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INTRODUCTION

L'eau recouvre 71 % de la surface terrestre et celle nécessaire a tous les aspects
delavie, qui est I’ eau douce, ne représente que 2.8 %. Ces eaux comprennent les cours
d'eau, leslacs et les eaux souterraines (Sylla, 2011).

Mal heureusement, ces milieux sont devenus la premiere cible de I'homme qui a
tout modifié et atéré par ses différentes activités. Il est responsable de la
défragmentation et la disparition des habitats, en raison de la surexploitation des
ressources due a la péche et |’ accélération du processus polluant par I’introduction de
diverses toxines industrielles, agricoles et urbaines, ce qui fragilisent plus les
écosystemes (Trachsel, 2008).

Les eaux continentales en Algérie sont soumises a d'importantes perturbations
anthropiques. Ces écosystémes dul caquicoles sont devenus le réceptacle final de toutes
sortes de pollutions (physiques, chimiques ou biologiques). Par conséquent, les étres
vivants dans ces eaux sont les premiers exposants aux fortes concentrations des
toxiques, induisant des modifications profondes des communautés ichtyologiques
(Bacha et Amara, 2007).

Le Barbeau Barbus callensis (Valenciennes, 1842) qui est trés fréquent dans
I'oued Soummam (Bacha et Amara, 2007), est auss affecté par ces xénobiotiques
(Djoudad-Kadji, thése en préparation). Ce poisson est considéré comme un parfait
bioindicateur de pollution (Barbier, 2011).

Ce type de pollution, qui est appelée « Perturbateurs Endocriniens PE» produit

une altération du systéme reproducteur de I'espece, en causant d’ apparentes mutations
et des transformations, dont on retrouve des reversions du sexe « Hermaphrodisme ou

Intersexe » menacant ainsi, I'équilibre démographique, la qualité génétique et

I’ évolution des populations animales en générale, et des poissons en particulier
(Jobling & al., 1998).

En effet, ce probleme d’hermaphrodisme qui touche les organes reproducteurs
des poissons, causes par les perturbateurs endocriniens, a été signalé de part le monde,
y compris les populations sauvages telles :

v Le Gardon Rutilus rutilus (Linnaeus 1758) (Jafri, 1979 ; Purdom & al.,
1994 ; Jobling & al., 1998 ; Beresford & al., 2004) et le Goujon Gobio
gobio (Linnaeus 1758) (Van Earle & al., 2001) en Angleterre.
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v' Le Bréme Abramis brama (Linnaeus 1758) aux Pays Bas (Lahr & al.,
2006).

v' Le Telapia Oreochromis mossambicus (Peters 1852) en Afrique du Sud
(Barnhoorn & al., 2010).

v' Le Barbeau Barbus callensis (Vaenciennes 1842) a Béjaia en Algérie
(Djoudad-Kadji, thése en préparation).

C'est dans ce contexte de problématique que s'inscrit cette étude, qui vise a
vérifier |'état et la fonctionnalité ou non des gonades intersexuées synchroniques
(présence simultanée des ovaires et testicules au sein d'un méme individu) de Barbus
callensis. Ceci, en comparant |la partie femelle des gonades intersexuées a des ovaires
normaux sectionnés a partir des individus ne présentant que I’ appareil reproducteur
femelle. Les spécimens étudiés ont été récupérés dans |I’oued Soummam qui est tres
connu par sa grande prévalence en divers polluants provenant de plusieurs sources.
(Bachaet Amara, 2007).

Pour ce faire, nous avons effectué des mensurations sur les diametres
ovocytaires ainsi que les noyaux. En plus, nous avons compté le nombre d’ ovocytes
sains présents sur chague coupe histologique ainsi que les situations atrétiques. Ce
travail aété réalisé équitablement sur des parties femelles intersexuées et normales.

Ce document est scindé en deux parties. La premiere est une revue
bibliographique concernant le Barbeau et I’ influence de la pollution sur la physiologie
de sa reproduction. La seconde présente la partie expérimentale qui est constituée, a
son tour, de deux sections: le détail de |la méthodol ogie en matériels et méthodes et des
résultats et discussions réservés aux différentes comparaisons et leurs explications.
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|.1. PRESENTATION DU GENRE BARBUSET DE L'ESPECE CALLENSIS
I.1.1. Répartition géographique

Les Barbeaux appartiennent a la famille des cyprinidés. Cette derniere a attiré
| attention des scientifiques gréce a sa grande repartition dans le monde et son mode de
reproduction. Elle compte plus de 2000 espéeces avec approximativement 340 genre
(Rafael et Doadrio, 1998), répartis en majorité en Asie, en Europe et en Afrique. Le
genre Barbus est le plus diversifiés des cyprinidés avec 18 a 25 especes européeennes
et 33 especes africaines (Bruslé et Quignard, 2001).

Ce genre comptabilise a lui seul environ 800 espéces, dont fait partie Barbus
callensis, qui est une espece caractéristique de I’ Afrique du Nord ou €lle est trés bien
représentée auss bien en Algérie, au Maroc qu' en Tunisie. Son nom provient de
I’ origine du premier spécimen décrit, asavoir le lac Calle en Algérie (Djemali, 2005).

D’apres El Gharbi & al. (1994), 14 espéces ont été identifiées au Maroc, dont 10
espéces appartiennent au sous genre Barbus et 4 especes au sous genre Labeobarbus.

Endémique de I’ Afrique du Nord, B. callensis peuple les cours d eau tunisiens,
algériens et marocains, de I’extréme nord jusqu’au sud de I’ Atlas qui semble étre la
limite méridionale de son aire géographique (Figure 1) (Chaouachi et Ben Hassine,
1998).

Figurel: Airededistribution géographique de B. callensis (Chaouachi et Ben Hassine, 1998)
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[.1.2. Description mor phologique

Le barbeau est un discret poisson de fond et de courant. Ce poisson possede un
corps alongé, cylindrigue et fin, recouvert d'écailles cycloides. Laforme de son ventre
est adaptée alavie sur le fond de la couleur blanche, son dos est brun sombre. Son ceil
est petit (Coppis, 2011).

Il est muni de deux paires de barbillons, d’ ou dénommées le nom « Barbeau ».

Les levres de sa bouche sont épaisses et charnues qu'elles utilisent pour rechercher sa
nourriture (Figure 2A) (Kraiem, 1983).

C'est un poisson de taille moyenne varie de 40 250 cm pour un poids de 300 g.
Sa durée de vie peut atteindre 10 ans (Coppis, 2011).

Barbus callensis, est une espéce qui a des formes trés effilées et un museau
assez allongé. Au dessus du front, nous observons une dépression caractéristique. La
couleur du corps est brun-jaunétre a éclat métallique et le ventre argenté. La nageoire
porte 4 rayons osseux simples dont le dernier est épineux (Figure 2B) (Kraiem, 1994).

<A »

«B»

Figure 2 : Barbus callensis (Bouhbouh, 2002).
« A » présentation photographique, « B » présentation schématique.
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[.1.3. Position systématique

Selon Nelson (1994) :

Phylum : Cordes

Classe : Osteichtyens
Sous-classe : Actinopterygiens
Infra-classe : Teleosteens
Ordre : Cypriniformes
Sous-ordre : Cyprinoides
Famille : Cyprinides

NN N N N S NN

Genre : Barbus

La position taxonomique de I’espéce sujette de cette étude est :
Barbus callensis qui fait partit du genre Barbus

|.1.4. Habitat (Figure 3)

Barbus est un genre

entre les couloirs herbeux

rhéophile; il est distribué dans les
rivieres assez large et fleuves aux
eaux modérées avec une aternance
de courant rapide et came (Huet,
1954).

sur les plages de galets

. rd
Comme il se trouve dans les

| &
=, -

eallx vives, fraiches, bien oxygénées | fescouant

peu profonds

sur fonds rocheux, caillouteux, ==

. Figure 3: Répartition de Barbus callensis dans
graveleux ou sableux. Ce poisson uneriviere. (atelierpeche.free.fr/5-

courants a proximité du fond. Les individus les plus jeunes sont localisés dans les
zones peu profondes et peu courantes, alors que les plus vieux fréquentent des eaux
plus profondes (Aarab, 2004).

