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ALH : Amplitude of Lateral Head Displacement (Amplitude du déplacement latéral de
la téte) : Ce paramétre correspond a la distance, en um balayé par la téte des

spermatozoides durant le mouvement de battement.

BCF : Beat Cross Frequency (Fréquence croisée des battements) : Il mesure en Hezz la
fréquence de battement de la téte des spermatozoides en, mouvement (nombre de

battement par unité de temps).

LIN : Linearity (Linéarité) : le résultat de la division de la VSL sur VCL (VSL/VCL en

pourcentage %).

MP : Mobilité progressive (Le pourcentage de spzs progressives) : Inclut tous les spzs
ayant une VAP < 50um/sec et une linéarité (VCL/VAP) supérieur a 75%.

MT : Mobilité totale : Représente-le % des gameétes qui bougent indépendamment de

leur qualité de mouvement par apport a la population totale.

STR : Straightness (Rectitude) : le résultat de la division de la VSL sur VAP (VSL/
VAP en pourcentage %).

VAP : Velocity Average of Path (Vitesse moyenne de trajectoire) : Cette vitesse

correspond a la VCL, mais apres lissage de son trajet.

VCL : Velocity Curvilinear of path (Vitesse curviligne) : Cette vitesse prend en
considération la totalité de la distance (point par point) par courue par le spermatozoide

pour un temps donné.

VSL : Velocity Straight-Line (Vitesse en ligne droite) : Cette vitesse prend en
considération, pour un temps donné, les points de départ et d’arrivée sur

spermatozoides, indépendamment de son trajet.

WOB : Wobble (Oscillation) : le résultat de la division de la VAP sur VCL (VAP/VCL

en pourcentage %).
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Introduction

L’oursin livide Paracentrotus lividus est un échinoide comestible (Tejada et al., 2013),
retrouvé en grande abondance sur les fonds rocheux peu profond des cotes méditerranéennes
(Sala et al., 1998) et dans I'Atlantique Nord-Est de I'Ecosse et de I'lIrlande, au sud du Maroc et
aux Tles Canaries, y compris les Agores (Bayed et al.,2005 ; Boudouresque et Verlaque,
2013, 2020 ; Guinda et al.,2016 ; Machado et al., 2019)

En raison de son importance écologique et économique, 1’oursin comestible a été étudié
de maniere trés approfondie partout dans le monde (Goodwin et Srisukh, 1950 ; Fenaux,
1968 ; Hereu et al., 2004 ; Boudouresque et Verlaque, 2007 ; Dermeche, 2010 ; Couvray,
2014 ; Amri, 2018 ; Hermas et al.,2018 ; Ghali et Dria, 2019 ; Boudouresque et
Verlaque, 2020). L’aquaculture de l'oursin est devenue une activité intéressante et précieuse
(Sun et Chiang, 2015). La demande du marché mondial pour I'oursin en 2014 était d'environ
70 000 tonnes (FAO, 2014). Les ceufs d'oursins (caviar d’oursin) sont consommés dans le
monde entier. Actuellement, le Chili est considéré comme le principal producteur d'ceufs
d'oursins. Le Japon est considéré comme le pays le plus consommateur, avec environ 80-90%
de I'offre mondiale. Le marché européen n'est pas trés important, la consommation ne dépasse
pas les 5 % (Stefansson et al., 2017). La France, I'Espagne et I'ltalie sont les principaux pays
consommateurs d'ceufs d'oursins en Europe. L'oursin violet, Paracentrotus lividus, est trés
demandé en raison de ses ceufs de haute qualité (Cook et al., 2007). Ce fruit de mer est connu
pour sa saveur délicate et Iégerement salée, riche et de couleur orange (Fabbrocini et al.,
2014). Afin de préserver et de commercialiser P. lividus, la production de cette espéce doit
étre efficace, économiquement viable et durable. Cette production doit couvrir la demande en
fruits de mer et pour la restauration des lieux ou la quasi-population a disparu a cause de la
surexploitation des ressources sauvages (Rodrigues, 2021). En Algérie, la consommation des

oursins est peu importante et reste tres locale et traditionnelle (Soualili, 2008).

En plus de son importance économique, I’oursin livide est également reconnu pour étre
tres sensible aux modifications des conditions environnementales (Dermeche, 2010 ;
Couvray, 2014 ; Amri, 2018 ; Hermas et al., 2018 ; Boudouresque et Verlaque, 2020).
Cette espéce est considérée comme un excellent bioindicateur de la qualité du milieu. En
effet, sa présence dans les milieux propres et pollués et sa sensibilité connue aux agents

polluants font d’elle un bon modele dans les programmes de biomonitoring des écosystemes
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Introduction

marins (Angioni et al., 2014 ; Bayed et al., 2005 ; Soualili et al., 2008 ; Ternengo et al.,
2018).

Depuis environ un siécle, les oursins sont reconnus pour étre un excellent modeéle pour
I'étude de la fécondation et du développement embryonnaire car de grandes quantités de
gametes sont facilement disponibles et I'ensemble du cycle de vie est facilement accessible
(Neil et Vacquier, 2004). P. lividus a été reconnu aussi, comme un modele de recherche
approprié dans difféerents domaines de I'écotoxicologie (Paredes et Bellas, 2009), 1’écologie
(Gallo et al., 2018 ; Tasca1 et al., 2022 ; Rumahlatu et al., 2019 ; Sherman et al., 2021 ;
Cunningham et al., 2019 ; Mos et al., 2020 ; Ruocco et al., 2019).

Les gonades en particulier, sont une source riche en acides gras polyinsaturés et en
polysaccharides actifs. De plus, ils peuvent servir d'aliment fonctionnel pour lutter contre les
maladies inflammatoires, le diabete (Pozharitskaya et al., 2015) et le cancer (Liu et al., 2007
: Wang et al., 2011). De méme, ils possedent un effet antibactérien (Li et al., 2015), antiviral
(Giga et al., 1985 ; Salas-Rojas et al., 2014) et antioxydant (Urakova et al., 2012 ;
Pozharitskaya et al., 2015). Les pigments quinones des oursins, en particulier
I'échinochrome et les spinochromes, sont connus pour leurs activités antioxydantes,

antibactériennes, antifongiques et antitumorales efficaces (Ageenko et al., 2014).

Afin de préserver et de commercialiser P. lividus, sa production doit étre efficace,
économiquement viable et durable (McBride, 2005).

En effet, certaines plantes possédent des composés actifs aux propriétés
antimicrobiennes, immunostimulantes et nutritionnelles sont utilisées en aquaculture
(Reverter et al., 2014 ; Syahidah et al., 2015 ; Pereira et al., 2016). Parmi les plantes
médicinales connues et utilisée en médecine traditionnelle, I'armoise blanche qui se distingue
par la présence de divers composés bioactifs présentant des propriétés antivirales,

antiparasitaires et antibactériennes (Abad et al., 2012).

L'objectif de la présente étude est d'évaluer les effets de I'huile essentielle d'armoise
(Artemisia herba-alba) sur les taux du développement des différents stades ainsi que la
longueur des larves d'oursin livide incubées artificiellement, dont les géniteurs sont issus de
deux stations différentes d'une part. D'autre part, analyser l'effet de la pollution sur les

paramétres de la mobilité spermatique chez ces mémes populations.
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Introduction

La présente étude est structurée en trois chapitres.

e Le premier chapitre est une revue bibliographique sur 1’oursin livide
(Paracentrotus lividus).

e Le deuxiéme chapitre est une description détaillée du matériel et des différentes
méthodes utilisées sur le terrain et au laboratoire.

e [’ensemble des résultats obtenus suivis de leurs discussions respectives sont
rapportés dans le dernier chapitre (chapitre troisieme).

e En fin, une conclusion générale et des perspectives.

Page | 11
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Chapitre | Revue Bibliographique

I. Généralités sur Paracentrotus lividus

1. Description

Paracentrotus lividus, I'un des nombreux oursins comestibles (Fig.1) est I'oursin le plus
commun et le plus consommé en Méditerranée. Il a une taille moyenne d’environ 8 cm (test et
épines), avec des piquants relativement longs d’environ 3 centimetres (Ourens et al., 2013a ;
Guinda et al., 2016 ; Boudouresque et Verlaque, 2020) ; de couleur allant du vert olive au
brun, avec de différentes nuances de violet d’ou son nom commun, oursin Vviolet. Il se
caractérise par sa forme généralement sphérique, sa surface dorsale aplatie et ses epines
épaisses et 1égérement lisses, dont la base est entourée d'un anneau caractéristique de couleur
claire, éventuellement recouvert de débris végétaux (Boudouresque et Verlaque, 2013 ;
Jamila et al., 2018).

