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1. INTRODUCTION

L’écosysteme peut étre défini comme une unité écologique formée d’un biotope
correspondant a I’ensemble des parametres abiotiques (ou physico-chimiques) et d’une
biocénose correspondant a 1’ensemble des organismes y vivant (Frontier, 2004). Autrement
dit, c’est un systeme biologique complexe formé d’une communauté d’organismes animaux et
végétaux et leur environnement physique et chimique avec lequel ils sont en interaction. Les
divers écosystémes présents dans la biosphére peuvent se répartir en deux groupes
fondamentalement distincts ; les écosystémes terrestres, les écosystémes aquatiques.

La structure des écosystémes, qui inclut la biodiversité, aussi les interactions
interspécifiques et les facteurs abiotiques, influence le fonctionnement des écosystemes,
notamment la biomasse, la production, la stabilité et la résistance des écosystémes aux
invasions biologiques (Goudard, 2007).

L’importance de la biodiversité est reconnue a 1’échelle planétaire (Rio, 1992). La
société civile s’est engagée a ceuvrer pour une diminution significative du taux d’extinction
des especes menacées (Johannesburg, 2002). Cependant, la biodiversité a été longtemps
considérée comme un simple attribut structurel des communautés (Samuels et Drake, 1997)
qu’il était possible d’appréhender par le biais d’estimation du nombre d’espéces ou toute autre
mesure basée sur la présence-absence des taxons (Duelli, 1997 ; Kolasa et Rollo, 1991).

Aujourd’hui ; les recherches ont permis de reconnaitre différentes dimensions a la
biodiversité (Huston, 1994 ; Noss, 1990) et de prendre en compte, a coté de la dimension
structurelle basée sur la présence-abondance des especes, une dimension fonctionnelle, basée
sur leurs attributs vitaux (morphologie, physiologie) (Lavorel et al., 1997) et une dimension
compositionnelle basée sur leur comportement ou les attributs écologiques (Scheiner, 1992).
Ces deux derni¢res dimensions, considérant les espéces sous I’angle de leurs fonctions et de
leurs réponses écologiques, sont maintenant privilégiées dans les recherches visant a évaluer
la signification fonctionnelle de la biodiversité (Gaston, 1996 ; Lamont, 1995).

L'étude de la biodiversité permet la connaissance des roles et des fonctions des génes,
des especes et des écosystemes. De méme, elle entraine la compréhension des liens complexes
entre les systemes modifiés et naturels et l'application de ce savoir pour favoriser le
développement durable (Pnue, 1994). Le terme biodiversité, introduit dans le milieu des
années 80, englobe la diversité a tous les niveaux de 1’organisation biologique : la diversité
génétique, la diversité spéecifique ou taxonomique et la diversité d’écosystémes (Eldredge
1998). La diversité est, dans un contexte global, essentielle a la survie des especes et a leurs
adaptations spécifiques aux environnements. Elle joue un réle fondamental dans les
interactions biologiques, dans le fonctionnement des écosystemes, et les grands équilibres de
la planéte.

Les phénomenes de reproduction constituent la propriété fondamentale de toute vie en
assurant la continuité de I’espéce. En 1748, Buffon en donnait déja cette définition : « cette
propriété commune a 1’animal et au végétal, cette puissance de produire son semblable, cette
chaine d’existences successives d’individus qui constitue 1’existence réelle de I’espéce ».
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Au niveau de I’individu la reproduction peut étre réalisée selon deux modalités
différentes : Un étre donne un autre étre exactement semblable a lui-méme par scissiparité ou
bien par bourgeonnement. Cette reproduction dite asexuée, trés répandue chez les végétaux,
se rencontre également dans le regne animal et principalement dans les groupes ayant une
organisation simple. La reproduction asexuée ne permet aucun renouvellement du génome,
elle permet a certains organismes de se multiplier sans I’intervention de phénoménes liés a la
sexualité ; ils se perpétuent en donnant des organismes génétiqguement identiques a eux-
mémes et édifient des clones. Deux individus de la méme espéce élaborent des cellules
particuliéres : les gameétes, qui fusionnement cytoplasme a cytoplasme et noyau a noyau pour
constituer une cellule ceuf qui sera a I’origine d’un nouvel individu. Cette reproduction est
dite sexuée car elle implique la réunion de gamétes de types différents résultant de la
différenciation sexuelle soit male soit femelle, ¢’est I’'une des fonctions fondamentales de la
vie car elle assure la perpétuation de l'espece et constitue le "moteur” de I'évolution, par
le brassage des alleles et I'émergence d'individus adaptables aux nouvelles conditions de leur
environnement.

La reproduction sexuée implique la juxtaposition de deux génomes haploides d’une
méme espece ; les avantages de ce systeme sont considérables sur un plan évolutif. En
revanche la réalisation de la reproduction sexuée entraine un certain nombre de complications
par rapport a la multiplication asexuée :

Les cellules qui s’engagent dans la reproduction sexuée doivent rester capables
d’exprimer toutes les potentialités génétiques de 1’espéce : elles sont totipotentes mais leur
totipotence ne s’exprimera qu’au cours du développement de I’ceuf. Les cellules qui
donneront les gamétes appartiennent a une lignée cellulaire ségrégée plus ou moins tét au
cours de I’ontogenése : ce sont les cellules de la lignée germinale. Ces cellules ont une
origine exogéne par rapport aux gonades et elles devront migrer jusqu’a ces organes. Les
chances de rencontre des gameétes et 1’accomplissement de la fécondation ont un aspect
aléatoire qui est compensé par une abondance des gameétes d’ou une importante multipl
ication des cellules germinales primordiales (C.G.P.) issues de la lignée germinale. Les
C.G.P. qui s’engagent dans la gamétogenese se différencient en fonction de leur sexe
génétique et conformément a leurs fonctions ultérieures : fécondation et ontogenése. Le
gamete femelle est généralement une cellule de grande taille, riche en réserves et immobile
alors que le gamete male est une petite cellule mobile.

Au niveau moléculaire, la reproduction implique une mémoire qui est inscrite dans
I’ADN génomique, I’étude des séquences d’ADN est devenue un outil important pour la
classification des especes. La séquence d’ADN contient I’information nécessaire aux étres
vivants pour survivre et se reproduire. L’ADN a un double rdle : d’une part il contrdle
I’information génétique et assure sa permanence au cours de la division cellulaire, d’autre part
la biosynthése protéique. Les ARN traduisent I'information génétique en protéines : ce sont
donc les agents de I'expression genétique chez la plupart des étres vivants, On a deux étapes
du transfert d’information ; la réplication (la synthése d’ADN), et la transcription (la synthese
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d’une copie d’ARN correspondant a une partiec de I’ADN), I’étape finale de ce transfert
d’information et la traduction (la synthése d’un polypeptide a partir des instructions contenues
dans la séquence d’ ADN), (https://www.google.com/search:la reproduction).

Les protéines jouent un rdle fondamental dans 1’organisme de toutes les espéces
biologiques vivantes connues. Ces derniers entrent dans divers réactions et peuvent assurer la
catalyse biochimique, la régulation hormonale et s’intégrent dans la cellule comme ¢léments
structuraux en méme temps que les glucides et les lipides (Jacob et al., 1961). L’étroite
relation entre les taux de protéines et le cycle reproductif est due au fait que ces derniers
interviennent dans la formation des gametes, et sont également utilisées comme source
d’énergie en particulier pendant la gamétogénése. Tous ces mécanismes existent chez les étres
vivants dans les écosystémes terrestres et aquatiques.

Les écosystemes aquatiques ont donné naissance a la vie il y a prés de 4 milliards
d’années. Ils sont caractérisés par la présence d’un fluide beaucoup plus dense et visqueux
que l’air. La sortie de I’eau est récente (400 millions d’années pour la vie métazoaire
organisée) et fut un événement majeur dans I’histoire du vivant. Ce milieu aquatique est
continu et les contraintes physiques y sont spéecifiques. Ses habitats dépendent de facteurs
environnementaux comme la température, la salinité, 1’oxygéne dissous, le pH, la pression
hydrostatique, la présence de polluants (Gilles, 2007).