D'apres les études qui ont été faites, ils ont conclu que la croissance de |’ espéce
Barbus callensis du barrage apparait plus faible que celle de lariviéere (lounaci-daoudi,
2011).
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1.1.5. Régime alimentaire

Le barbeau est un poisson a activité diurne (Kraiem, 1994), fouisseur, omnivore
et phyto-macro-benthophage. Il se nourrit de nombreuses proies benthiques. de larves
d'insectes (dipteres, éphémeéropteres, gammarides), d’ algues, de débris végétaux et des
ceufs de poissons, pour les tailles les plus petites (jeunes). Quant aux adultes, ils
peuvent méme consommer des crustacés (Djemali, 2005).

Selon I’&ge, il peut développer une sélectivité dans le choix de la nourriture
(Khalaf, 1985 ; Benabid, 1990). Il cesserait toute alimentation s la température
approche les 0° (Coppis, 2011).

L'activité alimentaire du genre Barbus suit un rythme saisonnier : L'été et le
printemps sont les saisons ou le poisson a une activité alimentaire intense, tandis que
durant 'automne et I'hiver, son intensité d'alimentation diminue (Cherghou & al.,
2002).

|.1.6. Croissance

L’ espérance de vie chez le genre Barbus est de 12 ans pour la femelle et 10 ans
pour le méle. Il a deux phases de croissance : juvénile et adulte, dont la croissance en
taille suit un modéle linéaire rapide chez les jeunes et diminue avec I'age. La
croissance pondérale varie en sens inverse (Bouhbouh, 2002).

1.1.7. Reproduction
1.1.7.1. Période

Le genre Barbus présente une période de reproduction durant le printemps, elle
S étale de mars a juin dans des conditions favorables, quand la température atteint 14 a
16 °C. (Tazerouti et Belaid, 2010).

[.1.7.2. Ponte

La ponte seffectue dans des zones peu profondes dans des graviers propres, qui sont
décidément le terrain de prédilection du poisson. I pond jusqu'a 8000 ceufs (Ait Iftane,
2011).
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[.1.7.3. Maturité sexuelle

L’ acquisition de la maturité sexuelle est relativement précoce chez les males (2
a3 ans) et tardive chez lesfemelles (5 a 6 ans) (Kraiem, 1994 ; Coppis, 2011).

1.1.7.4. Stades du développement ovocytaire

D’apres I'examen histologique, I'ovaire de Barbus callensis présente un
ensemble de follicules séparés par du tissu conjonctif et limité par la théque externe.
Cet examen a permis de déterminer six stades de développement ovocytaire (Figure
4) (Bouhbouh, 2002; Tazerouti & Belaid, 2010) :

v' Stade I: Au sein de l'ovaire, nous observons un amas de
cellules qui sont de deux types ; 'ovogonie qui est une cellule de petite taille
avec un gros noyau excentrique, elle résulte a partir de la division mitotique
de la cellule germinale. Elle va donner naissance a l'ovocyte I, qui a un noyau
central plus gros présentant un ou plusieurs nucléoles et un cytoplasme
toujours homogeéne avec des granules glucidique. Chaque ovocyte I est
entouré d’'une couche épaisse, la théque interne.

v'  Stade II : La cellule augmente de volume et devient ovocyte II,
son cytoplasme devient hétérogéne (présence de vacuoles lipidiques
périphériques), son noyau est central devient plus volumineux; avec nucléole
périphérique et formation de ’ARN. Une double couche cellulaire a la théque
interne s’ajoute c’est la granulosa.

v’ Stade III : La taille des ovocytes augmente, son cytoplasme est
entouré de membrane cytoplasmique, elle est envahie par les vacuoles
lipidiques, son noyau pourvu de nombreux nucléoles périphériques. Il y a
aussi apparition de deux zones ; centrale sombre, et une zone corticale
claire, et 'ensemble des couches cellulaires ; la zona radiata, la granulosa et
la théque interne.

v Stade IV: Les inclusions lipoprotéiques fusionnent
progressivement en globules, ces derniéres repoussent les vacuoles lipidiques
a la périphérie. Formation de chorion entre la théque interne et la granulosa.

v Stade V : Les plaquettes vitellines ont envahi tout le
cytoplasme, le volume de ce dernier a nettement augmenté. Les différentes
plaquettes vitellines quoique entassées les unes contre les autres restent
individualisées. Par contre la zone glucidique s’est considérablement réduite.
L’ceuf mur prét a la ponte est entouré par différentes enveloppes il s’agit de :
la membrane cytoplasmique, la zona radiata, la granulosa le chorion et la
théque interne, son noyau central dont la taille est diminué.
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v'  Stade VI : Son diamétre atteint le maximum, le cytoplasme est
envahi de globules vitellins, son noyau reste petit migre vers la périphérie, la

zona radiata devient mince a cause d’augmentation de volume.
v

« A >

«D»>

Figure 4 : Stades de développement ovocytaires de Barbus callensis (Bouhbouh, 2002).
« A »: Stade | x100, « B » : Stade |l x100, « C » : Stade I11 x40, « D » : Stade |V x40, « E » : Stade V
x40, « F » : Stade VI x40. N : noyau, Nu : nucléole, Tl : théeque interne, VL : vacuoles lipidiques,
ILP: inclusions lipoprotéiques, GL: globules lipoprotéiques: PV : plaquettes vitellines.

L’ observation microscopique dans la méme gonade, avait montré des
follicules qui ne sont pas au méme stade de maturité, et cette structure ovarienne
témoigne d' une ovogenese asynchrone (Bouhbouh, 2002).

Apres la ponte, les ceufs sont libérés avec la zone transparente et laissent dans
I’ ovaire des lacunes poste-ovulatoire, L’ ovocyte mir non dégagé devient en atrésie ;
C'est la dégénérescence des cellules falliculaires. Ce phénomene peut étre normal ou
pathologique. L’ ovocyte devient atrétique quand le noyau est en pycnose. Le vitellus
va dissoudre dans le cytoplasme et |’ ensemble des ovocytes va étres progressivement
disparaitre (Bouhbouh, 2002).
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.2. LA POLLUTION DESEAUX
1.2.1. Définition dela pollution

Le terme pollution désigne toutes actions susceptibles de dégrader
I”environnement. C’est une modification défavorable du milieu naturel en totalité ou
en partie, sous |” action humaine, elle cause des effets directs ou indirects, en modifiant
les composantes physiques, chimiques ou biologiques (Marcel, 2002).

1.2.1. Définition de la pollution aquatique

La pollution d eau (superficielle ou souterraine) est une altération qui rend son
utilisation dangereuse et/ou perturbe I’ écosystéme aquatique (Marcel, 2002).

La vie aguatique est mise beaucoup plus en danger puisque l'eau est le
réceptacle final de tous types de polluants, qui jouent un réle direct sur la régression
des especes piscicoles. Comme ils peuvent jouer un réle indirect tel la modification de
la physiologie de leur reproduction (Lévéque et Paugy, 2006).

Quelques molécules d'origine domestique, industrielle ou agricole peuvent
modifier la différenciation sexuelle, ce qui est appelée « Perturbateurs Endocriniens »

(Flammarion et al.2001).
1.3. LESPERTURBATEURS ENDOCRINIENS

[.3.1. Définition

Les perturbateurs du systéme endocrinien (les principales glandes endocrines

chez 'homme et le poisson sont illustrées par figure 5) sont des substances chimiques

d origine naturelle ou artificielle qui peuvent interférer avec le fonctionnement des
glandes endocrines. Ces derniéres sécretent des substances biologiques hautement
actives appelées hormones. Leur dysfonctionnement peut altérer de différentes
fonctions telles que la croissance, le développement, le comportement, la production,
I’ utilisation et le stockage de I’ énergie, etc. Certains perturbateurs sont reprotoxiques :
ils peuvent nuire a la fertilité, ou perturber le développement du feetus (CPP, 2003 ;
Ait Alla& al., 2007 ; Brosselin, 2006).

INERIS (2009) considere les PE comme des substances exogenes qui alterent la
fonction endocrine et induisent des effets nocifs sur la santé d'un étre vivant, voire de
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ses descendants. Les hormones régulent les fonctions de reproduction, de croissance,
de développement, de maintien de |’environnement interne de I’organisme et de
disponibilité énergétique.