?
<
c
P
-
-

Fig. 1 : Oursin commun Paracentrotus lividus (© Pillon, 2012).
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Chapitre | Revue Bibliographique

2. Classification

La position systématique de P. lividus est la suivante :

Embranchment: Echinodermata Famille: Parechinidae
Classe: Echinoidea Genre: Paracentrotus
Ordre: Camarodonta Espeéce: Lividus

3. Morphologie externe

Le corps de I'échinidé a une forme hémisphérique avec une symétrie penta radiale.
Principalement, il est composé d'un endosquelette calcaire situé juste sous I'épiderme, ainsi
que d'osselets calcaires suturés ensemble dans un test solide qui contient essentiellement les
gonades et les différents composants de I'appareil digestif (Zuber, 2016). L’ouverture orale
(Fig.2) qui fait face au substrat est entourée d'une épaisse membrane circulaire non recouverte
d'épines composée d'un tissu conjonctif spécifique appelé tissu collagénique mutable (TCM)
ou péristome. La nourriture ingérée, au niveau de ce dernier est broyée par un appareil
squelettique complexe, appelé Lanterne d'Aristote (Sugni et al., 2013). Le pble supérieur
(aboral) (Fig.3) comprend I’anus entouré d’une membrane ; la périprocte formée de 10
plaques intradermiques calcifiées, étroitement juxtaposées (David et al., 2009 ;

Boudouresque et Verlaque, 2013).

&\ Ambulacral
Periproct % [ 10y YoV A, spines
Ocular plate_255 *)’T'f_el 5590 | Qe Secondary
¥ .‘& ~ A AT /podid
Pore-
pairs
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Fig. 2 : Morphologie externe de P.lividus: vue du pole inférieur (Oral).
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Fig. 3 : Morphologie externe de P. lividus : vue du pole supérieur (aboral)(Kaharudin,2020).

4. Anatomie interne

La bouche est un systéeme complexe appelé lanterne d'Aristote, composé de 5 pyramides se

terminant chacune par une dent. De la bouche part le pharynx suivi du tube digestif composé

de I'cesophage, de l'intestin oral et de l'intestin aboral. Les féces sont expulsées par 1'anus dans

le p6le aboral.

Cing gonades et des pores génitaux relatifs forment les organes reproducteurs. Les gonades

sont disposées radialement dans la cavité ceelomique. Les gametes sont émis par les pores

génitaux disposés autour de I'anus. P.lividus atteint la taille de premiére maturité a 20-25mm

montrant une variation de 1 cm entre les zones géographiques (Ouréns et al., 2011). Les

gonades de l'oursins ont constituées de deux principaux types de cellules : les cellules

germinales, qui produisent les gametes, et les phagocytes nutritifs, qui fournissent les

nutriments et I'énergie nécessaires aux gameétes en développement (Fig.4) (Walker et al.,
2001 ; Boudouresque et Verlaque, 2013 ; Zuber, 2016).
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Fig. 4 : Anatomie d’un oursin adulte : tube digestif, systéme aquifére, appareil génital et

anneau nerveux

systeme nerveux.Grosjean (2001).
5. Ecologie et biologie de I’espéce
5.1. Répartition géographique

Paracentrotus lividus est distribué dans toute la Méditerranée et dans I'Atlantique
nord-est, en Ecosse et en I'lrlande, au sud du Maroc et aux fles Canaries, y compris les
Acores (Bayed et al., 2005 ; Boudouresque et Verlaque, 2013, 2020 ; Guinda et
al.,2016 ; Machado et al., 2019). Il est particulierement commun dans les régions ou la
température de I'eau en hiver varie entre 10 et 15°C et en été entre 18 et 25°C
(Boudouresque et Verlaque, 2013,2020). Des expériences sur le terrain et en
laboratoire, réalisées afin d'examiner l'impact de la récente augmentation de la
température de surface de la mer en Méditerranée orientale, ont montré une mortalité
massive des oursins lorsque les températures dépassent 30,5 °C (Yeruham et al.,
2015).
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5.2. Habitats

Paracentrotus lividus est typiquement présent dés la zone intertidale jusqu’a - 80
m (Machado et al., 2019). Sa densité décroit avec la profondeur et les plus fortes
densités sont observées entre 0 et 10m (Ouchene et al., 2020). Dans ces zones
intertidales, Paracentrotus lividus vit souvent dans des cavités qu’il creuse lui-méme
dans les roches a I’aide de ses piquants et de ses dents (Jamila et al., 2018). En pleine
mer, P. lividus se rencontre principalement dans les habitats rocheux subtidaux peu
profonds et dans les lits de Posidonia oceanica et Zostera marina (Cecchelli et al.,
2009 ; Boudouresque et Verlaque, 2020 ; Le Mao et Godet et al., 2020).

5.3. Alimentation

Les oursins sont les principaux herbivores et influencent souvent lI'abondance et la
composition des assemblages d’algues (Yeruham et al., 2015) : les macro algues (i.e.
Cystoseira amentacea, Padina pavonica, Rissoella verrucolosa etc.) et les herbiers (i.e.
Cymodocea nodosa et Posidonia oceanica) sont clairement "préférés" comme nourriture
(Verlaque et Nédelec, 1983 ; Boudouresque et Verlaque, 2013, 2020).

6. Reproduction

Paracentrotus lividus est une espece gonochorique (Meriem et al., 2021).
Comme chez les autres espéces d'Echinoide, la fécondation est externe, se produit
directement dans I'eau apreés I'émission des gametes (Calderon et al., 2020; Limatola
et al., 2020). En Méditerranée, le cycle de reproduction de P. lividus présente 1 ou 2
pics saisonniers de croissance des gonades qui, cependant, peuvent différer de maniére

significative entre des lieux proches (Sellem et al., 2007).

Les données de la littérature sur la biologie de la reproduction de P. lividus sont
diverses et souvent contradictoires. En effet, I'espéce semble suivre des schémas
différents en fonction de I'emplacement géographique et des paraméetres
environnementaux clés tels que la température, [I'habitat, les conditions
hydrodynamiques, la profondeur et la disponibilité de nourriture (Sellem etal., 2007 ;
Gianguzza et al., 2013 ; Ournes et al., 2013b ; De La Uz et al., 2018 ; Vafidis et al.,
2019 ; Santos et al., 2020).
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6.1. Développement larvaire

En méditerranée nord-occidentale, la larve qui se développe aprés la fécondation est
présente dans le plancton tout au long de I'année et elle peut vivre jusqu’a un mois avant de se
fixer sur le substrat. En général, les larves produites par des individus bien nourris survivent
mieux, leur croissance est plus rapide et la métamorphose se produit avant celles qui sont
obtenues a partir de spécimens mal nourris (Boudouresque et Verlagque, 2013, 2020). Par la
suite, elle se métamorphose en un oursin juvénile dont la symétrie passe de bilatérale a penta
radiale. La maturité sexuelle semble étre atteinte vers la troisiéme année de vie avec un
diamétre de test de 20-25 mm montrant une variation del cm entre les zones geographiques
(Ourénsetal., 2011).

7. Intérét écologique et économique de I’espéce

En mer Meéditerranée, P.lividus est une espece majeure dans la régulation des
communautés algales (Lecchini et al., 2002 ; Soualili et al., 2009). De plus, elle est
considérée comme une espéce clé des écosystemes méditerranéens tels que: ceux a Posidonia
oceanica (Jamila et al., 2018). Des densités ¢levées d’oursins peuvent pratiquement éliminer
de vastes zones de végétation de grande taille et stimuler la production d'un environnement
biodégradable dominé par les algues coralliennes (Machado et al., 2019). Il joue également
un réle important en tant qu'indicateur biologique de la pollution des écosystemes marins
cotiers, cet invertébré marin est un modele biologique pertinent pour I'étude de la pollution
environnementale. 1l est reconnu comme un bioindicateur pour plusieurs raisons : sa
pertinence écologique, son mode de vie benthique et relativement sédimentaire, sa réponse

rapide et sa grande sensibilité a de nombreux types de contaminants (Ternengo et al., 2018).

En Europe, P.lividus est une ressource extrémement précieuse a grand profit
¢économiques, car ses gonades ("ceufs") sont trés appréciées comme mets gastronomiques, en
particulier en France, en Italie et en Espagne, ou les populations locales sont fortement
exploitées. (Machado et al., 2019 ; Le Mao et Godet et al., 2020 ; Santos et al., 2020 ;
Lourenco et al., 2021).
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8. Modele Animal

L'oursin Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) est considéré depuis longtemps
comme une espece modele pour la recherche dans différents domaines. En effet, il a été
utilisé pour des applications dans plusieurs domaines allant de la reproduction a

I'écotoxicologie (Paredes et Bellas, 2009), notamment dans :

e Lamise en ceuvre rapide comme bio essali,

e Pour le criblage de nouveaux composés, a caractére antiprolifératif, et la recherche
des cibles intracellulaires (Gosselin et al., 2013),

e Pour le criblage de toxines,

e L’évaluation de I’impact de la présence de métaux lourds; Cu (Gallo et al., 2018;
Tasa et al., 2022), Cd (Rumahlatu et al., 2019), Ni (Sherman et al., 2021), Zn
(Cunningham et al., 2019), du pH (Mos et al., 2020), et de contaminants (Ruocco
et al.,2019),

e Utilisation pour I’évaluation des risques de toxicologie,

e Pour générer une méthode d’évaluation du potentiel cancérigene de molécules
(Marcet al., 2004).

e Permet la compréhension des mécanismes de prolifération des tumeurs chez
I’humain par I’é¢tude des modes de reproduction (Bellé, et al., 2007 ; Chasse et al.,
2016).