On a I’habitude de séparer les écosystémes aquatiques en continentaux (eaux douces,
rivieres, fleuves, lacs, réservoirs...), lagunaires et cotiers, incluant les estuaires, les lagunes,
les marrés littoraux..., et en marins, rassemblant tous les milieux salés, de la cote au grand
large. Le milieu marin regroupe aujourd’hui plus de 270 000 especes vivantes soit quelques
15% de toutes les espéces connues, mais avec parfois d’énormes biomasses : les seules
bactéries de la couche de sub-surface de I’océan représentant a elles seules 10% de toute la
biomasse carbonée de la planéte (Gilles, 2007).

Le milieu marin constitue un capital précieux. Les mers et les océans représentent 99
% de I’espace vital disponible sur notre planéte, couvrent 71 % de la surface de la terre et
contiennent 90 % de la biosphere ; ils renferment par conséquent plus de diversité biologique
que les écosystémes terrestre et d’eau douce (Neveu et al., 2001) Le milieu marin est un
élément indispensable a la vie sur terre (notamment en tant que source principale de
I’oxygene) et joue un rdle déterminant sur le climat. 1l est également un important facteur de
prospérité economique, de bien-étre social et de qualité de vie.

La zone méditerranéenne a été classée par le PNUE comme 1’une des cinq régions du
monde ou les problemes environnementaux sont les plus graves (Ramade, 1993), alors que la
mer Méditerranée est classée parmi les sept mers les plus menacées (Boudouresque, 1996).
Avec une surface excédant trois millions de kmz2, la Méditerranée représente la plus vaste mer
fermée du monde. De contours tres sinueux, ses cotes s’étendent sur plus de 40000 km
(Ramade, 2002). Méme si la Méditerranée, ne représente que 0,7 % des mers du globe, elle
compte plus de trois cent ports et supporte 30 % du commerce maritime mondial et 20 a 25 %
du transport international de pétrole: la ligne pétroliére la plus importante, avec environ 90 %
du trafic pétrolier total de la région, relie le Canal de Suez en Egypte avec Gibraltar; en
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passant par la Sicile et Malte, puis elle suit les cdtes Tunisiennes, Algériennes et Marocaines
(Abou samra, 2005).

Le littoral algérien s'étend sur 14 wilayas, de Oued Kiss, dans la commune de Marsa
Ben M'hidi (wilaya de Tlemcen) a l'ouest, & Oued Souani Es Sebaéd dans la commune de
Souarekh (wilaya d'El tarf), a I'est. La superficie totale du domaine littoral algérien est de 31
927,41km?, dont 27 998 km® marine et 3929,41 km? terrestre avec un linéaire cotier de
1622,48 km et un linéaire terrestre de 2 198,44 km. La population du domaine littoral algérien
est de 3 265 392 habitants, soit une densité moyenne de 831,01 habitant/km?.

L’Algérie avec ses longues cotes d’environ 1200 Km, regroupent un éventail
d’habitats, et la biodiversité marine algérienne est considérée parmi les plus élevées du bassin
méditerranéen (Grimes et al., 2004), grace a la diversité biologique des especes d’intérét
écologique et économique. Par ailleurs, le littoral algérien abrite de nombreuses especes
vulnérables ou menacées, a cet égard il reste un élément clé de la conservation de la
Biodiversité marine et cétiére de I’ensemble du bassin méditerranéen.

La pollution de 1’environnement (organique/minérale) est un probléme d’actualité ;
elle affecte pratiquement tous les écosystémes y compris 1’environnement marin, et résulte du
cumul des apports anthropiques (molécules/énergie) (Livingstone, 1993; 1998) ; qui peuvent
étre de sources différentes: les activités liées aux pratiques agricoles, les activités
industrielles ou encore les activités urbaines liées au développement des villes et des réseaux
routiers, et qui engendrent des composeés tels que les hydrocarbures, les polychlorobiphényles
(PCB), les insecticides et les métaux lourds.

Le milieu marin cotier, largement exploité pour ses richesses économiques (péche,
mariculture) et touristiques, subit de nombreuses pollutions provenant de rejets directs
(effluents urbains et industriels, déversements de pétrole) et indirects (apports fluviaux et
atmosphériques) (Rudolph et Rudolph., 1999 ; Fossi, 2000).

La notion de pollution appelle donc celle de contamination d'un ou plusieurs
compartiments des écosystemes (air, eau, sol), d'un organisme (qui peut étre I'Homme) ou
d'un groupe d'organismes, en ayant une incidence sur I'écosystéeme au-dela d'un seuil ou
norme. La contamination peut notamment s'étendre ou se modifier via le réseau trophique
(chaine alimentaire).

Le constat établi en Algérie, a documenté qu’au cours des derniéres décennies les zones
cotieres ont été le théatre d’un développement accéléré et une pression démographique trés
importante. Environ 45 % de la population est concentrée sur une bande trés étroite du littoral,
en particulier dans les zones industrielles et portuaires, comme Alger, Oran, Annaba, Arzew,
et de Skikda (Grimes, 2003). Selon le méme auteur, la densité de la population au niveau des
villes cotieres est de 281 habitants au km?2 par apport a la densité de la population nationale,
qui est de 12,2 habitants au km2,

Cette pression démographique qui augmente d’une année a l’autre s’accompagne
inévitablement de répercussions sur 1’environnement, en général, et sur le milieu marin, en
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particulier, entrainant ainsi des probléemes de contamination des écosystemes aquatiques
impliquant de nombreux produits chimiques dont des éléments métalliques rejetés par les
industries, I’agriculture et les communautés urbaines (Grimes, 2005; Grimes et al., 2010).

Compte tenu des limites présentées par les analyses physicochimiques, il est
nécessaire de faire appel a des moyens biologiques pour surveiller les effets de ces polluants.
Le recours aux microorganismes présente 1’intérét d’observer la vie sous ses différentes
formes et permet de servir, dans les conditions de perturbation, de signal d’alarme. Le
développement de la bio-indication ouvre ainsi la voie a une surveillance écologique plus
large intégrant les effets sur I’environnement grace a des organismes sentinelles (Garrec et
Van Haluwyn, 2002).

La bioindication donc désigne I'évaluation de la qualité des milieux a l'aide de
bioindicateur c’est a dire d’organismes vivants connus pour leurs capacités a refléter 1’état des
écosystémes et a identifier les problemes et les risques encourus par ceux-ci. Un bioindicateur
peut étre un individu, une partie d’individu ou méme une communauté d’individus renfermant
de I’information sur la qualité¢ du milieu. Etant donné la non-spécificité des réactions de la
plupart des organismes en présence d’un stress environnemental,

Les organismes aquatiques utilises comme bioindicateurs (les algues, les invertébrés,
et les vertébres), sont considerés comme des indicateurs biologiques de la pollution et doivent
répondre aux critéres suivant la pertinence, la fiabilité, la sensibilité, et la reproductibilité
(Philips et Rainbow, 1994 ; Lagadic et al., 1997).

Parmi les communautés biologiques, les communautés de macroinvertébrés
benthiques sont les plus utilisées pour évaluer 1’état de santé global des écosystémes
aquatiques (Hellawell, 1986 ; Barbour et al., 1999). Ce sont des organismes visibles a 1’ceil
nu, tels que les insectes, les mollusques, les crustacés et les vers, qui habitent le fond des
cours d’eau et des lacs.

Ces organismes constituent un important maillon de la chaine alimentaire des
milieux aquatiques, puisqu’ils sont une source de nourriture primaire pour plusieurs especes
de poissons, d’amphibiens et d’oiseaux. Ils sont reconnus pour étre de bons indicateurs de la
santé des ecosystemes aquatiques en raison de leur sédentarité, de leur cycle de vie varié, de
leur grande diversité et de leur tolérance variable a la pollution et a la dégradation de 1’habitat.
Ils intégrent les effets cumulatifs et synergiques a court terme (allant jusqu’a quelques années)
des multiples perturbations physiques (modifications de 1’habitat), biologiques et chimiques
dans les cours d’eau. Ils sont abondants dans la plupart des rivieres et faciles a récolter. De
plus, leur prélévement a peu d’effets nuisibles sur le biotope résident (Barbour et al., 1999).