Complexe
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/ iypothaiamo-hypophysaire ,
» naﬂ.-.-.ads s I
\V (mammitéres) -

Pyl l\ Corps ulimobranchiaux
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Figure5: Systémehormonal chez les vertébrés (Ait Alla& al., 2007).

1.3.2. Origines
1.3.2.1. Hormones natur elles ou de synthése

Elles comprennent les hormones ci-dessous, qui sont naturellement présentes
dans I'organisme des hommes et des animaux (CPP, 2003 ; Ait Alla & al., 2007 ;
INERIS, 20009) :

v" Les cestrogénes.
v' La progestérone.
v' La testostérone.

Ains que celles Présentes dans certaines plantes, comme les germes de luzerne
et le soja, et qui ont une activité semblable a celles des oestrogenes une fois ingérées
par |'organisme qui sont:

v" Les phyto-oestrogénes.

10
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L'organisme humain est capable de décomposer facilement et d'excréter
rapidement ces substances. Elles restent trés peu de temps dans l'organisme et ne
saccumulent pas dans les tissus comme cest le cas de certaines substances
anthropiques.

Les hormones de synthese, y compris celles qui sont identiques aux hormones
naturelles, telles que :

v'  Les contraceptifs oraux.
v Traitements hormonaux de substitution.

v' Certains additifs alimentaires pour animaux (par exemple).

Sont spécialement congues pour agir sur le systéme endocrinien et le moduler.

Des hormones naturelles ou des produits de synthese se retrouvent dans les
rejets humains, animaux, végétaux ou industriels. Une étude a montré que, dans I’ eau,
la principale source de perturbateurs endocriniens est constituée par les rejets humains
(oestrogénes naturels...) suivie par les rgets industriels. Différentes substances
soupconnées de perturber le systéme endocrinien sont donc mélangées dans les
milieux (CPP, 2003 ; Ait Alla& al., 2007 ; Trachsel, 2008 ; INERIS, 2009).

1.3.2.2. Substances anthropiques

Elles comprennent les produits chimiques congus pour étre utilisés dans :

v" L'industrie (par exemple, dans certains produits d'entretien
industriels).

v' L'agriculture (par exemple, dans certains pesticides).

v" Des biens de consommation (par exemple, dans certains additifs

des plastiques).

Cette catégorie comprend aussi les substances chimiques qui sont des sous-
produits industriels comme (Ait Alla& al., 2007 ; Trachsel, 2008) :

v' Les dioxines, suspectées d'influer sur le systéme endocrinien de

I'homme et de 1'animal.

[.3.3. Mécanismes d’action

Les mécanismes d'action des PE sont multiples puisgu’ils peuvent agir sur
I”’ensemble des étapes de la régulation endocrine, depuis la synthése des hormones
jusqu’al’ action au niveau destissus cibles (Baudiffier, thése en préparation).

11
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D’ aprés CPP (2003), Brosselin (2006), Ait Alla & al. (2007) et INERIS (2009)
une substance peut perturber le fonctionnement du systéme endocrinien de trois fagons
différentes:

v'  Elle peut imiter ’action d’'une hormone naturelle : elle se fixe
sur le récepteur cellulaire et entraine une réponse normale, appelée agoniste.

v' Elle peut se lier au récepteur hormonal et empécher I'’émission
d’un signal, elle entrave alors l'action des hormones. Il s’agit d'une réponse
antagoniste.

v'  Elle peut géner ou bloquer le mécanisme de production ou de
régulation des hormones ou des récepteurs et ainsi modifier les

concentrations d’hormones naturelles présentes dans 'organisme.

|.3.4. Effets

Certaines substances sont rémanentes (persistantes) et peuvent étre transférées
dans I'atmosphere, I'eau, les sediments, les sols et les aquiféres. L'interaction avec les
compartiments biologiques joue également un rdle important, tant pour la
biodégradation des substances que pour leur bioconcentration dans les chaines
alimentaires.

1.3.4.1. Sur I'animal

L’ action des perturbateurs du systeme endocrinien sur les organismes vivants a
initialement été mise en évidence chez les animaux (Brosselin, 2006) :

v Amincissement de la coquille d’ceuf des oiseaux exposés au DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane)

v' Altération de la reproduction des phoques exposés aux PCB
(Polychlorobiphényles).

v' Altération du développement sexuel chez les alligators exposés
aux pesticides en Floride.

v'  Effets sur la reproduction de certains poissons exposés aux
effluents d’eaux usées de l'industrie du papier et de l'industrie chimique.

v Masculinisation des serpents femelles exposés au TBT
(tributylétain) qui est un agent anti-moussant de peinture.

12
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[.3.4.2. Sur la santé humaine

Les poissons infectés par les
polluants peuvent entrer dans la
chaine trophique (Figure 6) sil n'est
pas dégradé ou éiming ce qui
engendre la bioamplification. Cette
derniére est l'augmentation de la
concentration des polluants a
chague maillon de la chane
trophique : de consommateur
primaire jusqu'au consommateur
supérieur (Lévéque & Paugy, 2006).
Résultant des effets indésirables sur
la santé humaine.

Figure 6 : Bioamplification des polluantsdansla
chainetrophique (L éger, 2007)

Un certain nombre d affections sont suspectées d étre la conséquence de
I’ exposition aux perturbateurs du systéme endocrinien (Brosselin, 2006) :

v' Altération des fonctions de reproduction masculines : tendance

a la baisse de la qualité et de la quantité du sperme observée dans certains

pays.

v Troubles de la fonction reproductrice féminine en raison

d’anomalies de la différenciation sexuelle, de la fonction ovarienne, de la

fertilité, de I'implantation de ’embryon et de la gestation.

v" Malformations

systéme  reproducteur masculin

cryptorchidie (malposition des testicules), hypospadias (malposition de

l'urétre).

v" Troubles de la maturation sexuelle (par exemple: puberté

précoce).

v' Altération de la fonction thyroidienne.

v Tumeurs des testicules, de la prostate et des seins.

v" Pour les femmes enceintes, risque de mortalité intra-utérine et

de retard de croissance foetale.

13
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[.3.4.3. Sur lachaine alimentaire

Certains pesticides, a titre d’exemple (Figure 7), saccumulent au fil de la
chaine aimentaire pour se concentrer dans les derniers maillons (I’homme). Les
carnivores et piscivores situés en bout de chaine concentrent des doses de pesticides
pouvant atteindre 10 000 fois celles des premiers maillons. Dans |’ écosysteme
terrestre, la contamination du milieu en pesticides résulte majoritairement du lessivage,
par les pluies et des terrains cultivés (Brosselin, 2006).

Phytoplancton
Zooplancton / 0,025 ppm
[ 0,123 ppom

Eperlan ruite fardée argenté
arc-en-ciel 4,83 ppm 124 ppm
1,04 ppm

Figure 7 : Exemple d’ accumulation des pesticides dansla chaine alimentair e (Brosselin, 2006).

1.3.5. Résultats de quelques études effectuées sur les effets des PE sur les poissons

Des substances ayant une activité hormonale peuvent nuire de différentes
maniéres al’ étre humain, aux animaux et a des écosystemes entiers. Des troubles de la
fertilité dus a de tels perturbateurs endocriniens sont démontrés dans de nombreuses
especes animales, des poissons aux mammiferes, dans I'eau et sur terre (Trachsel,
2008).

Chez les organismes aquatiques, I’ exposition aux PE a été associée a des effets
néfastes sur la reproduction des individus et des populations (Baudiffier, thése en
préparation).

Les concentrations des estrogénes dans les eaux de riviere avec quelques
dizaines de ng/l occasionnent |I"hermaphrodisme de certaines especes de poissons
(Haguenoer, 2010), ou des bouts d ceufs se forment dans les testicules des poissons
(Beaulieu, 2011).

