r e s  musculaires 

Fig. 4 - Membrane de c i ca t r i s a t i on  dé f in i t i ve  après 14 jours de cul ture .  Les 

f lèches indiquent l e s  c e l l u l e s  en mitose. 

(Fixation au Bouin-Hollande. Epaisseur des coupes : 6 p. Coloration 

par  1 ' hématoxyline de Regaud . G x 370). 





stades 

temps en jours  

Planche 15 

- à gauche : évolution du contenu des testicules, cultivés isolement, d' 

sangsue maintenue à 6 - 7" C et à 1' obscurité jusqu' à la mise en culture. 

- à droite : état du contenu des testicules de la sangsue précédente 

explantés in vitro pendant 21 Jours, en association avec le système nerveux ' .,8'r 

central accompagné des deux premiers ganglions segmentaires. 

(Les chiffres cerclés de noir correspondent aux différents stades. Les lignes 

discontinues sont tracées arbitrairement). 



Planche 16 

Fig. 1 - Coupe d'un explant après 14 jours de cul ture .  
1- 

(Fixation au Bouin-Hollande. Epaisseur de l a  coupe : 7 p. Coloration . 

au glychémalun-éosine . G x 40) .  

ép : épiderme en place 

m : membrane de c i ca t r i s a t i on  

mc : muscles c i r cu l a i r e s  

m l  : muscles longitudinaux 

mo : muscles obliques 

t : t e s t i c u l e  

Fin.  2 - Test icule  témoin f ixé  l e  jour de l a  mise en cu l tu re .  

1 : groupe isogénique de s tade 1 

2a: groupe isogénique de stade 2 a 

2b: groupe isogénique de stade 2 b 

Fig. 3 - Test icule  provenant du même donneur que l e  précédent après 21  jours 

de  cul ture  i so lée .  

1 : groupe isogéniqde de stade 1 

l m :  groupe isogénique de stade 1 en mitose 

3 : groupe isogénique de stade 3 
ph: phagocyte 

Fig. 4  - Test icule  provenant du même donneur que l e s  précddents après 2 1  jours 

de cul ture  en associa t ion avec l e  système nerveux cen t ra l  e t  l e s  

deus premiers ganglions segmentaires. 

4 : groupe isogénique de stade 4 

(Les t e s t i cu l e s  des f igures  2-3 e t  4 ont é t é  f i x é s  au Bouin Hollande. 

 épaisseur des coupes e s t  de 6 p. La colorat ion e s t  f a i t e  par 

l'hématoxyline de Regaud. G x 370). 





Planche 17 

Fig. 1 - Testicule témoin fixé le jour de la mise en culture. 

Fig. 2 - Testicule provenant du même donneur que le témoin après 14 Jours - 
de culture isolée. 

Fig. 3 - Testicule provenant du &me donneur que les précédents après 14 jours 

de culture en association avec le système nerveux central. 

1 : gruupe isogénique de stade 1 

2a : groupe isogénique de stade Ba 
Sb : groupe isogénique de stade 2b 

3 : groupe isogénique de staùe 3 
4 : grou= iscgén~ue de stade 4 

Fig. 4 - Ovaire après 14 jours de culture isolée. Coupe passan;t par les zones 

à ovogonies. Les flèches indiquent les mitoses. 

(Fixation au Carnoy. Epaisseur des coupes : 6 p. Coloration par 

l'hématoxyline de Regau6. G x 370). 





% des g r o u p e s  

isogéniques 

des d i f fé rents  

stades 

temps e n  jours 

Planche 18 . , 

Evolution du contenu des testicules, explantés isolément in vitro, 

d'une sangsue maintenue à 6 - 7' C et à 1' obscurit6, puis pendant sept jours 

jwqu'à la mise en culture à la température du laboratoire et à l'éclairement 

naturel. 

(Les chiffres cerclés de noir correspondent aux différents stades. 

Les lignes discontinues sont tracées arbitrairement. L' importance du pourcen- 

tage des stades 2b porté. sur ce graphique entre le 1 4 ~  et le 21e jour de 

culture est exagérée). 



Planche 14 

Fig. 1 : Coupe du ganglion sous-cesaphagien ( t ro i s  semaines de  culture). 

n : cel lule  neurosécr6trice fuchsinophile du fo l l i cu le  13. 

 pi^. 2 : Coupe d'un ganglion segmentaire ( t ro i s  semaines de  culture). n : oel- 
lule neurosécrc?trice fuchsinophile. Les flèches montrent des grarm1t.r 

fuchsinophiles dans l e  neuropile. 

( ~ i x a t e u r  : Bouin-Hollande sans acide acétique, épaisseur des coup& t 

7p, coloration : fuchsine paraldéhyde avec coloration de fond de 

Halmi variante de Clark. G x 370). 