Le suivi des macroinvertébrés benthiques est utile pour : évaluer 1’état de santé
global des écosystemes aquatiques, suivre I’évolution de 1’état de santé d’un cours d’eau au fil
du temps. Evaluer et vérifier I’effet d’une source de pollution connue sur I’intégrité de
I’écosystéme, évaluer les impacts des efforts de restauration (habitat et qualité de 1’cau),
apporter un complément biologique au programme de surveillance de la qualité
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bactériologique et physicochimique des cours d’eau, documenter la biodiversité des
macroinvertébrés benthiques dans les cours d’cau.

La forte biomasse des vers marins de l'ordre de plusieurs kilos par metre carré de
sédiment, leur faible capacité a se défendre et surtout leur grande valeur nutritive expliquent
leur place dans les chaines alimentaires. Ils servent de proie a de nombreux invertébrés ou
vertébrés - oiseaux qui cherchent leur nourriture sur les vasieres découvertes a maree basse, et
poissons plats. Ils sont un bon outil biologique pour étudier les effets écologiques de divers
contaminants et pour évaluer les flux de ceux-ci dans les chaines alimentaires (Scaps, 1992).

Les annélides polychétes sont bien représentés dans les milieux marins et constituent
un pourcentage significatif de la diversité et de 1’abondance totale de la macrofaune
benthique. Ainsi, daprés Knox (1977), elles représentent de 35 a 50 % des espéces
macrobenthiques selon la nature du biotope occupé. Les espéces rencontrées dans les
écosystéemes littoraux et cotiers vivent souvent dans des milieux enrichis en matiére
organique, et elles sont fréqguemment en contact avec des substances possédant des propriétés
toxiques (effluents, déchets industriels et domestiques, lessives et détergents, produits
phytosanitaires, pesticides, herbicides), constituant ainsi un matériel biologique de choix afin
de suivre les effets écologiques de contaminants et pour évaluer les flux des xénobiotiques
dans les chaines alimentaires ; par consequent, elles représentent I’un des groupes de
macroinvertébrés les plus utilisés dans les études a caractére écotoxicologique (Scaps, 2000).

De par la diversité des milieux marins qu’ils ont colonisé, la variété de leur régime
alimentaire, les polycheétes jouent un réle majeur dans le fonctionnement des communautés
benthiques (Fauchald et Jumars, 1979). Ainsi, certaines especes, de par leur intense activité
galéricole, tubicole et/ou d’alimentation jouent un réle déterminant dans le recyclage, le
remodelage et la bioturbation des sédiments ainsi que dans 1’enfouissement de la maticre
organique (Stephens, 1975 ; Davis, 1993 ; Hutchings, 1998).

Les potentialités d’utilisation des annélides polychétes sont multiples tant dans le
secteur industriel (production d’appats de péche, production d’aliments pour les animaux
d’élevage, traitement des eaux usées) que dans le domaine environnemental (tests
d’écotoxicité, bio surveillance du milieu marin). Parmi les quelques 10 000 especes de
polychétes décrites actuellement (Minelli, 1993), seul I’exploitation et 1’élevage d’un faible
nombre d’entre elles peut étre envisagé. Olive (1999) signale I’exploitation réguliére de
plusieurs dizaines d’espéces parmi lesquelles quelques membres de la famille des Nereididae.

L’annélide polychéte Perinereis cultrifera fait partie de la famille des Nereididae.
C’est un ver de couleur bronze vert avec un rouge clair dorsal (Griibe, 1840), on le trouve
parmi les Rhodophycées, algues rouges meublant les trottoirs et banquettes. Perinereis
cultrifera est largement exploité sur le littoral Est- Algerien et il est employé pour la péche a
la daurade (Dicentrarchus labrax), la sole (Soleasolea) et d’autres variétés de poissons tels
que le pageot, le petit loup et le marbré (Rouabah, 2003).

La biologie de la reproduction des Nereidae a été récemment étudiée en raison de leur
valeur commerciale ( Zribi, 2007 ; Rettob et al., 2013), ce sont des vers gonochoriques qui ne
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présentent pas d’organes génitaux bien différenciés, ils possédent cependant des masses de
cellules gamétiques libres dans le coelome et seront évacuées par simple rupture du tégument
correspondant a 1’épitoquie (Golding et Yuwono, 1994) ; selon Andries (2001), contrairement
aux especes itéropares ces vers polychétes sont strictement semelpares, présentant une
stratégie monothélique ou la reproduction a lieu une seule fois durant leur cycle de vie, qui
dure de un a trois ans selon les especes ; cette stratégie implique des phases bien identifiées
que sont le stockage de réserves énergétiques pour ensuite soutenir la reproduction.

Le processus de reproduction chez les vers marins est trés divers. Chaque espéce a
presque son propre mode de reproduction. Pour atteindre la reproduction, le phénomeéne de la
maturation sexuelle consomme jusqu’a 75 % de 1’énergie et du cycle de vie du ver. Ainsi,
pendant cette maturation les gamétes sont issus de la prolifération des cellules péritoniennes.
Ces cellules sont déchargees dans la cavité ceelomique en tant que gamétocytes primaires. La
formation de gameéte peut se produire le long de la cavité du corps ou seulement dans certains
secteurs appelés le segment reproducteur.

Chez les Néréides, I'age auquel les individus immatures entrent en gamétogenése
passent a la maturité et enfin a la reproduction qui est sous le controle des facteurs
environnementaux tels que la température, la photopériode et le cycle lunaire (Hardege et al.,
1994), ainsi que le contréle endocrinien, qui n’est pas bien élucidé. Généralement la
reproduction sexuée du ver marin est liée a I'age (mois) et a la période de marée.

Selon Desrosiers (1994), le déclenchement de la reproduction est intimement lié a
I'effet combiné de plusieurs facteurs abiotiques tels que la phase lunaire et l'augmentation de
la température de I'eau (Goerke, 1984) et que I'essaimage nuptial peut étre relié aux conditions
hydrodynamiques puisqu'il est maximal lors de la marée montante quand la surface de I'eau
est calme. Ces conditions permettent aux individus de nager vers le haut de la plage. De cette
facon les vers peuvent se reproduire dans la masse et I'abondance dans I'eau.

Chez quelque Néreidiens, la reproduction est smelpare et la fécondation est externe.
Les géniteurs meurent dans les jours qui suivent I’essaimage et la libération des gametes se
fait par lyse de la paroi du corps (Prevedelli et Simonini., 2003). Sperme et oeufs sont alors
déchargés dans I'eau simultanément. Lors de cette fécondation, des larves planctoniques
seront formées (Rettob et al., 2013).

Ainsi le cycle de développement et de reproduction de quelques annélides polychétes
sont marqués par la dissémination de 1’espéce. Ce cycle de reproduction sera ou non
accompagné de modifications morphologiques selon la répartition géographique de ces
especes. Le suivi de ce cycle nous permet de preciser la période de reproduction et de mieux
comprendre les mécanismes de la différentiation sexuelle.

Les organismes vivants ont la capacité unique d’extraire de I’énergie a partir de leur
environnement, et de la transformer pour construire leurs propres matiéeres. Chez les animaux,
au moment ou la nourriture prise excede la demande en énergie pour les processus
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physiologique de I’animal, I’exces de cette énergie sera stockée, sous forme de glycogene et
lipides (Ware, 2000 ; Durou et Mouneyrac, 2007), pour étre utilisé plus tard pour survivre a la
carence alimentaire, répondre aux exigences de maintenance, croissance, et reproduction, et
dans les mécanismes de défense contre les facteurs de stress (Durou et al., 2007).
L’accumulation et 1’utilisation des ressources organiques notamment les protéines, glucides,
et lipides, revétent une importance particuliére (Rossi, 2002) ; surtout chez les polychétes
semelpares intervenant dans I’influence de la physiologie énergétique sur le succés de la
reproduction (Levin et Creed, 1986 ; Pellerin-Massicotte et al., 1994 ; Luis et Passos, 1995 ;
Cassai et Prevedelli, 1998 ; Durou et al., 2005 ; Fidalgoe et Costa, 2003 ; Zera et Harshman,
2001, ) ; la somme des efforts d’un individu au cours de son cycle de vie aboutit a un seul
épisode de reproduction, apres il meure ; ainsi le cycle de vie est un modele d’allocation des
ressources entre les fonctions somatiques, et celles de la reproduction étant transférées
préalablement du tissu somatique vers le tissu germinal pour la reproduction afin d’alimenter
la gamétogenese (Barnes et al., 1988; Olive et al., 2000).