Nous citons atitre d’ exemple des réalités de perturbation causées par ce type de
pollution :

14
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v Des chercheurs américains ont prouvé qu'une dose de 227+ 22 ng d'un
DDT occasonne une féminisation des individus males aprés leur
exposition a des cestrogénes (Edmunds & al., 2000).

v' Des expériences ont démontré que la différenciation sexuelle et la
croissance des jeunes stades de gambusie (poisson Poeciliidag) sont
atérées lors d'expositions au 4-nonylphénol e a la 17 &
ethynyloestradiol et que ces effets étaient persistants (Dreze, 2001,
2002).

v' Aux Etats Unis, chez la tranche, il a éé observé qu'une injection
d cestrogenes a un effet sur la production d’ ceufs. Elle peut augmenter le
nombre d’ceufs produits, ou le contraire. Il a été égaement noté que
seule la fécondité des femelles est touchée. Par ailleurs, les méales ont
continué a produire un sperme normal (Ait Alla& al., 2007).

v Dans une minorité de milieux aquatiques suisses étudiés jusqu’ a présent,
il a éé mesuré des taux faibles a modérément élevés de vitellogénine
chez les poissons méles dans la zone d’ influence de stations d’ épuration.
Ce qui permet de conclure a une contamination, de locale a régionale,
des milieux aquatiques par des substances cestrogenes (Trachsel, 2008).

v Les expositions in vivo et ex vivo réalisées sur les gonades des poissons
Zébres ont permis de montrer des effets sur les expressions de génes de
la stéroidogenése et sur la production de stéroides, confirmant que les
enzymes de la stéroidogenése sont des cibles moléculaires des
substances chimiques (Baudiffier, these en préparation).

v' Selon Djoudad-Kadji & al. (2011a), |’espéce Barbus callensis, n'a pas
été épargné par I’ influence des perturbateurs endocriniens. Des analyses
profondes de |’appareil reproducteur ont réevélé |'existence d'un
hermaphrodisme (présentation des gonades males et femelles dans le
méme individu) tant al’ échelle macroscopique que microscopique.

Les diverses activités humaines et les eaux usées qui polluent I'eau des
oueds menacent la vie du Barbeau, qui est classé dans la liste rouge
de I'UVICN (Union international pour la conservation de la Nature)

dans la catégorie "préoccupation mineure (Smith et Darwall, 2006).
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. PARTIE EXPERIMENTALE

[1.1. MATERIELSET METHODES

Les coupes histologiques exploitées dans ce présent travail ont été réalisées
dans le cadre de la préparation d’ une these de doctorat en cotutelle entre I’ Université
de Bégjaia (Algérie) et I'Ecole Pratique des Hautes Etudes de Paris (France), par
Djoudad-K adji.

[1.1.1. Présentation de la zone d’ échantillonnage

Les gonades sujettes d une étude histologique ont été récupérées a partir des
individus de Barbus callensis échantillonnés dans |’ oued Soummam.

Cet oued se trouve dans la région de B&aia, et représente I'un des principaux
cours d' eau algériens. Il parcourt toute la vallée de la Soummam sur environ 90 km
(Figure 8) (Benhamiche, 1997). En se référant a |’ étude de Bacha et Amara (2007), ce
cours d’'eau peut étre subdivise en 11 stations d échantillonnage. 10 de ces stations
(90,90 %) hébergent Barbus callensis avec une méme fréguence d’ abondance. Seule la
station de I’embouchure de | oued vers la méditerranée ne montre aucune présence de
cette espéce. Cela s expliquerait par la sainité des eaux, qui constitue un facteur
limitant pour la survie du barbeau lorsque son degré atteint 15 a 20 % (Kraiem et
Pattee, 1988).