Il. Fertilité de Paracentrotus lividus
1. Parameétres spermatiques

1.1. Importance de I'évaluation de la qualité du sperme

La caractérisation spécifique aux espéces des schémas de motilité des
spermatozoides et le développement d'outils de routine pour leur évaluation rapide et
facile sont des étapes clés dans la mise en place de protocoles spécifiques aux especes
impliquant la gestion des gametes et la production d'embryons, a la fois pour
I'aquaculture et pour la recherche en laboratoire (Cabrita et al., 2014 ; Lahnsteineret
Caberlotto, 2012). De ce fait, I'échiniculture, a la fois a grande échelle pour la
production commerciale et a petite échelle pour la recherche en laboratoire, peut

également bénéficier d'une application plus large des biotechnologies de la reproduction
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(Fabbrocini et al.,, 2014) et la caractérisation des modeéles de motilité des
spermatozoides des especes d'oursins les plus importantes est la premiere étape de leur

développement (Fabbrocini et D’Adamo, 2017).
1.2. Computer-assisted semen analysis (CASA) system

La technologie CASA a été développé au milieu des années 1980 et permet une
évaluation objective et détaillé des caractéristiques du sperme (Soler et al., 2018 ;
Shingh et al., 2021).

2. Reproduction artificielle de I’oursin P. lividus

En aquaculture et en laboratoire de recherche, les embryons d'oursins sont
produits par fécondation in vitro en utilisant des pools de gametes femelles et méles
(Mendes et al., 2019). Il existe plusieurs approches d'induction du frai qui ont été
référencées dans la littérature, mais la méthode la plus efficace reste le choc osmotique
(Fig.5), pour induire ce choc osmotique, 1 ml de chlorure de potassium 0,5 M est

injecté dans I'espace ceelomique a travers la membrane péristomiale (Gago et al., 2010).

ORAL SIDE :
A

w2

ity /@\‘ 1 MLKCLO,5 M
Nz s
o

MOUTH

PERISTOMIAL MEMBRANE

Fig. 5 : Schéma de la technique de frai induit des oursins violets par injection
avec du KCI 0,5 (Mendes et al., 2019).
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2.1. Les gametes

2.1.1. L’ovocyte

Les gonades femelles libérent des gametes matures qui ont achevé leur méiose
(émission des 2 globules polaires) (Vacquier, 2011).Chez l'oursin livide, lI'ovocyte
présente une pigmentation orangée uniforme. D'ailleurs, les oursins femelles a maturité

se reconnaissent par I'émission de leurs produits génitaux orangeés.

L'ovule est une cellule volumineuse (diametre environ 100 pm) avec un
cytoplasme abondant contenant un pigment orangé et relativement peu de réserves
nutritives (vitellus). La membrane plasmique est doublée extérieurement par une
membrane vitelline. Le noyau (haploide) est de petite taille. L'ensemble est entouré par

une gangue gélatineuse (Costache, 2012).
2.1.2. Le spermatozoide

Le spermatozoide est une cellule hyper-différenciée qui n'a conservé que trés peu de
cytoplasme et développé un dispositif de propulsion responsable de sa grande mobilité.

Il comprend trois parties principales :

e Latéte avec le noyau (quelgues um de long) ;
e La piéce intermédiaire avec les centrioles et I'ensemble des mitochondries ;

e La queue ou flagelle (50 a 60 um de long), organe de motricité (Vacquier,
2011).

2.2. La fécondation

La fécondation déclenche une cascade d'événements dont chaque étape dépend de
la précédente. Cet enchainement, comme d‘ailleurs plus généralement le développement
embryonnaire, est la traduction de la mise en ceuvre d'un programme génétique du

développement.

e Attraction du spermatozoide : Les spermatozoides (spermatozoide) sont attirés

par chimiotactisme positif et se déplacent grace a leurs flagelles vers les ovules
qui flottent dans 1’eau (\Vogel, 1982)
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e Réaction acrosomique (Fig.6 et Fig. 7).

e Adhésion du spermatozoide : La protéine du sperme, la Bindine, joue un réle

central dans la fécondation de l'oursin. La Bindine recouvre le processus
acrosomique du sperme et lie le sperme a l'enveloppe vitelline de l'ovule; la
Bindine peut également étre impliquée dans la fusion des membranes du sperme
et de I'ovule. L'échec de la liaison des spermatozoides a I'enveloppe vitelline de
I'ovule et le blocage de la fusion des membranes du sperme et de lI'ovule sont
deux étapes du processus de fécondation qui empéchent généralement les
gametes de différentes espéces d'oursins de se féconder mutuellement (Zigler et
al., 2005 ; Vacquier, 2012).

e Activation de I'ceuf (blocage précoce de la polyspermie) (Swann, 2022)

e Réaction corticale (blocage tardif de la polyspermie) : soulévement de la

membrane de féecondation (Fig.8) (\VVacquier, 2011).

Les deux pronucléus se rejoignent dans la région centrale de 1’ceuf puis fusionnent ;

c’est ’amphimixie.

Acrosomal
vesicle

: // !‘ Sperm nucleus
// i 3 ."Cortical granules
Jelly layer Vitelline
membrane

Cell membrane
with microvilli and
_bindin receptors.

Fig. 6 : Fertilisation des oursins. La réaction acrosomique est déclenchee lorsque le
sperme entre en contact avec la couche de gelée de I'ovule (Mueller et al., 2015).
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Oocyte Fertilized egg

Fig. 7:Spermatozoidesfécondants a la surface de Fig. 8: Hllustration schématique de la différence
I'ovule,vus par microscopieélectronique a entre des ovocytesfécondés et non fécondés, chez
balayage, chez I'oursin (Paracentotus lividus) I'oursin (Mandes et al., 2019).

2.3. Lasegmentation
Chez les oursins, la segmentation est totale :

e Stade2 : 1% division méridienne (verticale), on obtient 2cellules.

e Stade4 : 2°™ division également selon le plan méridien mais cette fois si
perpendiculaire au 1%, les blastomeéres sont identiques.

e Stade 8 : 3°™ clivage équatorial perpendiculaire a 1’axe de ’ceuf, ce qui donne 4
blastomeéres supérieurs (pdle animale) et les 4 inférieurs (pole végétatif).

e Au cours du passage au Stadel6, les cellules de la moitié du péle animal se
divisent selon un plan méridien formant une couronne de 8 blastoméres égaux et
de tailles moyennes, les mésomeres. Les plans de clivage sont latitudinaux pour
I’hémisphere végétatif qui va comprendre deux couches de blastomeres :
macromeres et micromeres qui jouent un role essentiel dans la lignée des cellules
germinales et la formation des gonades du futur adulte (Yajima et al., 2011).

e [’ensemble donne : morula.

e Stade blastula (Fig.9) : une cavité se creuse et les cellules se répartissent en une
seule assise (couche) au tour de la cavité remplie de liquide. Cette cavité est
appelée, le blastoceele ou cavité de segmentation. A la fin de la segmentation, la
blastula obtenue est un cceloblastule régulier. Ce ceeloblastule va se recouvrir de

cils et donc va commencer a étre mobile (Costache, 2012).
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2.4. Lagastrulation

La gastrulation est [I'événement morphogénétique le plus important du
développement précoce. Elle entraine la formation des trois couches germinales :

I'ectoderme, le mésoderme et I'endoderme (Fig.9) (Kominami et Takata, 2004).

La formation de I’archentéron (intestin primitif) se fait par invagination au niveau
du pole végétatif. Cette étape est spécifique du stade gastrula qui intervient a 30 heures
aprés la fecondation chez P.lividus. L’archentéron de la gastrula s’allonge jusqu’a
atteindre 1’ectoderme latéral ou se forme 1’orifice buccal de la future larve, preuve de

I’appartenance aux deutérostomiens (Costache, 2012).
2.5. Laphase larvaire

Le pluteus présente une symétrie bilatérale. Au stade pluteus, l'ectoderme est
visiblement divisé en quatre domaines principaux le long des coordonnées axiales
Dorsal Ventral : I'ectoderme ventral/oral qui est un épithélium épaissi entourant la
bouche ; I’ectoderme dorsal/aboral qui est un épithélium squameux qui couvre la
plupart du reste du corps larvaire ; la bande ciliaire, une ceinture de cellules ciliées
positionnée a la frontiere entre I'ectoderme ventral et dorsal ; et le domaine neurogéne
apical. De plus, les cellules pigmentaires rouge foncé, dérivées des précurseurs du
mésenchyme secondaire (Fig.9) (Boraiy, 2018).