Faire face a un stress environnemental peut induire un ajustement physiologique
compensatoire en terme de changement dans le métabolisme énergétique, qui lui méme
demande la majorité de la dépense de I’énergie de 1’organisme (Durou et al., 2008), une telle
altération se traduit par I’ensemble des réponses de I’individu, au niveau de la croissance ;
taux de mortalité ; période et succes de la reproduction (Postma et al., 1995 ; Marchand et al.,
2004 ; Xie et Klerks, 2004). Mayer et al (2002) ont suggéré I'utilisation des niveaux des
réserves métaboliques afin d’examiner les perturbations du métabolisme énergétique ; ainsi la
teneur en protéines, glucides, et lipides a été largement utilisée comme biomarqueur indicatif
de I’état de santé d’une variété d’organismes (De Coen et Janssen., 1997 ; Labarta et al.,
1999 ; Garcia-Esquivel et al., 2001 ; Camacho et al., 2003 ; Smolders et al., 2004 ; Verslycke
etal., 2004)

Le vitellus désigne I'ensemble des réserves nutritives accumulées dans l'ovocyte au
cours de sa croissance et utilisées par I'embryon pour assurer son développement. En fait, ce
terme est plus généralement employé pour définir les réserves protéiques de I'ccuf dont
I'élément majeur a recu le nom de vitelline. La vitellogenése, mécanisme par lequel I'ovocyte
se charge en réserves vitellines est un métabolisme essentiel dans le cadre de I’ovogenése : la
vitelline peut représenter de 60 a 90 % des protéines dans un ovocyte mature et son dépdt
conditionne la croissance ovocytaire et la viabilité de la cellule. Sur le plan de l'origine, Le
composant majeur du vitellus peut résulter d'une élaboration endogéne (vitellogenése
autosynthétigue) ou dun apport de matériel extra ovocytaire (vitellogenése
hétérosynthétique). L'existence d'un processus mixte faisant intervenir les deux origines
distinctes a également été postulée. Cependant la stratégie hétérosynthétique est la mieux
déterminée et caractérise différents types d'organismes (Baert, 1986).

La vitellogénine est une glycoprotéine spécifique aux femelles, elle est le précurseur
du vitellus (Harnish et White, 1982). Les cellules somatiques synthétisent et sécrétent dans le
sang une protéine spécifique femelle sous l'influence d'une stimulation hormonale. Cette
protéine, dénommée vitellogénine, est ensuite captée par lI'ovocyte et s'incorpore dans les
globules vitellins. Suite a son entrée dans l'ovocyte, la vitellogénine, susceptible d'étre
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modifiée, est alors appelée vitelline. Chacune de ces étapes a fait I'objet de nombreuses
investigations, particulierement chez les Arthropodes et chez les Vertébrés qui obéissent a
cette organisation génerale (Baert, 1986).

Actuellement les scientifiques et les gestionnaires de 1’environnement envisagent des
concepts plus spécifiques de biosurveillance de I’environnement marin reposant sur 1’étude de
la réponse biologique par la mesure de biomarqueurs chez des espéces bioindicatrice de
pollution (Bouzeraa et al., 2004).

La notion de biomarqueur est apparue et désigne les changements biochimiques,
physiologiques et histologiques chez les organismes susceptibles d’étre utilisés comme
organisme sentinelle pour estimer soit 1’exposition a des contaminants, soit les effets induits
par la pollution (Lagadic et al., 1997). Cependant, un biomarqueur se definit comme
changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire,
physiologique ou comportemental, qui révele 1’exposition présente ou passée d’un individu a
au moins une substance chimique a caractére polluant (Lagadic et al., 1997; Galloway et
Depledge, 2001; Van der Oost et al., 2003).

Parmi ces biomarqueurs, on peut citer, les enzymes de biotransformation comme la
glutathion S-transférase (GST) (Stien et al., 1998), les paramétres du stress oxydatif tels que
le glutathion (GSH) (Souissi et al., 2008), la superoxide dismutase (SOD) (Orbea et al.,2000),
la catalase (Stegeman et al., 1992), la glutathion peroxydase (GPX) (Halliwell et Guetteridge,
1999), la peroxydation lipidique (Dotan et al., 2004), la Métallothionéine (Viarengo et al.,
2000), les protéines de choc thermique (HSP) (Tiebskorn et al., 1997; Minier et al., 1999), les
parameétres hématologiques (Van der Oost et al., 2003), les parametres immunologiques
(Harford et al., 2006), les paramétres endocriniens comme la vitellogénine (Hink et al., 2007),
les parametres neuromusculaires tels que I’AChE (Kavitha et Venkateswara, 2007) et les
parametres génotoxiques (Winzinger et al., 2007).

L’ Acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme vitale pour le bon fonctionnement
des systéemes sensorielles, et neuromusculaires, son inhibition a été largement utilisé pour
témoigner I’exposition aux composés neurotoxiques spécifiquement les pesticides
organophosphorés et carbamates qui 1’inhibent de fagon irréversible ( Fossi et al., 2001; Futon
et Key, 2001) ; cependant plusieurs études effectuées confirment qu’elle est également
sensible aux métaux (Bocquené et al., 1997; Dellali et al., 2001), ainsi qu’aux mélanges
d’hydrocarbures (Payne et al., 1996).

D’aprés Cajaraville et al (2000), la glutathion -S-transférase est 1’enzyme dont
I’activité est la plus utilisée comme biomarqueur de substances organiques, surtout chez les
mollusques ou I’activité EROD n’est pas mesurée. Des auteurs montrent que les glutathions
S-transférases sont impliquées dans la détoxification de nombreux polluants chimiques:
Hydrocarbures, insecticides organochlorés et PCB (Monod et al., 1988 ; George, 1994).

Les outils de mesure de la biodiversité intra spécifique, sont géneralement basés sur les
caracteres phénotypiques ou visibles des populations. Cependant, les mesures génétiques
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s’avérent souvent trés utiles lorsqu’on cherche a distinguer des populations entre elles.
L’étude comparative de deux formes épitoques de I’annélide polycheéte Perinereis cultrifera,
présentes en Manche-Atlantique et en Meéditerranée, met en évidence d’importantes
différences morphologiques et biochimiques qui permettent de les différencier.

Selon Scaps et Rouabah (2001), Perinereis cultrifera est un annélide polychéte a large
répartition géographique. Selon la localisation géographique des populations, le mode de
reproduction, I’dge de maturité et les caractéristiques biométriques varient fortement. A
I’échelle géographique plus restreinte de la Manche-Atlantique et de la Méditerranée, la
congruence des données d’ordre écologique, morphologique et biochimique indique que sous
I’appellation de Perinereis cultrifera se dissimule un complexe d’espéce.

Les mémes auteurs rapportent qu’a une échelle géographique plus restreinte de la
Manche-Atlantique et de la Méditerranée et dans 1’état actuel de nos connaissances, on peut
donc émettre 1’hypothése que ’existence de deux stratégies de reproduction et de morphes
distincts est I’aboutissement d’un mécanisme de spéciation reflétant 1”histoire évolutive de
populations. Cette hypotheése semble particulierement bien étayée par les résultats d’ordre
morphologique et biochimique que les auteurs ont obtenus lors de la comparaison des deux
formes épitoques présentes en Manche et en Meéditerranée. En effet, ils ont constaté
d’importantes différences dans la morphologie et dans le nombre de paragnathes a la surface
du proboscis

La congruence des données d’ordre écologique, morphologique et biochimique indique
donc clairement que jusqu’a une révision plus poussée du complexe d’espéces Perinereis
cultrifera, ce nom spécifique devrait étre utilisé avec précautions de facon a éviter des
comparaisons non justifiées d’études a caractére écologique ou biochimique conduites a partir
d’individus issus de différentes régions géographiques, notamment si I’on cherche a
développer I’¢élevage de ces individus.