Golfe de

0. El-Kseur Ouf),.d_.f;hlr B\ Bejaia

Z—>

O. Roumila

el Rt
i ") 0. Amizour
N
N
0. Amassine

O Zone d’ échantillonnage

Cours d’eau permanent
~~~~~ Cours d’eau temporaire

0. Ighze Amokrane

\;\v\-' .m

0. Ighrem *

Y, .. .
Méditerranée
Alger,

QL\\‘Q\ 7 aos Oued Bousselam

Algérie
500 km

5 km

Figure 8 : Réseau principal et affluents dela Soummam (Bacah et Amara, 2007)
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La zone réelle d échantillonnage était en amont du cours d' eau, dans la station
d’Akbou, qui est caractérisée par la jonction de deux cours d eaux importants:
Boussellam, orienté vers I’est qui prend naissance sur les haut-plateaux de Sétif, et
Sahel, orienté vers |I'ouest formé par la confluence des riviéres Ziane et Ed-Dous
provenant de Bouira (Benhamiche, 1997). Ces diverses confluences conferent a cette
station une diversité importante en espéeces.

[1.1.2. Préparation deslames histologiques

L a technique histologique appliquée pour la préparation des coupes de gonades
de Barbus callensis est celle adaptée et validée par Djoudad-Kadji & al. (2011b). Ces
auteurs ont démontré que I’ association optimale, pour donner le détail des structures
histologiques, est le liquide de Bouin comme fixateur et I’azan modifié comme
coloration. Cette association est a recommander dans tout objectif visant a une éude
détaillée de la dynamique des constituants ovariens de Barbus callensis. L’ association
formol/hématoxyline-€osine, ne donnant pas autant de détails, reste néanmoins tout a
fait valable pour la mise en évidence de I’ architecture générale des tissus, et son
application notamment dans les études de biométries cellulaires et particulierement
celle concernant la dynamique de reproduction.

[1.1.2.1. Fixation

Elle a pour but d’immobiliser les structures des échantillons en respectant, dans
la mesure du possible, la morphologie des structures. Apres dissection, des ovaires
normaux et gonades intersexuees ont été sélectionnés et fixés dans deux solutions
différentes:

e Dansleformol a10% pendant 24 heures, cefixateur est compose de:

v" 10 ml de formol de commerce a 35% tamponnée;
v" 90 ml de l’eau distillée.

e Dansleliquide de Bouin pendant 6 heures, cette solution est composée de :

v' 75 ml d’acide picrique;
v 25 ml de formol commercial a 36 %;
v 5 ml d’acide acétique (ajouté extemporanément).

Apres fixation les gonades ont subi une déshydratation dans des bains d'alcool
de concentration croissante (70-95-100 %), une clarification dans le xyléne, une
imprégnation et une inclusion dans la paraffine (point de fusion: 55-57 °C). Les blocs
ont été débités au moyen d’'un microtome de type Leica RM2025, |’ épaisseur des
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coupes était de 3 um. Les coupes réalisées ont été déposées sur des lames puis collées
avec de I'eau albumineuse sur une platine chauffante. L’ hydratation a été effectuée
dans trois bains d'acool de degrés décroissants (100%, 90% et 70%) suivis d’'un
lavage al’ eau distillée.

[1.1.2.2. Coloration des coupes
Deux techniques de coloration topographi ques polychromes ont été utilisées:

e Coloration al azan modifié

v" Coloration par le rouge nucléaire pendant 15 minutes;

v" Ringage a l’eau distillée;

v" Coloration par lorange-G phosphomolybdique pendant 5
minutes;

v' Les coupes sont séchées entre deux papiers filtre et colorées par
le bleu d’aniline pendant 7 minutes.

e Coloration al’hématoxyline/éosine

v" Coloration par I’'hématoxyline pendant 5 minutes;
Rincage a l’'eau courante;

Coloration en Eosine a 1% pendant 7 minutes;

NRNIEN

Rincage a ’eau courante.

11.1.2.3. Déshydratations et montage

Juste apres coloration les lames sont trempées dans trois bains d’ alcool absolu
puis dans deux bains de xylene. Le montage a éte réalisé entre lame et lamelle a
I” Eukit.

11.1.3. Méthodologie suivie pour les mensurations ovocytaires
11.1.3.1. Triages deslames histologiques

Ce travail a été réalise sur 12 gonades femelles normales (a sexes séparés et
individualisés) et 12 portions femelles prélevées a partir de gonades intersexuées
(présence simultanée des deux sexes).

L es &ges des individus varient entre 2* 45" ans, 6tés dans des mois différents, a
savoir (mal, juin, aout, septembre, octobre, décembre) 2010 et mars 2011.

Apres avoir trié les lames histologiques du cas hermaphrodite, on les a classés
selon leurs codes et en fonction des mois de |I’année dont |'intersexe a été détecté
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(Figure 9). Pour le cas normal, nous avons sélectionné le méme nombre d'individus,
de mémes &ges, longueurs et poids a des différences prés, pour tous les mois contenant
les individus intersexués. Cela afin de réaliser une comparaison équitable entre les
deux cas (hermaphrodite et normale).

Figure9: Triages deslames selon lesmois et lestypesd’ ovaires

11.1.3.2. Prises de photos

Pour les prises de photos, nous avons utilise un microscope optique a
grossissement (x10) et un caméscope (Camileo p10) avec un zoom "0". Une moyenne
de 15 champs d' observations ont été fixés pour chague ovaire, dont une coupe
histologique ou plus ont été utilisées en fonction de la grandeur de la gonade (Figure
10).

Figure 10: Technique de prise de photos des lames histologiques
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11.1.3.3. Organisation des données

Les résultats ont été portés sur une fiche technique (Tableau 1) contenant cing
colonnes réservees respectivement pour : le mois d échantillonnage, le type de
I’ovaire, le rang de I’ovaire (code), le numéro de la lame histologique, le nombre
d’ ovocytes, le nombre de cellules atrétiques, le diamétre ovocytaire et le diameétre des
noyaux. Les colonnes ont été subdivisées ains :

v La1%® colonne : 6 lignes (correspondant & 6 mois réels o' échantillonnage);

v La2®™ colonne: 2 lignes (correspond & deux cas : normal et hermaphrodite);

v La 3™ colonne: 24 lignes (correspondant au X' ovaire fois 6 mois
d’ échantillonnage);

v La 4°™ colonne: 50 lignes (X" lames histologiques fois X' ovaires fois 6
mois d’ échantillonnage);

v La 5™ colonne: 360 lignes (correspondant & 15 champs d observation fois
X" lames histologiques fois X' ovaires fois 6 mois d’ échantillonnage);

v La 6°™ colonne: 360 lignes (correspondant au nombre d’ ovocytes compté
sur chaque champs);

v dLa 7°™ colonne: 360 lignes (correspondant au nombre de cellules
atrétiques compté sur chague champs);

v La8"™ colonne : 13912 lignes (correspondant au diamétre ovocytaire mesuré
sur chague ovocytes);

v La 9°™ colonne: 13912 lignes (correspondant au diamétre des noyaux
mesuré sur chague ovocytes).

La symbolisation des colonnes en lettres « X' » et « X" » est due ala différence
du nombre d ovaire d'un mois a |’autre et du nombre de lames histologiques d’un
ovaire aun autre.
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Tableau | : Partie d’unefiche technique pour le comptage d’ ovocytes au sein d’ovair es normaux
obtenu sur quinze champs d’ observation pour chaque ovaire X' pendant le mois « X » :

Mois Cas Ovaires Lames Champs Nombre
d’ ovocytes

Champs 1

Lame X" ; Champs 2
Champs 3
Champs 4
Champs 5
Champs 6
Champs 7
Champs 8
Champs 9
Champs 10
Champs 11
! Champs 12
Lame X", Champs 13
Champs 14
Champs 15

Ovaire X';

Mois X -

Ovaire X',

11.1.3.4. Technique de mesure

L es mensurations ont été effectuées en respectant | es étapes suivantes :

v' Initialement, nous avons réalisé une photo pour une lame
graduée au grossissement (x10) (Figure 11);

v' Aprés, on a intégré une graduation de 10 microns sur toutes les
photos des coupes histologiques prises précédemment, en utilisant le
programme « Paint » (Figure 12);

v Ensuite, on introduit chaque photo de la coupe histologique
dans le programme du logiciel « Image Tool »;

v' Afin d’avoir un repére de mesure de diamétre, on a effectué un
calibrage avec la graduation de 10 microns préalablement intégré dans les
photos;

v' Enfin, en glissant le curseur diagonalement sur 'ovocyte puis le
noyau, le logiciel affiche un tableau marquant les diameétres ainsi que les

moyennes obtenus (Figures 13a, 13b,13c).
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Figure 12: Intégration dela
graduation sur une photo histologique

Figure 11 : Photo sous microscope
optique (x10) d’une lame graduée

Figure13a: Exempledela Figure13b : Exempledela

technique de mensuration du technique de mensuration du
diamétre de noyau d'un ovocyte. diamétre d’un ovocyte.

- A - .
Figure 13c : Exemple dela technique de mensuration du diamétre d’ ovocyte et du noyau
sur une coupe histologique hermaphr odite
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[1.1.4. Etude statistique

Cette éude a pour objectif la comparaison entre les ovaires normaux et
hermaphrodites, afin de vérifier la fonctionnalité de ces derniers. Pour cela, on s est
basé sur I'étude des différentes variations et interactions des paramétres liés a
|’ ovogenése, a savoir :

Le nombre de cellules atrétiques (ATR);
Le nombre d’ovocytes sains (NBR);

Le diamétre des ovocytes (DIAOV);

Le diameétre des noyaux (DIANO).

AIRNEENEN

Une série de méthodes statistiques a été appliquée al’aide du logiciel Statistica
5.5, asavoir :

v" Une analyse descriptive, sous forme de courbes d’interactions, a