Le pluteus se nourrit activement dans la colonne d’eau par filtration jusqu’a la
formation d’un rudiment & partir de la poche ccelomique gauche (hydrocoele), qui
donne naissance a un juvénile avec une symétrie pentaradiaire, lors de la
métamorphose. Cette étape est simultanée avec sa sédimentation au fond de 1’eau, ou le
futur adulte va mener toute sa vie, en broutant le biofilm et les algues benthiques
(Costache, 2012).
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Fig. 9 : Schéma simplifié décrivant les étapes clés du développement et les premiéres activités
moléculaires régulant la morphogeneése le long de I'axe DV de I'embryon d'oursin (Cavalieri
et spinelli,2015).

I11. Pollution des écosystemes marins
1. Définition de la pollution marine

La pollution marine est une perturbation de I'écologie naturelle des systéemes
aquatiques, en particulier les océans, comme résultat direct ou indirect de l'activité
humaine (Burnes, 2016).

2. Sources de la pollution marine

A I'échelle mondiale, on estime que 80 % de la pollution des écosystémes marins
provient de sources terrestres et les 20 % restants de sources marines (Li et al., 2016 ;
Ritchie et Roser, 2022).

Il existe de nombreuses sources de pollution marine (Vikas et al., 2015), d’apres
Barnes et al., 2009; Galgani et al., 2021; Mankou-Haddadi et al., 2021 le plastique

étant le composant majeur, les détritus pénétrent dans la mer en grande partie par les
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rivieres et le ruissellement des eaux pluviales, les rejets cotiers, les déversements sur les
rivages, ou par le rejet direct en mer des navires et des activités maritimes (Ambrose et
al., 2019).Les deversements d'hydrocarbures sont courants dans les environnements
marins, et de nombreux petits déversements ne sont pas signalés, en particulier dans les
zones ou les normes ou réglementations environnementales sont minimales,
inapplicables ou inexistantes (Zhang et al., 2019). Cela inclut les déchets industriels et

les eaux usées mal/non traitées.

Les sous-produits des exploitations agricoles a grande échelle, notamment les
herbicides, les pesticides, les engrais chimiques et les fortes concentrations de déchets
animaux, sont particulierement problématiques. Ils peuvent submerger les écosystemes
locaux puis s'agreger en s'‘écoulant en aval, pour finalement se retrouver dans les océans
(Vikas et al., 2015). Il en résulte des dépbts, par exemple, de métaux lourds comme le
plomb et le mercure, et de polychlorobiphényles (PCB) dans les systemes marins, qui
sont ingérés par la faune marine, laquelle peut a son tour étre consommée par les
animaux terrestres et les humains. Avec la bioaccumulation de ces substances dans les

tissus adipeux, le probléme passe de la terre a la mer et inversement. (Burnes, 2016).

IV. Les huiles essentielles

1. Généralités

Les huiles essentielles sont des extraits de plantes aromatiques utilisées dans de
nombreuses industries. 1l existe différentes méthodes pour extraire les huiles
essentielles, chaque méthode présente des avantages spécifiques et détermine les
propriétés biologiques et physicochimiques de I'huile extraite (Aziz et al., 2018). Les
applications des huiles essentielles en tant qu'agents antibactériens, anticancéreux,
anti-inflammatoires et antiviraux découlent de leurs propriétés puissantes (Bakkali et
al., 2007).

2. Composition chimique des huiles essentielles

Les mélanges d'huiles essentielles pures contiennent plus de 200 ingrédients (Aziz
et al., 2018). Ces mélanges contiennent des dérivés phénylpropanoides ou des
terpénes avec des différences structurelles et chimiques minimes (Rao et Pandey,

2007). L’huile essentielle est composée de :
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e La fraction volatile : représente 90 a 95 % du poids total de I'huile. Elle
contient des monoterpénes, des sesquiterpenes et leurs dérivés oxygénes. Des
alcools aliphatiques, des esters et des aldéhydes peuvent également étre

présents dans la fraction volatile.

e Résidus non volatils : représente 1 & 10% du poids total de I'huile essentielle. Il
contient des acides gras, des hydrocarbures, des stérols, des cires, des

flavonoides et des caroténoides (Hanif et al., 2019).
3. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Plusieurs parties de diverses plantes aromatiques peuvent étre extraites pour former
des HE qui ont de nombreuses utilisations. La méthode d'extraction des huiles
essentielles dépend des propriétés et des ingrédients souhaités dans l'extrait de plante

et permet de garantir la qualité des HE (Tongnuanchan et al., 2014).
3.1.Méthodes conventionnelles d’extraction

Les techniques conventionnelles appliquées pour extraire les huiles essentielles
des plantes sont basées sur la distillation de I'eau par le processus de chauffage :
Hydrodistillation (Fig. 10), distillation a la vapeur, hydro-diffusion, extraction par

solvant.

thermométre

g réfrigérant a eau

éprouvette graduée

morceaux de plante
huile essentielle

eau bouillante

chauffe ballon

phase aqueuse

Figure 10 : Schéma du procéde d'extraction par hydrodistillation
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4. Activités biologiques des huiles essentielles

Il est essentiel de souligner qu'en ce qui concerne leurs propriétés biologiques, les
HE sont des mélanges complexes de nombreuses molécules et que, par conséquent,
leurs effets biologiques peuvent étre dus a une synergie de toutes les molécules ou le
reflet des principales molécules présentes aux niveaux les plus élevés (Baptista-Silva et
al., 2020).

La nature lipophile de ces HE leur permet de traverser facilement les membranes
des cellules et d'atteindre l'intérieur de celles-ci. Les HE sont décrits comme de
puissants antioxydants (Tepe et al., 2004; Yu et al., 2011) et antimicrobiens (Lu et al,
2013; Mutlu- Ingok et al., 2020) et sont utilisées pour la gestion de maladies graves
comme les maladies cardiovasculaires (Saljoughian et al., 2017), le diabete (Boukhris
et al, 2012), la maladie d'Alzheimer (Perry et al., 2001 ; Agatonovic-Kustrin et al.,
2019), le cancer (Gautam et al., 2014 ; Lima et al., 2018 ; Sharma et al., 2022), et
beaucoup d'autres maladies.

5. Toxicité des huiles essentielles

Bien que les HE aient des effets bénéfiques, elles sont loin d'étre non toxiques.
Elles ont des effets négatifs, cancérigenes et parfois mortels et plusieurs types de
toxicité peuvent étre observés qui peuvent étre due aux mauvaises connaissances des
contre indications, les modalités d’utilisation, ingestion accidentelle : notamment

dermotoxiques, hépatotoxiques et neurotoxiques (Hilan et al., 2009).
6. L’huile essentielle d’ Artemisia herba alba

Artemisia herba-alba Asso est une herbe aromatique sauvage qui est populaire
pour ses effets médicinaux (Mohammed et al., 2021), elle est connue sous le nom
d'absinthe du désert”, ou "Chih" comme on I'appelle communément en Algérie, ou elle
est largement consommée. L’armoise blanche est une plante de la famille des
Lamiacées (Fig. 11), qui pousse dans les climats arides et semi-arides. Elle est
largement utilisée en médecine conventionnelle et en phytothérapie pour le traitement
du diabete, des infections parasitaires, de I'hypertension et du rhume (Mohammed et
al.,2021).
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Plusieurs études ont rapporté des activités biologiques intéressantes de 1’huile
essentielle d'Artemisia herba-alba ; notamment antioxydante (Aljaiyash et al., 2018),
antibactérienne (Moussi et al., 2019 ; Amor et al., 2019 ; Ed-Dra et al., 2021), anti-
inflammatoire, antalgique (EI Ouahdani et al., 2021), et antiviral (Asdadi et al., 2020).

© Fredéric PREVOT

Fig. 11 : Armoise blanche, Artemisia herba-alba, (© F. PREVOT).
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

I. Zone d’étude

Afin d’atteindre les objectifs tracés pour la présente étude et d’évaluer 1’effet de la
pollution sur les paramétres spermatiques et le développement embryonnaire chez 1’oursin
livide, nous avons effectué des échantillonnages dans la zone cétiére de la région de Béjaia.
Nous avons, en effet, choisi de faire nos préelevements dans deux stations. La premiére, jugée
propre, elle s’agit de la station des Aiguades. La seconde est considérée comme polluée, elle

est localisée au niveau de la Brise de Mer (Fig.12).
1. La Brise de mer

La Brise de mer est une place touristique, rocheuse située entre le port de péche et le
port pétrolier de Bejaia (36° 45' 19.5879" N,5° 5' 32.8454" E) (Fig.12). Cette localisation fait
d’elle une zone polluée en raison des rejets des bateaux ainsi que les conduites
d’assainissement des habitants sans oublier les rejets des usines résidantes a sa proximité.
Compte tenu de toutes les anomalies déterminées et par référence aux études antérieures en
rapport avec ce sujet, il est judicieux d’émettre une hypothéese relative a la propagation de la

pollution au niveau de la brise de mer de Béjaia (SELMANI, 2017).
2. Les Aiguades