Les ccelomocytes sont considérés comme les seules cellules immunitaires chez les
coelomates primitifs (Annélides, Mollusques). Ces cellules sont les leucocytes qui ont
longtemps été considérées comme les cellules principales (non spécifique) du systeme de
défense immunitaire innée de ces animaux (Hostetter et Cooper, 1972 ; Engelmann et
al.,2005). Divers termes ont été utilisé par les auteurs pour designer ces cellules
Amoebocyte, lymphocytes-like (Dales et Dixon, 1981), les termes «Granulocyte» et
«eleocyte» (Romieu, 1923). Chez la famille des Nereidae, Baskin (1974) a introduit le terme
de « granulocytes » pour les cellules ayant des granules denses.

La synthese des données portant sur Perinereis cultrifera, révéle que la période et le
mode de reproduction (atoquie ou épitoquie), ’age a maturité et les paramétres biométriques
varient fortement selon la localisation géographique des populations (Rouabah, 2003).

Ce travail s’intéresse a une des communautés appartenant a 1’écosystéeme marin : les
Annélides polychétes (modele marin a intérét environnemental et surtout commercial).
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L’objectif de ce travail est de comparer les modes et périodes de reproduction, les
caractéristiques biologiques, génétiques et immunologiques chez Perinereis cultrifera du
littoral algérien et des cotes de la manche francaise afin d’évaluer la qualité des ecosystémes
marins (niveau de pollution marine) et d’étudier la phylogénie et 'immunité de ces espéces
jumelles.

Dans cette étude comparative de populations de Perinereis cultrifera Présentes
respectivement sur le littoral Est Algérien en Méditerranée et en Manche Atlantique, nous
avons choisis six stations: trois stations localisées dans le littoral est algérien en
Méditerranée :El Mordjene (El-Kala), Saint-Cloud (Annaba) , Stora (Skikda) et trois stations
au niveau des cétes de la manche francaise : Saint pabu, saint aubin, et Roscoff et cela,
pendant la période qui s’étend de Janvier 2012 a Décembre 2013.

Ce present travail effectué sur une espéce clé de la communauté benthique Perinereis
cultrifera (Annélides, Polychétes) pendant la période citée ci-dessus a pour objectifs :

Dans un premier volet, une étude sur la reproduction grace a trois approches : une
approche écologique en évaluant les parameétres physico-chimiques (La température,
I’oxygeéne dissout, la salinité, le pH) , Les indices écologiques (I’abondance, la diversité), la
biodiversité ainsi que la faune et la flore associées .Une approche morphométrique et
biologique en évaluant plusieurs paramétres morphométriques (le poids, la taille, le nombre
de sétigéres, la différenciation sexuelle et le cycle reproducteur femelle). Une approche
biochimique en évaluant I’activité vitellogénique (taux de vitellines et vitellogénines),
I’activité nucléaire par I’analyse quantitative du contenu ovocytaire en acides nucléiques,
l’activité enzymatique de ’acétylcholinestérase et la Glutathion S-transférase ainsi qu’une
étude histologique du contenu ceelomique.

Dans un deuxiéme volet, nous avons comparé entre deux populations de Perinereis
cultrifera de la manche francaise et du littoral Est algérien sur le plan phénotypique (poids,
taille et diametre ovocytaire), sur le plan génétique en étudiant le gene mitochondrial cyt-b et
sur le plan immunitaire en caractérisant les coelomocytes en souffrance.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Analyse écologique

2.1.1. Localisation et présentation des sites d’étude

2.1.1.1. Sites du Littoral Est algérien

Dans le cadre d’étude comparative des populations de Perinereis cultrifera Présentes
respectivement sur le littoral Est Algérien en Méditerranée et en Manche Atlantique, nous
avons choisi six sites : trois sites localisés dans le littoral algérien en Méditerranée : El Kala
(Plage EI-Mordjéne), Annaba (Plage Saint-Cloud), Skikda (Plage Stora) et trois sites au
niveau des cotes de la manche francaise : Saint Aubin sur mer, Roscoff, Saint Pabu. Cela
pendant la période qui s’étend de Janvier a Décembre de 1’année 2012.

Manche Frangaise

Google

Mer Méditerranée

Algérie

Figure 1. Localisation géographique des sites d’étude dans le littoral Est algérien (El -Kala,
Annaba, Skikda et de la Manche Francaise (Saint aubin, Roscoff, Saint pabu) (Google Earth).

> Site d’El-Kala

El-Kala est une commune de la Wilaya d’El Tarf proche de la frontiére Algéro-Tunisienne
située a 20 km au Nord-Est d’El Tarf et 77 km a I’Est d’Annaba, se trouve a ’extréme Nord-
Est d’ Algérie sur une Latitude 36°53'53.33"N et une longitude 8°27'3.28"E (Figure 1).
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Le prélevement des échantillons s’est effectué au niveau du site d’El-Kala « plage El-
Mordjene» (Figure 2) qui est éloignée des sources de pollution et donc a servi comme
référence. Le site d’El-Kala comprend une belle mosaique d’habitats, zone humide, terrestre
et marine, classé réserve de la biosphére par 'UNESCO en 1990. Par sa nature
particulierement généreuse, cet ensemble d’écosystémes abrite une faune et une flore trés
riches en termes de biodiversité.

Figure 2. Station d’étude « plage EI-Mordjéene » (El-Kala)

> Site d’Annaba

Le deuxiéme point de prelevement est localisée au niveau de la plage Saint Cloud (Annaba)
(Figure 3) qui se trouve a I’extréme Nord-Est d’Algérie sur une latitude 36°54'5.79"N et une
longitude 45'22.20"E, la Wilaya d’Annaba est située a 600 km de la capitale Alger, ouverte
sur le littoral méditerranéen sur 80 km, a 152 km au Nord-Est de Constantine, a 246 a I’Est de
Jijel et environ 80 km a 1I’Ouest de la frontiére Tunisienne (Figure 1).

La région d’Annaba est considérée comme étant un pdle tres important en Algérie par la
présence du complexe d’engrais (FERTIAL), les unités laitieres (ORELAIT), les unités
métallurgiques (PROMETAL, SIDER) et le complexe sidérurgique d’El Hadjar qui sont
les principales sources de pollution industrielle dans le site d’ Annaba.

Figure 3. Station d’étude « plage Saint Cloud » (Annaba)
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> Site de Skikda

Skikda se situe a ’Est du littoral Algérien; sur une latitude 36°52'18.86"N et une longitude
6°54'3.28"E, se trouve a 105 km a I’Est de Jijel, a 65 km au Nord-Est de Constantine et a
72km a I’Ouest d’ Annaba (Figure 1). La Station choisie pour cette étude est la plage « Stora »
(Figure 4) qui est considérée comme polluée du fait qu’elle soit quotidiennement exposeée aux
divers rejets de polluants toxiques d’origine industrielle et urbaine.

Le littoral de Skikda est caractérisé par un trafic maritime intense ; des rejets urbains d’une
grande ville ; et bien connu pour étre affecté par les émissions de la zone industrielle
pétrochimique. La pollution causée par le transport, la transformation et le stockage des
hydrocarbures, et leurs dérivés. Ce tissu industriel dense implant sur le littoral constitue un
véritable danger pour ’environnement qui subit d’importants rejets de produits toxiques
polluant I’air, I’eau, et le sol détruisant petit a petit la santé de ces écosystémes.

Figure 4. Station d’étude « plage Stora » (Skikda)

2.1.1.2. Sites de la manche francgaise

La Manche est un département francais dans la région Basse-Normandie. Son nom provient
du bras de mer qui le borde sur tout son pourtour nord et ouest, et le quart est. Elle est
limitrophe des departements du Calvados, de I'Orne, de la Mayenne et d'llle-et-Vilainest, sur
350 km de cotes (Figure 5).