été effectuée pour tous les parametres étudiés en fonction des deux types
d’ovaires;

v' Une analyse de régression sous forme de nuages de points
bidimensionnels, afin d’étudier les corrélations bivariées et l’allure des
ajustements linéaires des couplets : ATR_ N/ATR_H; NBROV_N/NBROV_H;
DIAOV_N/DIAOV_H; DIANO_N/DIANO_H; DIAOV_N/NBROV_N;
DIAOV_H/NBROV_H; DIAOV_N/DIANO_N; DIAOV_H/DIANO_H;

v" Une analyse par une classification ascendante hiérarchique
(CAH) a été également appliquée dans le but d’appuyer les résultats donnés
par l'analyse de régression, en étudiant les distances euclidiennes entre les
différents parameétres étudiés et de faire ressortir les groupes similaires au
sein des deux types d’ovaires;

v Une analyse en composantes principales (ACP), sous forme
de cercle de corrélation, a été appliquée afin d’étudiées les relations
simultanées entre tous les paramétres au sein des deux types d’ovaires

confondus et leurs degrés de rapprochement.
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11.2. RESULTATSET DISCUSSIONS

[1.2.1. Variation du nombre d’ovocytes atr étiques en fonction des mois

L’interaction des variations mensuelles entre les ovaires normaux et
hermaphrodites, en fonction du nombre d’ ovocytes atrétiques, est illustrée par la figure
Ci-apres:

0,40
0,35
0,30

0,25

0,20
0,15 ¢
0,10

0,05 N\
0,00 - TN e

Valeurs

-0,05 —— ATR N
MAI 2010 AOQOUT 2010 DECEMBRE 2010 -
JUIN 2010 OCTOBRE 2010 MARS 2011

m

Figure 14 : Courbesd’interaction des variations mensuelles entreles ovaires normaux et
her maphrodites en fonction du nombre d’ ovocytes atr étiques.

A partir de cette figure, on remargue un nombre élevé d’ ovocytes atrétiques au
sein des ovaires normaux en mois de mai, puis diminue jusqu’au mois d aout. A
I’opposé, on constate un nombre tres reéduit et méme nul pour les ovaires
hermaphrodites durant cette période.

A partir du mois d’aout (2010) jusqu'en mars (2011), il a éé enregistré une
stabilité des deux courbes.

Les proportions élevées de I’ atrésie chez les femelles normales, durant le mois
de mai, peuvent étre expliqué par le fait que ce mois fait parti de la période de
reproduction (Bouhbouh, 2002) dont les ovocytes sont majoritairement a leurs stades
matures. Ainsi, une distinction des différents constituants de la cellule devient plus
facile. Par consegquent, une simple anomalie menant vers un arrét de croissance peut
étre marqué sans ambiguité. En outre, l'augmentation de cette atrésie peut étre un
résultat de la dégénérescence, car les ovocytes non ovulés sont détruits par cette
derniére (Prolonge-Chevalier, 2007).
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Par contre, le nombre réduit constaté a partir du mois d’ aout, peut étre di ala
coexistence de follicules atrétiques et post-ovulatoires, dont la distinction est difficile
(Mc Bride et Thurman, 2003). De plus, cette période correspond au repos sexuel de B.
callensis (Bouhbouh, 2002), dont |a régénération et |’ apparition en grande masse des
stades primitifs dominent les coupes histol ogiques observées.

Pour le cas hermaphrodite, I'atrésie n’était pas importante par apport au cas
normal. Cela revient a I’observation des ovocytes moins évolués sur les coupes
histologiques étudiées. En effet, nous avons constaté une évolution ovocytaire normale
seulement au niveau des trois premiers stades. Par consequent, de nouvelles structures
cellulaires n"ont pas eu lieu dans les portions femelles hermaphrodites, sachant que
I’atrésie est plus facile a détecter dans ces conditions. Cela peut nous informer sur un
arrét précoce de I’ évolution des ovocytes. Alors que, durant la période du repos sexuel,
il aété enregistré des proportions égales avec le cas normal. Ce qui est expliqué par la
régénération.

[1.2.2. Variation du nombre d’ ovocytes sains en fonction des mois

L’'interaction des variations mensuelles entre les ovaires normaux et
hermaphrodites, en fonction du nombre d’ ovocytes sains, est illustrée par la figure ci-

apres:
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Figure 15: Courbesd’interaction des variations mensuelles entre les ovair es nor maux et
her maphr odites en fonction du nombre d’ ovocytes sains.

25



Il. PARTIE EXPERIMENTALE

Ce graphe montre une diminution remarquable du nombre d ovocytes sains
dans le cas normal, durant les mois de mai et juin. A partir du mois d’ aout, on constate
une élévation de ce nombre qui connait une régression vers le mois de décembre.

Pour les ovaires hermaphrodites, un phénomene opposé a été enregistré. En
effet, durant les mois de mai et juin le nombre était & son maximum et a partir du mois
d’ aout, une régression du nombre a été marquée.

A la période de reproduction, les ovocytes du cas normal grossissent, et
atteignent leurs tailles maximales occupant ainsi, un espace plus important sur les
coupes étudiées. Ce qui explique les faibles proportions en ovocytes obtenues. En le
comparant avec le cas hermaphrodite; ce dernier est moins évolué induisant un
nombre d ovocytes plus grand car ils sont uniquement a leurs premiers stades
d évolution.

A la période du repos sexuel, les ovocytes du cas normal sont en phase de
régénération, ce qui signifie qu'ils atteignent leurs premiers stades d' évolution et sont
donc, de petites tailles. Engendrant une occupation minimale d’ espace sur les coupes
étudiées, expliquant leur surnombre.

La diminution a nouveau du nombre d’ ovocytes dans le cas normal a partir du
mois de décembre est due alareprise d’ un nouveau cycle de reproduction.

Par ailleurs, dans les ovaires hermaphrodites, |a constatation d’ une élévation du
nombre d’ ovocytes durant la saison de reproduction, nous renseigne sur des individus
de B. callensis a ovocytes aux premiers stades d'évolution, présentant un petit
diamétre et occupant un espace réduit sur les coupes observées. Tandis que, la
diminution de ce nombre durant le repos sexuel est expliquée par I’ apparition d’une
régénération d'un tissu male plutét que des cellules femelles. Chose qui a engendré la
diminution de I’ espace occupé par les ovocytes. Ce phénoméne a créé une anarchie
marquante dans |’ évolution de ces portions femelles hermaphrodites, cela peut étre
expliqué par un déséquilibre hormonal cause par des perturbateurs endocriniens (Jafri,
1979 ; Purdom & al., 1994 ; Jobling & al., 1998 ; Beresford & al., 2004)
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11.2.3. Variation des diamétres ovocytair es en fonction des mois

L’interaction des variations mensuelles entre les ovaires normaux et
hermaphrodites, en fonction des diameétres ovocytaires, est illustrée par la figure ci-

apres:
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Figure 16 : Courbesd’interaction des variations mensuelles entreles ovair es normaux et
her maphrodites en fonction des diametres ovocytair es.

Les diamétres ovocytaires des ovaires normaux ont connu leurs maximums
durant le mois de mai, puis une régression a été marquée jusgu’ au mois de décembre
ou on a constaté nouvellement une augmentation des diamétres. Les mémes
observations sont ressorties a partir de la courbe du cas hermaphrodite, mais avec des
diametres inférieurs par rapport au cas norma et cela pendant la période de
reproduction.

L’ accroissement des diamétres ovocytaires, durant le mois de mai pour le cas
normal, est di au stock de protéines vitellines dans I'ovocyte (Tyler et Sumpter, 1996).
Sachant que ce mois constitue la période intense de I’ activité sexuelle de B. callensis
dont les ovocytes connaissent leur développement maximal (Bouhbouh, 2002). La
diminution de ces diametres a partir du mois de juin n’est qu’ une conséquence de la
ponte (Prolonge-Chevalier, 2007). Quant a la phase du repos sexud (a partir du mois
d’ aout), les diametres ovocytaires diminuent en raison de la régénération ou la plus
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part des ovocytes sont réduits aux stades primitifs (Bouhbouh, 2002). La reprise
d’ augmentation des diamétres, a partir de décembre, est causée par le renouvellement
d'un cycle de reproduction (apparition de stades plus évolués).

L’ augmentation exceptionnelle des diamétres durant le mois d’ octobre peut étre
expliguée par la présence d’individus a reproduction tardive.

Les diametres ovocytaires du cas hermaphrodite ont suivi la méme allure que
dans le cas normal, mais avec des mesures inférieures. Cela n’ est pas di au hasard car
les ovocytes du cas hermaphrodites connaissent une évolution certes, mais moindre par
rapport au cas normal. Alors gque, durant la phase de repos, |a superposition des deux
courbes est due a la présence des mémes stades d évolution au sein des deux types
d ovaires.

I1.2.4. Variation des diamétr es des noyaux en fonction des mois

L’interaction des variations mensuelles entre les ovaires normaux et
hermaphrodites, en fonction des diamétres des noyaux, est illustrée par la figure ci-
dessous:
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Figure 17 : Courbesd’interaction des variations mensuelles entreles ovaires normaux et
her maphr odites en fonction des diametres des noyaux.

L’ allure de ces courbes nous rappelle bien celle observée précédemment pour
les diamétres ovocytaires dans les deux types d ovaires.
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Les diameétres des noyaux du cas hermaphrodite ont suivi la méme allure que