Les Aiguades représentent une petite baie située au centre du parc national de Gouraya,
sur le flanc septentrional du massif de Gouraya a une altitude d’une trentaine de metres par
rapport au niveau de la mer (36° 45' 54.3321" N, 5° 6' 10.8931" E) (Fig.12). D’aprés la
définition donnée par le Centre National de Ressources Textuelles et Lexicales
(https://www.cnrtl.fr), elle est éloignée de tout activité industrielle et aménagement urbaine
ce qui la caractérise de non polluée, preuve de la présence des sources karstiques d'eau douce
(Merrien et al., 2014). Les Aiguades est definie comme une zone rocheuse ou on peut
rencontrer plusieurs espéces végétales comme, Posidonia oceanica, Corrallina officialis, Ulva
lactuca, et plusieurs espéces du genre Cystoseira. Ainsi elle renferme une faune marine
exubérante dont I’espéce Paracentrus lividus est fréquemment abondante approximativement

a une profondeur qui varie de 0.5 allant aux grandes profondeurs.
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Fig.12 : Localisation des deux stations d’échantillonnage dans la zone cotiére de Béjaia
(Google Earth)

1. Matériel utilisé

1. Matériel biologique

Dans la présente étude, nous avons travaillé sur des oursins péchés vivant au niveau des
deux stations, il s’agit de Paracentrus lividus reconnus a la coloration de son teste qui varie
du violet au chatain verdatre et a sa forme légérement aplatie. Nous avons utilisé aussi leurs

gametes (ovocytes et du sperme des oursins adultes).

2. Matériel de terrain

Pour faciliter notre travail sur le terrain, nous avons
utilise : une épuisette de péche (Fig.14), des bocaux
individuels en plastique, des bouteilles d’cau en

plastique et des gants de protections.

Fig. 14 : une épuisette de péche.

Page | 30



Chapitre 11 Matériel et méthodes

3. Matériel de laboratoire

Afin de réaliser nos expérimentations nous avons utilisé :

- Des éprouvettes graduées, des fioles de 500 ml, des bacs en verre, des entonnoirs, des lames,
et des boites de pétris.

Des seringues, une trousse a dissection, des tubes d’Eppendorf, des embouts et des
micropipettes (5-10 ul, 10-10 ul et 100-1000 pl).

Papiers Whatman (MN640WO 110mm) et papiers absorbants.

Agitateur magnétique, agitateur a tube a essais, et une balance.

Un microscope optique, le CASA (SCA5.4 Motility), la cellule Makler, une caméra MVY
3000 et un micro-ordinateur.

Pour les produits chimiques on a utilisé un antibiotique streptomycine (1mg /5ml) et I’'HE

d’armoise préalablement extraite et préparée a différentes concentrations.

I1l. Méthode de travail

Nous avons réalisé 4 sorties qui se sont étalées sur 3 mois (de Mars a Mai) ou nous
avons collecté un total de 80 oursins livides. Pour chaque sortie, nous avons prélevé 10

individus de chaque station (20 échantillons pour chaque sortie).
1. Collecte d’échantillon

La collecte a été effectuée le matin entre 8h et 10h sur les deux sites en méme moment.
Le prélévement s’est effectué a une profondeur de 0,5 a 1m en s’aidant d'une épuisette, 10
individus de I'espece étudiée ont été collectés pour chaque site. Afin d'éviter I'émission de
gameétes et tout contact, chaque individu collecté a été directement plongé dans un récipient en
plastiqgue remplis d'eau provenant du méme site d'échantillonnage (Fig.15), de plus, une
bouteille d'eau de mer de 1.5L provenant de chaque station, a été remplie pour les besoins des

manipulations de laboratoire. L’ensemble des échantillons ont été transportes au laboratoire.
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Fig. 15 : Oursins P.lividus collecté dans les deux stations.

2. Traitement au laboratoire

2.1. Filtrations de I’eau de mer

L’eau de mer récupérée de chaque station a été filtrée (Fig.16) plusieurs fois avec du
papier Whatman (MN640WO 110mm) MACHEREY NAGEL (Fig.17) afin de se débarrasser
de toute sorte de débris. 500 mg de streptomycine (Img / 5ml) ont été additionnés a 500 ml
d’eau filtrée. Et pour avoir un mélange homogeéne on a agité la solution avec un agitateur

magnétique (Fig.18).

Fig. 16 : Papier Whatman Fig. 17 : Filtration d’eau de mer.  Fig. 18 : Agitation magnétique

2.2. Préparation de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba

Pour cette étude, on a utilisé le poly (éthyléne glycol) (PEG) comme solubilisant afin de
pouvoir diluer I'HE (lipophile) et la rendre hydrophile. Le PEG a été choisi en raison de sa
large gamme de solubilité, de son manque de toxicité, de son absence d'antigénicité et
d'immunotoxicité, de sa non-interférence avec les activités enzymatiques et les conformations
des polypeptides et de sa facilité d'excrétion par les organismes vivants (Gonzalez et al.,
2014).
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Dans le but d’obtenir les concentrations voulues, nous avons dilué I’huile essentielle

d’A herba alba dans 100 ml d’cau distillée contenant du PEG.
2.3. Préparations des bacs pour la fécondation artificielle

Un total de 12 bacs en verre étiquetés a été utilisés (6 bacs pour la station polluée et 6
autre pour la station non pollué), chaque station renferme un bac contréle et 5 autres
contenant I’huile essentielle d’armoise (Artemisia herba alba) avec différentes concentrations.
Dans I’ensemble des expériences, 30 ul d’huile avec différentes concentrations : (25 pl/ml, 50

pl/ml, 100 pl/ml, 150 pl/ml et 200 pl/ml) ont été injectés dans 30 ml d’eau de mer pour

chaque station (Fig.19).

Fig. 19 : Préparation des milieux.

2.4. Parametres spermatiques

Une fois au laboratoire, les individus ont été stimulés mécaniquement en les tapotant sur
la paillasse pour qu’ils émettent leur semence. Les individus refusant de délivrer leurs
semences sont injectés de 2ml d’eau de mer provenant de leur milieu dans la membrane
péribuccale jusqu’a la libération de la semence ‘Fig.20, 21°. Le sperme des oursins
reconnaissable pour sa couleur blanchatre, est récupéré dans une boite de pétri, puis dilué
1/100 (10pul du sperme pour 990 ul d’eau). 10ul ont été¢ mis sur la cellule Makler ‘Fig.22’
pour I’analyse des paramétres spermatiques (VCL, VSL, VAP, ALH, BCF, LIN, STR, WOB,
la motilité et la progression) a I’aide du logiciel CASA (SCA 5.4 Motylity).
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Injection de 2 ml d'eau
e mer filtré +
stlrnulatmn (stresse
mécanigue)

Récolte des gaméte illution du sperme da ‘Analyse des paramétre
males par indur.:tion dll de l'eau de mer filtré spermatique avec le
( 1/100) systéme CASA

Fig. 20 : Schéma explicatif de I'évaluation des parameétres spermatiques de P.lividus avec le
systeme CASA (Computer Assisted Sperm Analysis).

Fig. 21 :Oursin stimulé. Fig.22:Cellule Makler.

2.5. Dissection et préparation des pools de gametes

Aprés D’obtention de la semence, [’ensemble des oursins ont ¢été disséqués
horizontalement a 1’aide d’une paire de ciseaux robuste, les gonades femelles de couleur
orangée (Fig.23) et les gonades males blanchétres (Fig.24) ont été récupéré soigneusement

dans des boites de pétri pour former 2 pools de gamétes males et femelles pour chaque sortie.
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Fig. 23 : Un pool de gameétes femelles Fig. 24 : Un pool de gameétes males

2.6. La fécondation artificielle

Nous avons dans un premier temps déterminé les doses d’huile essentielle d’armoise et
les différentes concentrations d’ovocytes et de spermatozoides a utiliser pour la fécondation
artificielle. Nous avons ensuite proceédeé a la fecondation en mélangeant 1200 pl d’ovocytes et
300 pl de sperme (pipeté dans le pool de semence femelle et dans le pool de semence male.)

dans chaque bac contenant 30 ml d’eau de mer filtrée (Fig.25 et Fig. 26).
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Fig. 25 : Les bacs de fécondation.
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Fig. 26 : Schéma de préparation des milieux et fécondation in Vitro.

3. Suivi du développement embryonnaire

Pour assurer le suivi du développement embryonnaire, nous avons effectué 3
observations a différents temps (24h, 48h et 72h) aprés la fécondation. A I'aide d'une pipette,
10 ul de solution larvaire ont été prélevés au fond du bac, puis déposés sur une lame et
observés sous un microscope optique relié a une caméra (MVY 3000) a un grossissement de
10x10 (Fig.27). Ainsi, des captures de plusieurs champs ont été réalisées a l'aide du logiciel

Future Winjoe.

Nous avons pris les captures des champs observer et on a compté le nombre de chaque

stade ensuite nous avons fait la moyenne pour I’ensemble des sorties.

Figure 27 : Observation des stades embryonnaire.
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4. Mesure de la longueur larvaire

Les mesures des longueurs des corps larvaires ont été effectuées (Fig.28) a 1’aide du
logiciel Image J software 1.53k.