Figure 5. Localisation géographique de la Manche Francaise (Google Earth).
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Avec trois fagades maritimes en 300 kilométres de cotes, le climat manchois est fortement
océanique : les hivers sont doux, avec une température moyenne de janvier comprise entre
4 °C et 7 °C du Bocagé vers le cap de la Hague, aux rares gelées, les étes temperés, avec une
température moyenne d'aolt de 17 °C environ. Ainsi. L'amplitude thermique journaliére est
entre 4 °C sur la cote et 7 °C dans les terres I'hiver, 5 °C a 12 °C I'été. La pluviométrie est
importante (entre 120 et 160 jours de précipitations supérieures a 1 mm par an en moyenne),
mais varie beaucoup en fonction des terroirs, entre 700 mm sur la cote et 1300 mm dans le
bocage du sud. Les cbtes ouest et nord bénéficient de Il'influence adoucissante de la mer,
permettant la naturalisation de beaucoup de plantes méditerranéennes ou exotiques (mimosas,
palmiers, etc.), Le vent marin souffle régulierement sur la cbte, ce qui participe avec les
marées a des changements de temps rapides dans une journée. Les forts coups de vent ou les
tempétes sont courantes.

» Site Saint-Aubin-sur-Mer
est située entre 49° 19" 45” Nord et 0° 23’ 19” Ouest c’est une commune frangaise, située
dans le département du Calvados en région Basse-Normandie, 49° 19’ 45” Nord 0° 23’ 19”
Ouest, (Figure 6).

Figure 6. Site de « Saint-Aubin sur mer

> Site Roscoff

est une commune frangaise du Léon, dans le département du Finistére, en Bretagne. Sa
position géographique est entre 48° 43’ 38" Nord et 3° 59’ 04" Ouest (Figure 7).
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Figure 7. Site de « Roscoff »

» Site Saint-Pabu : est une commune du nord du département du Finistére, dans la
région Bretagne, localisée géographiquement entre 48° 33’ 52" Nord et 4°35'47"
Ouest (Figure 8).

Figure 8. Site de « Saint-Pabu »

2.1.2. Parametres physico-chimiques de I’eau de mer

Pour mieux interpréter les résultats, il est nécessaire de connaitre les facteurs naturels
qui peuvent influencer la physiologie de 1’espéce étudice.

Ainsi, durant la période d’échantillonnage qui s’étale de Janvier a Décembre 2012 et a
chaque sortie, les parametres physico-chimiques de I’eau de mer ont été enregistrés sur
terrain, a I’aide d’un multi paramétres (CONSORT C535). La température exprimée en degré
Celsius (C°), la salinité et I’oxygéne dissous en gramme par litre (g/l), et le pH ont été
mesures.

» Hydrodynamisme

La circulation générale des eaux marines en mediterranée occidentale régit et
conditionne la distribution des facteurs biologiques, hydrologiques, chimiques, vaseux, etc.
D’apres Millot (1987), cette circulation apparait avec la pénétration de 1’eau d’origine
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Atlantique. Cette eau entre dans le bassin algérien vers 0° sous forme d’une veine étroite de
courant et longeant les cotes algeriennes a I’est. Vers 1°E et 2°E elle devient instable. Le flux
d’eau d’origine atlantique venant du détroit de Gibraltar vient rejoindre les cotes Algériennes
aux environs d’Oran (ouest algérien) vers 0° d’ou la grande influence du courant Atlantique
sur la cote oranaise. Ce courant turbulent prend la dénomination de courant Algérien a cause
de son caractére spécifique d’écoulement le long des cotes Algériennes (Millot, 1985).

La cote algérienne est caractérisée par deux couches d’eaux superposées, l’eau
atlantique modifiée et ’eau méditerranéenne. En effet, I’eau atlantique pénétre dans la mer
d’Alboran ou ses caractéristiques initiales commencent a s’altérer, donnant ainsi naissance a
I’eau atlantique modifiée (Benzohra, 1993). Ce méme auteur signale cette eau dans le Bassin
algérien ou elle se reconnait dans une couche superficielle de 150 m d’épaisseur, avec une
température de 15 a 23°C en surface et de 13,5 a 14 °C en profondeur et de salinité allant de
36,5 a 38 %.

Le long des cotes algériennes, I’eau atlantique modifiée décrit un écoulement plus ou
moins stable avant de se diviser en deux branches. Dans le bassin algérien, 1’eau atlantique
modifiée pénétrerait (Millot, 1987; Benzohra, 1993) sous forme d’une veine de courant étroite
qui donne naissance a des méandres et tourbillons cotier associés a des upwellings (Taupier-
Letage et Millot, 1988). Ces derniers favoriseraient une forte productivité biologique et par
conséquent, augmentation des capacités trophiques du milieu (Figure 9).

MESOSCALE CURRENTS

<  SURFACE CURRENTS
e e = INTERMEDIATE AND
BOTTOM CURRENTS

Figure 9. Eau de I’ Atlantique entrant dans la Méditerranée et se dirigeant vers I’Est en
passant par les cotes Algériennes (Millot, 1987).

2.1.3. Méthode d’échantillonnage et de récolte

Sur chacune des trois stations retenues, la macrofaune, la flore, et le sédiment associé
ont été prélevés dans la zone intertidale, @ marée basse, durant la période d’étude. La méthode
d’échantillonnage est la méme, inspirée des travaux de Rouabah et Scaps (2003). Elle
consiste a déterminer une superficie de 1m? par quadrat (échantillonnage aléatoire simple),
puis procéder a forcer les animaux a sortir de leurs galleries par 1’utilisation de produits
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chimiques, eau de javel ou KMnoy, en solution diluée respectivement a 10 % et 0,5a 1 %
dans I’eau de mer.

Les vers destinés a I’¢tude biologique et biochimique ont été collectés en douceur a la
main, afin de ne pas les blesser, ces vers peuvent perdre accidentellement une partie de leur
corps, et ont également la capacité d’autotomie suite & un stress comme la manipulation ;
alors que les vers destinés a 1’étude écologique ont été collectés par raclage des algues y
compris la faune associée, soigneusement a l’aide d’un grattoir. Les récoltes (algues,
animaux, sédiments) ont été gardées dans 1I’eau de mer du site d’origine, dans des sacs en
plastique étiquetés, et transportés immédiatement dans une glaciére au laboratoire.

(@ (b)
Figure 10. Méthode de récolte par I’utilisation de I’eau de javel diluée (a), a I’aide d’un
grattoir (b).

Par contre, au niveau de la Manche francaise, les individus ont été récoltés par une
seule méthode : Les individus ont été extraits des blocs de calcaire aprés avoir été délités in
situ au marteau (Figure 11).

Figure 11. Méthode de récolte dans la manche francaise.

Une fois au laboratoire, concernant I’analyse écologique, le matériel retenu est placé
dans un plateau a fond blanc avec environ 2 cm d’eau de mer du site de collecte. Tous les
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animaux sont extraits des algues et des sédiments dérivants ; triés par groupe zoologique ;
ensuite conserves dans une solution de formol a 10 % dans 1’eau de mer ; ils ont été examines
sous une loupe binoculaire (ZEISS STEMI DV4). Les especes présentant difficultés de
reconnaissance ont été identifiées ultérieurement en collaboration avec le Laboratoire
d’Ecologie numérique et d’Ecotoxicologie (Université des Sciences et Technologies de Lille).

Pour les études biologique et biochimique, une fois identifiés, les vers appartenant a la
famille des Nereidae et ce, grace a I’observation de leur pharynx, qui se rétracte a 1’intérieur
comme réponse a la manipulation. Donc on doit les aider a évaginer la trompe réduite tout
étant anesthésiés avec le formol, et si cela ne cause pas 1’éversion, une légére pression a éteé
appliquée a leur région pharyngienne derriére la téte ; les spécimens de Perinereis cultrifera
ont été identifiés, et séparés des autres taxons, puis conservés.