dans le cas normal, mais avec des mesures encore réduites.

Valeurs

Valeurs

—— DIAOV_N

0
MAI 2010 AOUT 2010 DECEMBRE 2010 MAI 2010 AOUT 2010 DECEMBRE 2010

MOIS MOIS

Figure 18 : Courbes d’interactions des diamétres ovocytaires et des noyaux au sein d’'un méme
type d’ovaireen fonction des mois. A gauche: ovairesnormal. A droite ovaires hermaphrodites.

Effectivement, la figure ci-dessus démontre bien qu'au sein des deux types
d’ ovaires, les courbes d'interactions ont une ressemblance positive : le diametre du
noyau augmente si le diametre ovocytaire accroit. Si ce dernier est réduit, le diametre
du noyau sera aussi restreint. En paralléle, on constate que les diamétres ovocytaires et
nucléaires du cas normal sont toujours plus grands que ceux du cas hermaphrodite.

Il est admit qu’a I’ élargissement du diamétre ovocytaire, le diametre du noyau
I’accompagne. Ce diametre atteint sa taille maximale au moment de la maturation
ovocytaire a cause de la synthese intense dARN. Arrivant a la ponte, le noyau se
rompt puis se regénere en phase de repos (Prolonge-Chevalier, 2007).

I1.2.5. Analyse par une régression simple des corréations bivariées des différents
paramétres étudiés en fonction des deux typesd’ ovaires

Les figures ci-apres, représentent les corrélations bivariées ainsi que le degré
d’ gustement linéaire des parametres étudiés précédemment, en fonction des deux
types d’ ovaires (normaux et hermaphrodites) :
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Figure 19 : Nuages de points bidimensionnels des r égr essions smples effectuées entre les
coupletsde paramétres: ATR_N/ATR_H ; NBROV_N/NBROV_H ; DIAOV_N/DIAOV_H ;
DIANO_N/DIANO_H.

L’ application d’une régression nous a permis de déduire le degré d’ gustement
et de similarité entre les deux types d'ovaires, en se basant sur les différents
parametres étudiés. L’ intérét de cette analyse réside au niveau de ses démonstrations
combinées entre schéma et chiffre.

A partir des nuages de points bidimensionnels ci-dessus, on note ce qui suit :

v' La corrélation entre les ovocytes atrétiques du cas normal et du cas
hermaphrodites est faible dans le sens négatif (- 0.39). Cela explique les
courbes d’interactions retrouvées précédemment, entre le nombre de
cellules atrétiques au sein des ovaires normaux et hermaphrodites, dont
on a constaté une atrésie presgque nulle durant la saison de reproduction
pour les ovaires hermaphrodites, au moment ou ce phénomeéne est tout a
fait naturel, et d'ailleurs, ces proportions éaient tres élevées dans le cas
normal.

v La corrélation entre le nombre d’ovocyte des deux types d’ ovaire est
moyenne dans le sens négatif (- 0.45). Ce coefficient confirme en grande
partie I’ interaction inverse marquée ultérieurement durant les phases de:
maturation, repos et régénérations, ou les nombres d’ ovocytes sains, dans
les ovaires hermaphrodites, étaient en anarchie dans leurs répartitions.
Celaest justifié par la présence d' un tissu germinal male.
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v" Une corrélation positive moyenne (+ 0.45) a été enregistrée entre le
diamétre ovocytaire des deux types d ovaire (normal et hermaphrodite).
Cette similarité moyenne n’est qu’un résultat d’ une évolution ovocytaire
observée dans les deux cas mais pas avec la méme ampleur. En effet, les
ovocytes hermaphrodites s arrétent au niveau des premiers stades de
développement, alors que les diamétres les plus importants se retrouvent
aux stades plus avancés.

Une ressemblance de (+ 0.55) a été notée entre les diamétres des noyalix
des deux types d’ ovaires. C'est une logique qui S impose, en raison
d'une présence dun méme coefficient de corrélation lors de la
comparaison des diametres ovocytaires. Ce qui a été justifié
ultérieurement, par une proportionnalité dans la prise du diamétre entre
I’ ovocyte et le noyau. Cependant, e cas hermaphrodite présente toujours
des diamétres inférieurs dus a |’ absence des stades supérieurs sur les
coupes histol ogiques étudiées.

11.2.6. Analyse par une régression simple des corréations bivariées des différents
parametres étudiés au sein d’'un mémetype d’ovaire

Les figures ci-apres, représentent les corréations bivariées ainsi que le degré
d’ gjustement linéaire des parametres étudiés précédemment, pris au sein d’un méme
type d' ovaire (normal ou hermaphrodite) :
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Figure 20 : Nuages de points bidimensionnels des r égr essions smples effectuées entre les
couplets de parametres au sein d’un mémetyped’ovaire: DIAOV_N/NBROV_N ;
DIAOV_H/NBROV_H ; DIAOV_N/DIANO_N ; DIAOV_H/DIANO_H.
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Cette régression tente de démonter le degré de similarité des différents
parametres au sein d’ un méme type d’ ovaire, afin de comprendre la direction de la
cinétique des variations observeées lors de la réalisation des courbes d’ interaction. Les
nuages de points obtenus ont permis de constater ce qui suit :

v Une forte corrélation (- 0.82) dans le sens négatif a été obtenue entre le
nombre d’ ovocyte et le diamétre ovocytaire pour les femelles normales.
Ce résultat témoigne d une parfaite proportionnalité inverse due a une
évolution d' un parametre au détriment d'un autre. C'est-a-dire, quand les
diametres ovocytaires sont plus grands, e nombre d’ ovocytes sera réduit
est vice versa. Ce qui est une évidence dans|’ ovogénese.

v' Par contre, le nombre d’ ovocytes et le diamétre ovocytaire, dans les
portions femelles hermaphrodites, ont une faible corrélation dans le sens
négatif (- 0.23). Cela affirme bien I'anarchie observée dans les coupes
histologiques étudiées, dont les signes d'une activité sexuelle sont
totalement défaillants.

v Une trés forte corréation (+ 0.98) dans le sens positif, a été enregistrée
entre les diamétres ovocytaires et les diamétres des noyaux, dans le cas
normal. Ce coefficient confirme, d'une part, I'interaction parfaite
retrouvée précédemment, et d'autre part, témoigne d une évolution
normale des ovocytes durant tous les mois étudiés.

v' Le méme degré de similarité a é&é marqué dans le cas hermaphrodite
avec une corrélation de (+ 0.95), entre les diamétres ovocytaires et les
diamétres des noyaux. Cela est encore une évidence d'un début
d’ ovogenése mais qui S est achevée seulement en deuxieme et rarement
en troisiéme stade de dével oppement.

I1.2.7. Classification hiérarchique ascendante des différents parameétres étudiés
en fonction de chaque type d’ovaire

Les figures ci-aprés, représentent les dendrogrammes et leurs matrices de
distances, obtenus par une CAH, concernant les parametres précédemment étudieés,
pris en méme temps et au sein d’ un méme type d’ ovaire (normal ou hermaphrodite) :
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[1.2.7.1. Ovair es nor maux

Tableau 11 : Matrice de distances euclidiennes des différents paramétres étudiés au sein des
ovair es nor maux.
ATR_N NBROV_N DIAOV_N DIANO_N

ATR_N 0.00 3.71 1.62 1.83

NBROV_N 371 0.00 4.27 4.25

DIAOV_N 1.62 4.27 0.00 0.35

DIANO_N 1.83 4.25 0.35 0.00
ATR N
DIAOV_N
DIANO_N
NBROV_N

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Dist. d'Agrégat.

Figure 21 : Classification hiérar chique ascendante, réalisée par les distances euclidiennes, des
différents paramétres étudiés au sein des ovaires nor maux.

En plus des coefficients de corrélation bivariées donnés par la régression
simple, additionné la notion de distance euclidienne, donnée par la classification
ascendante hiérarchique, on pourra distinguer simultanément des groupements de
paramétres en fonction de leurs ressemblances, qui sont illustrés par un
dendrogramme.

La CAH réalisée ci-dessus, pour les ovaires normaux, a classé les parametres
comme suite :

v Le groupe de paramétres le plus proche et qui a présenté 0,35 distance
euclidienne (tableau 11) était DIAOV_N / DIANO_N (quand les
diametres ovocytaires grandissent, les diametres des noyaux les suivent
et vis versa). Ce classement a bien démontré et confirmé les résultats
retrouveés précédemment en analysant les parametres en couplets.

v Les distances entre le nombre de cellules atrétiques et les diameétres
ovocytaires et les noyaux sont respectivement 1.62 et 1,83 distance
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euclidienne, constituant ainsi un parameétre qui se rapproche intimement
au premier groupe. Cette déduction n'est qu'une consegquence de la
facilité de la distinction des cellules atrétiques, durant la saison de
reproduction, conditionnée par I’ atteinte des ovocytes de leurs derniers
stades d'évolution. Expliquant ainsi I’éévation de I’atrésie durant le
mois de mai, observée sur la courbe d’ interaction réalisée ultérieurement.
Quant au nombre d ovocytes sains, il a été isolé totalement des autres
paramétres, en donnant des distances plus élevées (Tableau Il). Cela
témoigne dune évolution proportionnellement inverse révélée
auparavant par les coefficients de corrélation ainsi que les courbes
d interaction.

[1.2.7.2. Ovaires hermaphrodites

Tableau 111 : Matrice de distances euclidiennes des différents paramétres étudiés au sein des
ovaires her maphr odites.

ATR_.H NBROV_H DIAOV_H DIANO H

ATR_H 0.00 3.47 217 2.68

NBROV_H 347 0.00 3.51 3.52

DIAOV_H 217 351 0.00 0.69

DIANO_H 268 3.52 0.69 0.00