Fig. 28 : Mesure de la longueur larvaire.

5. Analyse statistique

Les résultats obtenus on fait 1’objet d’une étude statistique, le test de STUDENT non
apparié pour les paramétres spermatique, I’ANOVA pour les mesures des longueurs larvaires.
Les stades de développement embryonnaire ont été calculés en pourcentages, toutes ces
analyses ont été réalisées en utilisant le logiciel Statview 4.5 et GraphPad Prism 8.3.0. Pour
les illustrer graphiquement.
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Chapitre I Résultats et Discussion

I.  Evaluation des paramétres spermatiques chez I’oursin livide (P.

lividus)
1. Résultats
1.1. Motilité

1.1.1. Mobilité totale et mobilité progressive

Les résultats relatifs a la mobilité spermatique immédiatement apres ’activation
du sperme de P.lividus sont rapportés dans la Figure 29 et qui sont exprimés par le
pourcentage de SPZ mobiles et des SPZs progressifs dans les deux milieux préparés

avec I’eau et de la semence provenant des Aiguades et de la Brise de mer.

Les individus collectés au niveau de la station des Aiguades sont caractérisés par
des pourcentages élevés de SPZ mobiles et de SPZ progressifs, avec une moyenne de
96.267+ 2.621% (P = 0.0494) et 72.17 +11.26% (P = 0.0066), respectivement. Par
ailleurs, les oursins récoltés au niveau de la Brise de mer ont révélé un pourcentage plus
faible avec 72.90 + 9.480 % SPZ mobiles (P = 0.0494) et seulement 30.49 + 6.44 %
SPZ progressif (P = 0.0066) (Fig.29).
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Fig.29 : Histogramme représentant les pourcentages de la motilité (MT, MP) des SPZs
des deux populations de P. lividus (AGD et BDM).
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1.2. Cinétique de mouvement des spermatozoides des deux stations

Les parametres cinétiques spermatiques des deux populations de 1’oursin commun

P.lividus sont représentés dans les Figure 30, Figure 31 et la Figure 32.
1.2.1. Parameétres de progression (LIN, STR, WOB)

Les parametres de progression (LIN, STR, WOB) de P. lividus des deux milieux
sont représentés dans la Figure30. Des pourcentages élevés de LIN, STR, WOB ont
été enregistrés en faveur du sperme des méales de la station BDM, avec 31.88 + 0.4 %
pour la linéarité, 58.48 + 0.65% pour la rectitude, et 66.22 + 0.73% pour I’oscillation

contre 28.57 +0.3% (LIN), 52.53+0 .52% (STR), et 55.55+0.46% (WOB) pour les
males de la Station des AGD (P<0.0001).
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Fig.30 : Histogramme représentant les paramétres de progression (LIN, STR, WOB)
des SPZs des deux populations de P. lividus pour les deux milieux (AGD et BDM).

1.2.2. Paramétres de veélocité (VCL, VSL, VAP)

Les parametres de vitesse (VCL, VSL, VAP) pour les SPZ de P. lividus des deux

milieux préparés (AGD et BDM) sont représentés dans la Figure 31. Les valeurs
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indiquent que la VCL des spermatozoides des méles de la station des Aiguades est
largement supérieure a celle de la VCL des SPZ de la population de la Brise de mer
avec respectivement une moyenne de 66.387 + 0.364 pm/s, 39.253+ 0.191 pm/s. Les
mémes constatations peuvent étre retenues pour la VSL avec respectivement 19.450 +
0.18 um /s et 11.780 = 0.1 pm/set la VAP avec 36.35 £ 0.24 um/s et 21.83 + 0.14
um/s (P<0.0001).
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Fig.31 : Histogramme représentant les parametres de progression (VCL, VSL, VAP)
des SPZs des deux populations de P. lividus (AGD et BDM).

1.2.3. Parametres de progression (ALH, BCF)

Les paramétres de progression (ALH, BCF) des SPZs de P.lividus des deux station
(AGD et BDM) sont représentés dans la Figure 32. Il ressort que la moyenne de
I’amplitude du déplacement latéral (ALH) et de la fréquence croisée des battements
(BCF) de la téte des SPZs de P. lividus des Aiguades soit supérieure a celle enregistrée
pour les SPZs des males de la 2°™station, avec 3.20 + 0.01 pm contre 2.16 + 0.01 pm
pour ALH et 4.13 + 0.02 Hz contre 3.03 + 0.02 Hz pour BCF.
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Figure 32 : Histogramme représentant les parametres de progression (ALH, BCF) de
SPZ des deux populations de P. lividus (AGD et BDM).

2. Discussion

Les villes cétiéres sont souvent identifiées comme des « Hot spots » pour divers
types de pollution provenant de différentes sources (Fabbrocini et al., 2010 ; Vikas et
al., 2015 ; Gendouzi et al., 2020). A Bejaia, la présence de contaminants de
I’écosystéme marin a été signalée par (Mankou-Haddadi et al., 2021 et Alik et al.,
2021).

La motilité est une caractéristigue des gamétes males qui permet aux
spermatozoides d'atteindre activement les gameétes femelles et de les pénétrer dans les
organismes fécondeés en interne et en externe (Bondarenko & Cosson, 2019). De par
sa pertinence, la motilité est le biomarqueur le plus étudié pour évaluer la qualité du
sperme chez plusieurs especes et la fertilité chez certaines especes (Rurangwa et al.,
2001 ; van der Hors et al., 2018). Pendant longtemps, I'évaluation de la motilité était
basée uniquement sur des estimations du pourcentage de spermatozoides mobiles et de
la durée totale de la motilité. Le développement des méthodes d'évaluation objective
assistée par ordinateur (CASA) a changé I'évaluation de la motilité des spermatozoides

pour étre plus précise et permettre I'évaluation de différentes caractéristiques de la
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motilité des spermatozoides telles que le type de motilité, la trajectoire et la vitesse des
spermatozoides (Cabrita et al., 2009 ; Shingh et al., 2021).

Les résultats de la présente étude ont montré que la motilité totale (MT) et
progressive (MP), la vélocité (VCL, VSL, VAP), et la progression (ALH, BCF) les
plus élevées ont été observées chez les SPZs des individus collectés au niveau de la
station des Aiguades (AGD). Ceci est rapport¢ de maniere similaire chez 1’oursin
Heliocidaris erythrogramma endémique d’Australiec avec 95.35% pour la motilité
totale (Smith et al., 2019) et chez la population de P. lividus capturé au sud et nord du
Portugal avec 78.5 + 28.3 pum/s pour la VCL, 13.8 + 13.8 um/s pour la VSL, 41.1 +
16.3 um/s pour la VAP et ALH avec 3.8 £ 1um, et 4 + 3 Hz pour la BCF ont été
relevé par Rodrigues, (2021). Cependant, une étude menée par Abrizio et son équipe
dans la région de Fasano en Italie en 2018 a montré que P. lividus présentait une
motilité complete et progressive au printemps, nettement inférieure a celles

enregistrées dans notre étude.

Le probléme majeur rencontré sur des études antérieures dans lesquelles 1’effet
des polluants et des facteurs de stress sur la motilité des SPZs a été examiné chez de
nombreuses espeéces de vertébrés et d’invertébrés marins (Ebrarimi, 2005 ; Chiarlli
et al., 2019). En effet, plusieurs études ont rapporté que les facteurs de stress
environnementaux affectent la qualit¢ du sperme, divers facteurs de stress
environnementaux modifient la motilité, la morphologie, la concentration, l'activité
mitochondriale des spermatozoides et induisent la fragmentation de I'ADN, la
peroxydation des lipides de la membrane plasmique et la formation de ROS (Gallo et
al., 2018 ; 2020). Effectivement, il a été rapporté que 1’exposition combinée du
sperme de poisson-chat au zinc et au cadmium a 1ppm pour un temps supérieur a 50-
60 s avait un impact négatif sur les parametres de vélocité (Ebrahimi, 2005). Arriza et
son équipe (2009) ont démontré également que les gametes males de P. lividus
exposés aux xénobiotique (Cadmium, cuivre et tributylétain) réduisaient la fertilité et
affectaient la motilité des spermatozoides. Ceci pourrait expliquer la diminution des
parameétres de vélocité et de progression (ALH et BCF) obtenus dans la présente etude
dans le milieu BDM. A cet égard, une étude récente consacrée a I’analyse anatomo-
histopathologique de trois espéces de poissons : Sardine Sardina pilchardus, Saupe

Salpa sarpa, Saurel Trachurus mediteraneus récupérées au niveau de la brise de mer
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de Béjaia, avait enregistré des anomalies relatives a la présence des agents polluants
(Selmani, 2017).

Les résultats de cette présente étude nous permettent d’avancer que la qualité du
sperme est nettement supérieure dans la station des Aiguades. Ces résultats ont été

démontrés en utilisant le systéme CASA pour I’oursin commun P. lividus.