2.1.4. Inventaire et biodiversité

L’apparition de la biodiversité dans le cadre de 1’écologie des écosystémes, assez
récente et encore peu développée (Jones et Lawton, 1995), est actuellement 1’une des voies de
recherches les plus dynamiques (Schulze et Mooney, 1994).

Afin de déterminer I’espéce a étudier ainsi que la faune et la flore associée, une étude de
la biodiversité des stations d’étude, EI Mordjéne, Saint-Cloud, et Stora a été effectuée. Tous
les individus récoltés ont été identifiés et classés par groupe zoologique, particulierement les
Annélides polychétes en s’appuyant sur les traits taxonomiques de Fauvel (1923, 1927) qui se
basent sur des mesures morphométriques (la taille, le poids, le nombre de sétigeres), la
couleur et le sexe des individus récoltés. Les seules parties du corps qui ne sont pas
métamérisés sont la téte et le pygidium.

Figure 12. Les différentes parties taxonomiques

A : segments Antérieurs constituant la téte.

B : Répartition des paragnathes sur la face dorsale
(a) et La face ventrale (b).

C : Parapodes uniramés (a) et parapodes biramés (b).
D : Soie chitineuse.
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2.1.5. Apercu sur la systématique des Annélides

Du latin annelus : petits anneaux, Annelida est un groupe des leuphotrochozoaires
hyponeuriens a symétrie bilatérale, communément appelé vers segmentés ; avec plus de
16500 especes décrites, répartis dans la plupart des habitats a travers le monde, marins,
dulcicoles et terrestres (Struck et al., 2007 ; Zrzavy et al., 2009). Traditionnellement, en se
basant sur des caractéristiques morphologiques (nombre de soies), les Annélides ont été
classés en trois grands groupes, les Polychetes, les Oligochétes, et les Hirudinées ; si bien
qu’il est maintenant clair que les Oligochétes, et les Hirudinées forment une seule classe
dénommeée Clitellates (McHugh., 2000 ; Rouse et Pleijel., 2006 ; Zrzavy et al., 2009).

La plupart des polychétes ont des parapodes sur chaque segment, qui portent des soies,
ainsi que sur la partie antérieure du corps, des structures ciliées sensorielles appelées organes
de nuque. lls présentent une grande diversité de formes, dans certains, les segments le long du
corps sont d'une morphologie uniforme, tandis que dans d'autres les segments sont fusionnés
(Rouse et Pleijel., 2001), pour former des régions spécialisées pour l'alimentation ou la
respiration ou encore pour le développement de I'embryon (Fauchald et Jumars., 1979) ; en se
fondant sur leur écologie, ces vers principalement marins, sont subdivisés en deux groupes :

Les polychetes errants (Errantia), qui nagent librement, ou vivent dans des galléries
qu’elles peuvent quitter.

Les polychétes sédentaires (Sedentaria), qui vivent a I’intérieur de tubes de grains de
sable agglomérés par du mucus qu’elles ne quittent jamais, et n’exposent que leur téte a
I’extrémité du tube.

Les Clitellates sont reconnus par le biais du clitellum, une ceinture glandulaire
impliquée dans la production des cocons, ils partagent également un systéme de reproduction
complexe. La majorité des clitellates vivent en eau douce, et les habitats terrestres. Ils sont
divisés en Oligochétes, qui comprend les vers de terre familiers, et aussi de nombreux groupes
aquatiques, et les Hirudinées qu’on appelle parfois Achetes (dépourvus de parapodes et de
soies), qui comprend les sangsues, et d'autres groupes parasitaires (Brusca et Brusca., 1990).

Actuellement la classification profonde de I’embranchement des Annélides reste non
résolue ( McHugh., 2000 ; Bartolomaeus et al., 2005) ; des études récentes basées sur des
analyses moléculaires, suggerent qu’il peut inclure des groupes autrefois considérés distincts,
et exclure d’autres, et que les Clitellates sont dérivés des polychétes (Westheide et al., 1999 ;
Struck et al., 2007 ; Zrzavy et al., 2009). Ces analyses moléculaires n’ont pas encore permis
d’¢établir les relations entre les groupes des Annélides.

2.1.6. Indices écologiques

Un peuplement peut étre caractérisé par sa composition taxonomique mais aussi par sa
densite, sa richesse, sa diversité spécifique. Les indices suivants ont été déterminés dans cette
présente étude :

e Abondance (ni) : c'est le nombre d'individus d'une méme espéce.
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e Richesse totale (S) : c'est le nombre total des espéces recensées dans un peuplement
(Blondel, 1975).

e Richesse moyenne (s) : c'est la moyenne des richesses stationnelles ou richesse par relevé.
Ce parameétre exprime le nombre d'especes les plus représentatives du milieu au sens de la
fréquence de leur présence (Ramade, 1984).

e La fréquence d'occurrence ou centésimale (F) : c'est le pourcentage du nombre de relevés
ol une espece est présente sur le nombre total de relevés. On considére qu'une espéce est
accidentelle (F<25%), accessoire (25%<F<50%), réguliere (50%<F<75%), constante
(75%<F<100%), omniprésente (F= 100%).

F=ri/R x 100

ri : nombre de relevés dans lequel I'espéce i est présente.

R : nombre total de relevés

e La diversité (H") la diversité d'un peuplement exprime le degré de complexité de ce
peuplement. Elle s'exprime par un indice qui intégre a la fois, la richesse du peuplement et
I’abondance spécifique. Parmi les indices disponibles permettant d'exprimer la structure du
peuplement, nous avons retenu celui de Shannon et Weaver (1963).

i=n

) - - Pi= ni/N
H' = -X Pi Log2 Pi ol i=1

Log2 Pi = Log pi x 3,322

ni : effectif de I'espece i.
N : effectif total du peuplement.

H* est exprimé en Bit (Binary digit = unité binaire d'information)

Cet indice mesure le degré de complexité d'un peuplement. Une valeur élevée de cet indice
correspond a un peuplement riche en espéces dont la distribution d'abondance est équilibrée.
Par contre une valeur faible de cet indice correspond soit a un peuplement caractérisé par un
petit nombre d'espéces pour un grand nombre d'individus, soit a un peuplement dans lequel il
y a une espéce dominante (Magurran, 1988).
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e L'équitabilité ou équipartition : Des peuplements a physionomie tres différente peuvent
ainsi avoir la méme diversité. Il est nécessaire de calculer parallélement a l'indice de diversité
H', I'équitabilité (E) en rapportant la diversité observée a la diversité théoriqgue maximale (H'
max) (Blondel, 1979).

E = H’/H' max ou max = Log2 S

L'équitabilité varie de 0 a 1. Elle tend vers 0 quand la quasi-totalité des effectifs est
concentrée sur une espéce, elle tend vers 1 lorsque toutes les espéces ont une méme
abondance, cas théorique dans la mesure ou il existe toujours des espéces rares dans un
peuplement (Barbault, 1981).

2.2 Analyse biologique
2.2.1. Présentation et identification du matériel biologique

L’ Annélide polychéte Perinereis cultrifera (Grube, 1948) est une espece benthique ;
caractérisée par une répartition géographique étendue (Rouhi et al., 2008). L’aire de
répartition occupe la Méditerranée, le nord-ouest de I’Europe, ’océan Atlantique, 1’océan
Indien, et le Pacifique (Fauvel., 1923 ; Durchon., 1957 ; Cazeaux., 1965 ; Wu et al.,1985). En
Algeérie, elle est communément appelée « ver vert de roche », ou encore « ver a antennes et a
pattes » ; elle est collectée a partir de substrats durs recouverts d’algues, de la zone intertidale,
et vendus comme appat commercial pour la péche sportive (Rouabah et al., 2008 ; Younsi et
al., 2010).