ATR_H
DIAOV_H
DIANO_H
NBROV_H

0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35
Dist. d'Agrégat.

Figure 22 : Classification hiérarchique ascendante, r éalisée par les distances euclidiennes, des

différents paramétres étudiés au sein des ovaires her maphr odites.
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Les parameétres étudiés dans les ovaires hermaphrodites ont présenté le méme
classement que dans les ovaires normaux. Cependant, des différences dans les
distances ont été constatées et qui peuvent étre expliquées par la différence dans la
masse de données relatives aux deux types d'ovaires, ains qu'au désordre de la
cinétigue de variation retrouvé lors des différentes analyses liées aux cas
hermaphrodite.

11.2.8. Analyse en composantes principales de la distribution simultanée de tous
les paramétr es confondus

La figure ci-aprés, représente la distribution de tous les parameétres confondus
au sein des deux types d'ovaires (normal et hermaphrodite), sous forme d’ un cercle de
corrélations, obtenue par I’ application d’ une analyse en composantes principal es.

0,8
0,6
0,4

0.2 NBROV_N DIAOV_N
00 o DIAN®_N
3 [ ]

NBROV & N
L

-0,2
0,4
-0.6 ATR_H
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-1,0
-1,2 -0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8 1,2

Facteur1

Facteur2

Figure23: Cercledecorrélationsdeladistribution de tous parametr es confondus au
sein des deux types d’ ovair es (normaux et her maphrodites).

Le cercle de corrélations ci-dessus donné par I’ ACP récapitule I’ ensemble des
constatations retirées a partir de toutes les analyses réalisées. C'est un graphique qui
rassembl e tous les paramétres qui se ressemblent sous forme d’ amas.

La premiére vérité qui ressort ¢ est bien celle du regroupement des diametres
ovocytaires et ceux des noyaux que se soit dans le cas normal ou hermaphrodite. En
paralléle, dans le cas normal, on constate que |le nombre de cellules atrétiques se place
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dans le méme périmétre que les diamétres avec une faible distance. Cette cohérence
entre ces parametres est une évidence de I’ ovogenese. (Prolonge-Chevalier, 2007).

La deuxieme vérité qu'on vient de vérifier par cette analyse: c'est
I”’emplacement opposé du nombre d’ ovocytes dans le cas normal par rapport aux
diamétres des ovocytes et des noyaux. Cela étant une conséquence d'une alternance
dans I’ occupation de I’espace dans I’ovaire, en fonction des différentes phases de
|’ ovogenése.

Cet argument n’est pas a retenir dans le cas hermaphrodite, dont on observe la
coexistence du nombre d’ ovocytes ainsi que des diamétres dans la méme surface du
cercle, mais avec une distance importante et un coefficient de corrélation tres faible.
En plus, on remarque I’isolement, du cété inverse, du nombre de cellules atrétiques.
Cela confirme le trouble dans I’ organisation des différentes structures ovocytaires
remarquees lors de |’ étude des portions femelles des gonades i ntersexuées.

En dernier, ce cercle de corrélation a pu ressortir un rassemblement inattendu
entre le nombre ovocytaire du cas hermaphrodite et les follicules atrétiques du cas
normal. Ce qui n'est pas logique. Cela est judtifié uniquement par I'égalité des
proportions obtenues dans les deux parameétres. Mais ce groupe ne signifie rien
scientifiquement.
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CONCLUSION

Cette étude a été portée sur le probléme d'hermaphrodisme observée chez
I'espece Barbus callensis de I'oued Soummam. L’objectif du travail était la
vé&ification de la fonctionnalité ou non des organes reproducteurs des individus
intersexués. A cet effet, une comparaison a été menée entre des ovaires normaux et des
portions d’ovaires de gonades intersexuées, en se basant sur des indices permettant
d’ évaluer |’évolution des différentes phases de I’ ovogenese, au cours des mois ou
I” hermaphrodisme a été détecté. Ces indices sont :

v Le nombre de cellules atrétiques.
v Le nombre d’ ovocytes sains.
v Lesdiamétres des ovocytes et des noyaux.

L’ utilisation de différentes illustrations graphiques, coefficients de corrélations
ains que les distances euclidiennes obtenus par I’ application d’'analyses statistiques
bivariées et multivariées, lors de diverses comparaisons, nous a permis de déduire des
différences marquantes entre le cas normal et hermaphrodite.

Pour les femelles normales, une organisation parfaite et logique a été observée
sur les coupes histologiques étudiées. Cela a été confirmé par les courbes d’ évolutions
par interactions des différents parametres analysés, et qui ont vérifié une évidence
connue dans I’ovogenese. En effet, le nombre de cellules atrétiques, les diamétres
ovocytaires et des noyaux ont connu leurs maximums durant la saison de reproduction,
dont le nombre d’ovocytes a connu son minimum. Alors que durant la période du
repos sexuel et de régénération, ces parametres ont montré une cinétique inverse
d évolution.

Pour les ovaires sectionnés a partir d individus intersexués on a noté, sur les
coupes histologiques, une anarchie et un trouble dans |’ organisation du tissu femelle
gui a éé envahi par un tissu germina male. Pour les paramétres liés a I’ activité
ovogeénique, on aenregistré :

v Une éévation |égere des diameétres ovocytaires et des noyaux durant la
saison de reproduction, limitée quau premier et deuxieme stade
d évolution et rarement au troiseme, présentant ainsi une corréation
moyenne avec les ovaires normaux.

v Une évolution anormale du nombre d’ ovocytes par rapport aux diameétres
ovocytaires et des noyaux. Ce nombre a connu une augmentation durant
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la saison de reproduction parallélement aux diametres, ce qui N’ est pasle
cas en ovogenese. Une diminution dans le nombre a été marquée durant
la phase du repos ainsi qu’ une occupation d’ espace par un tissu germinal
male en plein activité régénératrice. Par conséquent, une corrélation
negative tres faible a été obtenue par comparaison aux femelles
normales.

v Les cellules atrétiques étaient presque absentes durant la saison de
reproduction, témoignant d’ une absence totale des ovocytes aux derniers
stades d’' évolution. Ce parametre a noté encore une corrélation négative
et faible avec le cas normal.

Cet ensemble de déductions résultantes d’ une comparaison équitable entre les
gonades intersexuées (portions femelles) et les gonades femelles normales nous
raméne a soupconner une non fonctionnalité des gonades hermaphrodites. Cependant,
des études plus approfondies sont indispensables afin de confirmer la stérilité des
individus intersexués de Barbus callensis de I’oued Soummam. En touchant tous les
aspectsliés al’ activité sexuelle depuis le substrat jusgu’ al’ organi sation hormonale.

Cette situation peut mettre cette espece ou méme d'autres especes de poissons
en péril. Pour la conservation adéquate des ressources ichtyologiques, il est
nécessaire :

v D'ingtaler des stations d'épurations pour minimiser le maximum des
polluants.

v' De prévenir toute dégradation supplémentaire.

v' Depréserver et améliorer |'état des écosystemes aquatiques.

v' D’identifier et dévaluer les facteurs responsables du déclin de
I"ichtyofaune algérienne.

v Des mesures de gestion pourront étre recommandées et appliquées.
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Résumé:

Barbus callensis, est un cyprinidé endémique de I’ Afrigue du nord menacé
d'extinction. Il est inscrit sur la liste rouge de I'UICN. Le but de ce travail était de
vérifier la fonctionnalité ou non des individus intersexués, par le moyen d étude de
coupes histologiques. Une comparaison équitable entre des gonades intersexuées
(portions femelles) et des gonades femelles normales a été établi par application de
plusieurs méthodes statistiques. Les résultats obtenus ont démontré une différence
apparente entre les deux cas, en se basant sur I’activité d’ovogenése, ce qui hous
rameéne a soupconner une non fonctionnalité des gonades hermaphrodites. Cependant,
des études plus approfondies sont indispensables afin de confirmer la stérilité des
individus intersexués de Barbus callensis de |I’oued Soummam, en touchant tous les
aspectsliés al’ activité sexuelle depuis le substrat jusgu’ al’ organi sation hormonale.

Motsclés: hermaphrodisme, B. callensis, histologie, ovogenése, fonctionnalité.

Abstract :

Barbus callensis, is an endangered endemic cyprinid of North Africa. Itislisted
on the IUCN Red List. The am of this investigation was to verify the functionality or
not of the intersex individuals by means of histological cuts study. A fair comparison
between gonadal intersex (female portions) and normal female gonads was established
by applying several statistica methods. The results attest of an obvious difference
between both cases, on the basis of ovogeneses activity which leads us to suspect an
unfunctionality of hermaphrodite gonads. However, more extensive studies are
essential to confirm the intersex individuals sterility of Oued Soummam Barbus
callensis, by touching all the aspects linked to the sexual activity from substratum to
the hormonal organization.

Key words: hermaphroditism, B. callensis, histology, ovogenesis, functionality.
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