Il. Effets de PHE d’Artemisia herba alba sur la fécondation, le

développement embryonnaire et larvaire dans les deux milieux
(pollué et non pollué)

1. Résultats
1.1. Suivi du développement a 24h

Apreés 24h de fécondation, une prédominance des stades blastula et gastrula dans les
différents milieux préparés avec ou sans HE (Fig.33). Néanmoins, dans les milieux
contenant I’HE a 150 pl/ml et a 200 pl/ml le stade prism est apparu précocement avec un
1%, dans les milieux propres des Aiguades. Une dégénérescence est enregistrée dans

I’ensemble des milieux avec une valeur plus élevée dans le milieu propre contenant 200
pl/ml d’HE (Fig.36 et Fig. 37).
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Fig.33 : Histogrammes représentant les pourcentages de développement
embryonnaires, larvaires et d’embryons dégénérés des deux populations de P.lividus

dans les deux milieux (AGD, BDM) a 24H d’incubation.
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1.2. Suivi du développement a 48h

Aprés 48h de fécondation, tous les stades embryonnaires et larvaires ont fait

apparition sauf avec une concentration d’HE de 50 pl/ml dans le milieu propre des AGD
et & 200 pl/ml dans le milieu pollué de BDM (Fig.34). Le stade pluteus 4 armes, étant le

plus développé, présente les valeurs les plus élevées dans les milieux a 25 ul/ml d’HE et

une valeur minimale de 1%, seulement dans le milieu contr6lé pollué. Méme aprés 48h

d’incubation, une dégénérescence est constatée dans les différents milieux notamment

dans le milieu a 50 pul/ml d’HE d’armoise (Fig.36 et Fig. 37).
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Fig.34 : Histogrammes représentant les pourcentages de développement
embryonnaires, larvaires et d’embryons dégénérés des deux populations de P.lividus

des deux milieux (AGD, BDM) a 48Hd’incubation.
1.3.  Suivi du développement a 72h

Aprés 72h, I’ensemble des stades embryonnaires et larvaires sont présents dans tous
les milieux, exception faite pour les milieux propre a 50 pl/ml et 200 pl/ml d’HE ou le
stade pluteus 4 armes est absent. Une dominance du stade prism dans tous les milieux
propres que ce soit le contrdle ou avec la présence de I’HE. Une forte dégénérescence est
survenue dans tous les milieux dépassant parfois les 60%, notamment les milieux a forte
concentration en HE (150 pl/ml et 200 pl/ml). Il est a noter également que la
dégénérescence est légérement importante dans les milieux pollués avec une exception
pour le contréle (Fig.35, Fig. 36 et Fig. 37).
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Fig.35 : Histogrammes représentant les pourcentages de développement

embryonnaires, larvaires et d’embryons dégénérés des deux populations de P.lividus

(AGD, BDM) a 72H d’incubation.

2. Discussion

Le développement embryonnaire représente une étape de la vie extrémement
sensible et délicate pour tous les organismes vivants, en particulier pour ceux dont la
fécondation est externe, comme les oursins. En effet, dans I'écosystéme marin, les adultes
et les embryons d'oursins sont constamment exposés a une variété de pressions
environnementales, y compris des facteurs intrinséques et extrinseques/anthropogénes

causant un stress oxydatif et nitrosatif (Milito et al., 2020).

De nombreuses études ont examiné 1’impact des substances toxiques, y compris les
métaux dont le Cd, Mn, Pb et Zn (Gallo et al., 2018 ; Cunningham et al., 2019 ;
Rumahlatu et al., 2019 ; Sherman et al., 2021 ; Tasci et al., 2022) et les nanomatériaux
(nanoparticules, nano-fibres) (Gotner-Hotch et al., 2019 ; Buri¢ et al, 2015 ;
Gambardella el al., 2015). Ainsi que I’impact d’autres facteurs de stress tels que les UV
et les rayons X (Bonaventura et al., 2021) sur la fertilit¢, I’embryologic et le
développement larvaire chez les différentes especes d’oursins et en particulier sur

Paracentrotus lividus (Chiarlli et al.,2019).

Les résultats de la présente étude ont montré que les pourcentages des differents
stades de développement embryonnaire et larvaire chez P. lividus dans le contrble des

AGD est globalement supérieurs au contrdle de la BDM. Et inversement pour le
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pourcentage d’embryons dégénérés, ou le contrdle de la BDM a présenté des pourcentages
bien plus élevés de dégénérescence. Dans cette optique, de nombreuses études ont
rapportés des taux de fécondation des ceufs altérés, des anomalies de 1'embryogenése,
ainsi que des arréts du développement a différents stades apres exposition des SPZs a des
concentrations supérieures a 10 pug/L de Cd (Gharred et al., 2016), mais aussi apres le
traitement d’embryons avec 1000 a 2 500 ug/L de Cd (Manzo et al., 2010). D'autres
études sur les processus apoptotiques activés chez P. lividus ont été menées apres une
exposition de longue durée a de faibles concentrations de Cd, similaires a celles trouvées
dans les eaux de mer modérément ou fortement polluées. Ces expositions ont provoqué de
graves retards de développement et des anomalies chez les larves, suggérant que méme de
tres petites quantités de Cd, si elles sont accumulées dans les cellules, peuvent produire
des effets cytotoxiques et une apoptose significative (Filosto et al., 2008). Par ailleurs,
une étude menée par Selmani (2017) a démontré que la Brise de mer était une zone
relativement polluée en raison de la présence de métaux lourds (Zn, Fe, Ni, Cu, Pb et le
Cd) avec des concentrations élevées, ce qui explique en partie les résultats obtenus par

cette investigation.

Par ailleurs, une étude réalisée en 2021, en Tunisie menée par Gharred et son
équipe ont démontrés une corrélation des altérations des caractéristiques physico-
chimiques ainsi que les niveaux élevés de métaux dans les échantillons d'eau de mer
étudiés avec la réduction du taux de fertilité, du taux de gastrulation et de la fréquence des
larves normales. L'absence totale de larves normales d'oursins pluteus dans les eaux de

mer des sites fortement pollués prouve la grande sensibilité des larves a la pollution mixte.

Toutefois, Milito et al., rapportent dans une étude récemment publiée que
I’Ovothiol (L'Ovothiol A (N1-méthyl-4-mercaptohistidine) est un antioxydant hautement
réducteur,qui s'accumule a des niveaux trés élevés dans les ceufs de certains invertébrés
marins) assure le bon développement de I'embryon de l'oursin P. lividus, aidant
vraisemblablement les processus fondamentaux a se produire, de la prolifération cellulaire
a la formation du squelette et a la réponse immunitaire en agissant comme agent

protecteur des facteurs de stress environnementaux.

La présente étude nous a permis d’étendre notre domaine de recherche aux HE, tout
en acquérant des connaissances sur les bienfaits effets de I’HE d’ Artemisia herba alba sur

la fécondation et le développement larvaires de P. lividus. Cette recherche s'est
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spécifiqguement concentrée sur la fagon dont plusieurs concentrations 25, 50, 100, 150 et
200 pl L-1d’HE d’A. herba alba affectent le développement embryonnaire et larvaire dans
les deux milieux AGD et BDM. Nous avons remarqué que la concentration 25 ul/l d’HE
excellé les autres milieux avec et sans HE, tant par un pourcentage élevé de
développement homogene des stades, que par une réduction du pourcentage de

dégénérescence.

Les huiles essentielles sont des extraits de plantes aromatiques utilisées dans de
nombreuses industries (Baptista-Silva et al., 2020) comme agents antibactériens,
anticancéreux, anti-inflammatoires et antiviraux (Bakkali et al., 2007). En effet, plusieurs
études ont rapporté des activités biologiques intéressantes des huiles essentielles sur le
développement larvaire. D’ailleurs, il a ét¢ déja démontré dans certaines études
(Marengoni et al., 2017) que I'huile essentielle d'ail augmente les taux de fécondation des
ceufs et aide a I’éclosion des larves de Rhamdia quelen dans un systéme d'incubation
artificielle. Par ailleurs, Une étude a rapporté un effet sédatif et anesthésique de I’huile
essentielle de Lippia alba qui suggere une amélioration de la réponse au stress oxydatif

chez I'oursin Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758).
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Control

150 ul

200 ul

Fig.36 : Effets de I’HE d’A. herba alba sur la fécondation et le développement embryonnaire
et larvaires des milieux propre (AGD) de P. lividus.

Page | 48



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Control

Fig.37 : Effets de I’HE d’A. herba alba sur la fécondation et le développement embryonnaire

etlarvaires des milieux pollué (BDM) de P. lividus.
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I11. La mesure de la longueur larvaire des milieux pollué et non pollué
BDM et AGD de P.lividus en fonction de différentes concentration
d’HE d’A. herba alba.

1. Résultats

1.1. Longueurs larvaires a 48h

Les longueurs larvaires évaluées apres 48h de développement sont regroupées
sous forme d’histogrammes (Fig.38). On peut distinguer que la taille des larves est
globalement plus importante dans les milieux propres comparée aux milieux pollués
avec ou sans I’HE, avec une différence significative (P<0.0001) pour le contréle avec
une longueur moyenne de 195.095+6.780 pum pour le milieu propre contre
83.030+24.744 pum pour le milieu pollué. A une concentration d’HE de 25 ul/l les larves
atteint une longueur moyenne de 217.38 + 9.49 (P=0.0472). Par contre dans les milieux
avec 50 ul/ml d’HE les larves ont une taille significativement supérieure dans le milieu

pollué avec 189.24 £ 8.16 um (P<0.0001).
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Fig.38 : Histogramme représentant la longueur larvaire dans les milieux pollués et non
pollués (AGD, BDM) de P. lividus en fonction des différentes concentrations d’HE d’A.

herba alba a 48Hd’incubation.
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1.2. Longueurs larvaires a 72h

A 72h, les mesures larvaires rapportés dans la Figure 39, pour le milieu propre
restent clairement plus élevées que celle du milieu pollué excepté pour le milieu avec 50
ul/l d’HE avec 99.59 + 29.45 um pour le milieu pollué contre 68.82 + 20.38 um. Le
milieu avec 25 pl/ml d’HE présente la longueur de larve la plus élevée avec 225.45 +
13.78 um (P=0.0242) suivie du contréle avec 211.40 £ 10.126 um (P= 0.0004).
Contrairement aux milieux pollués ou la mesure la plus élevée enregistrée se trouve

dans le milieu avec 200 pl/ml d’HE et une mesure de 178.89 + 5um.

72H -
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o
—

100

Longueurs larvaire (um)

Fig. 39 : Histogramme représentant la longueur larvaire des milieux pollués et non
pollués (AGD, BDM) de P. lividus en fonction des différentes concentrations d’HE d 4.
herba alba a 72H d’incubation.
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2. Discussion

Les longueurs larvaires observées dans la présente étude étaient inférieures a

celles observées précédemment (Fernandez and Beiras, 2000 ; Liu et al., 2007).

Néanmoins, les milieux avec les différentes concentrations d’HE d’A. herba alba
ont montré des effets significatifs sur le développement qui peuvent étre attribués aux
propriétés nutritionnelles de ’HE. Ainsi, le développement était globalement plus

rapide chez les larves des milieux propres traités avec I’HE d’ Armoise.

En effet, la concentration 25 pl/l a démontré une mesure de la longueur larvaire
nettement supérieur avec 217.38 + 9.49 um. Ce constat, reste valable malgré les
rétrécissements de la longueur larvaire observé a 72h dans les milieux contenants les
HE.
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L'objectif de cette étude était d'‘évaluer dans un premier temps ; I'effet de la pollution sur
les parametres de la mobilité spermatique chez deux populations d'oursin livide Paracentrotus
lividus et d'autre part, investiguer les effets de I'huile essentielle d'armoise blanche (Artemisia
herba-alba) sur les taux du développement des larves issues de ces mémes populations

incubées artificiellement dans leurs eaux d'ou ils proviennent.

Afin de mettre en évidence I’effet de la pollution sur les parametres de la motilité
spermatique, nous avons utilis¢ le systtme CASA, qui nous a permis d’évaluer la motilité
totale et progressive, la vélocité (VCL, VSL, VAP), et la progression (LIN, STR, WOB,
ALH, et BCF) des SPZ des deux populations d’oursin Paracentrotus lividus des Aiguades et

de la Brise de mer.

Les résultats ont montré que la motilité totale (96.267+ 2.621%) et progressive (72.17
+11.26%), VCL (66.387 £ 0.364 um/s), VSL (39.253+ 0.191 pm/s), VAP (19.450 + 0.18 um
/s), ALH (3.20 + 0.01 pm), et BCF (4.13 £ 0.02 Hz) les plus élevées ont été observees chez
les SPZs des individus collectés au niveau de la station des Aiguades (AGD). Par contre, Des
pourcentages élevés de LIN, STR, WOB ont été enregistrés en faveur du sperme des males de
la station BDM, avec 31.88 + 0.4 % pour la linéarité, 58.48 + 0.65% pour la rectitude, et
66.22 + 0.73% pour l'oscillation Les résultats de cette présente étude nous permettent

d’avancer que la qualité du sperme est nettement supérieure dans la station des Aiguades

La deuxieme partie de notre travail a consisté a évaluer l'effet de I'huile essentielle
d'armoise blanche (Artemisia herba-alba) sur les taux de développement des larves de ces

mémes populations incubées artificiellement dans les eaux dont elles sont issues.

Les taux de développement des différents stades larvaires ont été déterminés a 24, 48 et
72h apres fécondation. La longueur des corps larvaires a été évaluée a l'aide d'un logiciel de
mesure microscopique afin de déterminer le taux de développement normal. La concentration
de 25 pl/l a favorisé de meilleurs développements pour les larves. Les concentrations d'huile
essentielle d'armoise ont eu un effet linéaire sur les taux d'éclosion, la durée du
développement ainsi que la longueur des larves. L'huile d'armoise a concentrations plus forte

que 25 ul/l a montré une influence négative sur le développement des larves (P>0,05).
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Il est recommandé d'utiliser 25 pl d'huile essentielle d'armoise pour promouvoir de
meilleurs taux du développement des différents stades larvaires d'oursin livide incubé

artificiellement.

Compte tenu de l'importance de Il'oursin P. lividus comme espéce modéle dans la
recherche marine, la présente enquéte a montré que les paramétres de motilité des
spermatozoides, ainsi que les embryons et les larves de I'oursin commun Paracentrotus

lividus sont de bons bio indicateurs de la pollution de I'eau.

En perspectives, il serait également intéressant de travailler sur plusieurs stations et de
prolonger I'étude sur une plus longue période pour déterminer la période de reproduction de

Paracentrotus lividus.
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Résumé

L'objectif de cette étude était d'évaluer dans un premier temps; I'effet de la pollution sur les
paramétres de la mobilité spermatique chez deux populations d'oursin livide (Paracentrotus lividus) et
d'autre part, investiguer les effets de I'nuile essentielle d'armoise blanche (Artemisia herba-alba) sur les
taux du développement des larves issues de ces mémes populations incubées artificiellement dans
leurs eaux d'ou ils proviennent.

L'expérience a été menée en utilisant un plan expérimental completement randomisé avec six
traitements et 3 répétitions pour chaque station. Les traitements consistaient a introduire de I'huile
essentielle d'armoise blanche dans des bacs contenant de I'eau de mer provenant de chaque station
d'étude, exposés a température ambiante, a des concentrations de 0, 25, 50, 100, 150 et 200 ul L-1. L

Les taux de développement des différents stades larvaires ont été déterminés a 24, 48 et 72h
aprés fécondation. La longueur des corps larvaires a été évaluée a l'aide d'un logiciel de mesure
microscopique afin de déterminer le taux de développement normal. La concentration de 25 pl L-1 a
favorisé de meilleurs développements pour les larves. Les concentrations d'huile essentielle d'armoise
ont eu un effet linéaire sur les taux d'éclosion, la durée du développement ainsi que la longueur des
larves. L'huile d'armoise a concentrations plus forte que 25 pl L-1 a montré une influence négative sur
le développement des larves (P>0,05).

Il est recommandé d'utiliser 25 pl L-1 d'huile essentielle d'armoise pour promouvoir de
meilleurs taux du développement des différents stades larvaires d'oursin livide incubé artificiellement.
De plus, les résultats obtenus a travers SCA CASA nous ont révélé une forte différence significative
de la plupart des paramétres liés a la mobilité spermatique en faveur de la station non polluée a été
enregistrés entre les deux populations.

Mots clés: Fécondation artificielle, Paracentrotus lividus, pollution, reproduction,
mobilité spermatique.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of pollution on sperm motility
parameters in two populations of sea urchins (Paracentrotus lividus) and to investigate the effects of
white artemisia (Artemisia herba-alba) essential oil on the developmental rates of larvae from these
same populations artificially incubated in their native waters. The experiment was conducted using a
completely randomised experimental design with six treatments and three replications for each station.
The treatments consisted of introducing white artemisia essential oil into tanks containing seawater
from each study station, exposed to room temperature, at concentrations of 0, 25, 50, 100, 150 and 200
pl L-1.

The development rates of the different larval stages were determined at 24, 48 and 72 h after
fertilisation. The length of the larval bodies was assessed using microscopic measurement software to
determine the normal development rate. The concentration of 25 pl L-1 promoted better development
of the larvae. The concentrations of artemisia oil had a linear effect on hatching rates, development
time and larval length. Mugwort oil at concentrations higher than 25 ul L-1 showed a negative
influence on larval development (P>0.05).

It is recommended to use 25 pl L-1 of Artemisia essential oil to promote better development
rates of the different larval stages of artificially incubated sea urchins. Furthermore, the results
obtained through SCA CASA revealed a strong significant difference in most parameters related to
sperm mobility in favour of the unpolluted station was recorded between the two populations.

Keywords: Artificial fertilisation, Paracentrotus lividus, pollution, reproduction, sperm
mobility.