L4 ) -]

Figure 13. Perinereis cultrifera prélevée du Figure 14. Perinereis cultrifera prélevée de
littoral Est -Algérien la Manche francaise

Selon le registre européen des espéces marines ERMS ; la classification de I’annélide
polychéte Perinereis cultrifera acceptée et citée dans Fauchald et Bellan (2009) est la
suivante :
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Régne :

Animal

Embranchement: Annélides

Classe :
Sous classe :
Ordre :
Famille :
Genre:

Espece :

Polychétes

Aciculata

Phyllodocida

Nereidae

Perinereis (Kinberg, 1865)

Perinereis cultrifera (Grube, 1840)

« Morphologie externe

En général le corps d’une annélide polychete comprend trois parties (Fauvel., 1923 ;
Rouse et Pleijel., 2006 ; Glasby et al., 2008), comme le montre la figure 14 :

La région céphalique

Composée de deux unités, le prostomium (la téte proprement dite) avec deux palpes,
deux antennes, et deux paires d’yeux noirs ; le péristomium situé autour de la bouche, et porte
latéralement quatre paires de cirres tentaculaires. La trompe extroversé se termine par une
paire de machoires brunes dentelées ; a la surface de cette trompe, il y a des petites
denticules : les paragnathes, qui sont distribués sur des aires conventionnés par des chiffres
romains allant de I & VVI1I (Figure 15).

N

Téte

/

)

l 3 paragnathes formant un triangie [

Paragnathes transversaux ]

Palpes bi-articulés ]

4 paires Tentaculaires

€ Mt Somn 2000 —

Figure 15. Morphologie externe de Perinereis cultrifera (x10).
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= Larégion du corps

Est constituee d’unités répétées appelés métameres (ou encore sétigéres) identiques
arrangées le long de I’axe antério postérieur, visibles extérieurement ; chaque métamere porte
une paire de projections musculaires de la paroi du corps : les parapodes.

Un métameére de tronc

Figure 16. Région médiane de P. cultrifera montrant la métamérisation du corps (x 2,5).

Chaque parapode est constitué d’un lobe dorsal le notopode, avec un cirre dorsal, et
un lobe ventral le neuropode, qui porte un cirre ventral, le parapode est donc dit biramé, a
I’exception des parapodes des deux premiers sétigéres qui sont uniramés (lobe dorsal
uniquement).

Parapode avec soies

Figure 17. Les parapodes de P. cultrifera (x 16).

= Une région caudale

La queue est appelée pygidium, porte I’anus en position terminale, et deux cirres pygidials.
C’est en avant du pygidium ou se trouve la zone de croissance et de régenération, ou les
nouveaux métameres se forment, de sorte que le segment le plus jeune du corps est toujours le
plus postérieur. Les seules parties du corps qui ne sont pas metamérises sont la téte et le
pygidium.
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Pygidium

Figure 18. Partie postérieure de P. cultrifera, vue dorsale montrant le pygidium (x 8,5).
% Anatomie interne

Une coupe transversale pratiquée dans un segment moyen permet de situer les différents
organes. Sous 1’épiderme se trouve une couche de muscles circulaires transversaux et quatre
muscles longitudinaux. Dans 1’espace laissé libre par la masse musculaire, chaque segment
comporte une paire de sacs ceelomiques. Le tube digestif s’étend en ligne droite dans I’axe
longitudinal du corps et se différencie dans sa partie antérieure en une trompe garnie de
denticules cornés ou paragnathes et portant deux machoires. Le systéme circulatoire est
entiérement clos et est constitué d’un vaisseau ventral et d’un vaisseau dorsal reliés entre eux
au niveau de chague segment par une paire denses vasculaires se ramifiant dans les parapodes.

Les produits génitaux sont situés dans le ccelome et flottent librement dans le liquide
ceelomique ou ils poursuivent leur développement. Arrivés a maturité, les produits génitaux
seront libérés dans I’eau de mer ou s’effectuera la fécondation. Les animaux ne survivent pas
a la suite de I’émission des produits sexuels, ils sont donc dits semelpares.

Chaque lobe du parapode porte un faisceau de soies, appelées aussi notochaeta ou bien

neurochaeta selon leur localisation sur le notopode ou bien le neuropode, et supporté par une
acicule.
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mésenteére
vaisseau dorsal cellules chloragogénes
muscle longitudinal
cirre dorsal acicule muscle circulaire soies

néphrostome e 5 : néphridie
cirre ventral intestin

chaine nerveuse vaisseau ventral

Figure 19. Coupe transversale schématique du segment moyen de P. cultrifera
(Manaranche, 2015).

2.2.1.1. Critéres d’identification

L’identification de notre matériel biologique est basée sur la forme et la répartition des
paragnathes au niveau de la trompe (Figure 20 A), les caractéres morphologiques des
parapodes et la structure des soies (Figure 20 B).

cirres tentaculaires

Face ventrale

Figure 20 A. Traits taxonomiques d’identification de P. cultrifera (Fauvel, 1923)
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I: 1 a 3 paragnathes en ligne longitudinal

I1: Amas a rangs obliques

I11: Amas rectangulaires a 2 rangs

IV: Amas triangulaires

V: 3 en triangle

VI: De chaque coté un gros paragnathe coupant transversal
VII-VIII: Une double rangée transversale

Soies homogomphes  Soies hétérogomphes

Figure 20 B. Traits taxonomiques d’identification de P. cultrifera (Fauvel, 1923).
A: Soies en épines (spinigéres) B: Soies en serpes (falcigéres)

La présence simultanée de deux antennes, deux pattes et quatre yeux sur un prostomium
bien individualisé, de quatre paires de cirres tentaculaires, une paire de machoires dentelées,
des parapodes biramés et des soies composées, nous conduit a la famille des Nereidae
(Fauchald, 1977).

Selon les traits taxonomiques de Fauvel (1923) basés sur la répartition des paragnathes
au niveau de la téte sur la face dorsale et la face ventrale, la trompe est divisée en deux
anneaux : terminal (1, I, 11, 1V) et oral (V, VI, VII, VIII), chacun est divisé en six lobes
distingués par des chiffres romains.

Le lobe VI de chaque c6té, un gros paragnathe en forme de barre transversale et le lobe
V contient trois petits cones disposés en forme de triangle, qui contribue dans la
détermination du genre et de I’espece, et les lobes VII et VIII, ou une double rangée
transversale de paragnathes forme ce qu’on appelle le double collier.

Les parapodes sont biramés a I’exception des deux premiers métameres, et portent des soies
composés en aréte hétérogomphe sur le notopode, et des soies en serpe homogomphe et en
serpe hétérogomphe sur le neuropode.

2.2.2. Différentiation des sexes

Le sexe de tous les spécimens P. cultrifera échantillonnés a été determiné par
I’examen macroscopique du contenu ccelomique a ’aide d’une binoculaire; une courte
incision a I’aide d’un épingle a environ 30 sétigéres derriere la téte de 3-4 mm de long a été
faite au niveau de la ligne médio-ventrale du corps.

27



MATERIEL ET METHODES

Selon I’absence, ou bien le type de gametes présents dans le liquide ceelomique, trois
catégories d’individus ont été identifiées :

Absence de gamétes : les vers sont dit indifférencies, ou bien asexués. Cette classe
correspond aux individus de petite taille qui n’ont pas encore acquéri la maturité sexuelle.

Présence de gameétes sphériques de couleur jaune clair, les ovocytes, indiquant les
femelles. Chez ces dernieres matures et ayant une grande taille, les ovocytes sont clairement
visibles a travers la paroi du corps.

Visualisation des amas spermatiques, ou celles de spermatozoides, de couleur blanc

laiteux correspond aux males. Le sperme est mieux observé lorsque les vers sont placés sur un
fond noir.

Figure 21. Différentiation des sexes chez Perinereis cultrifera par visualisation des cellules
germinales, ovocytes (A) (Gx16), amas spermatiques (B) (Gx8).

2.2.3. Paramétres morphométriques
Apreés prélevement des ovocytes des femelles de P. cultrifera récoltées a partir des sites

d’étude, différents paramétres biométriques ont été considérés a savoir : la taille (cm), le
nombre de sétigéres, le poids corporel (g) et le diametre ovocytaire (um). Les différentes
mensurations ont été déterminées a I’aide d’une loupe munie d’un micrométre préalablement

étalonnée.

2.2.3.1. Diametre ovocytaire

Afin de déterminer le diametre ovocytaire moyen (um), d’une trentaine d’ovocytes au
maximum ; a ’aide d’un microscope photonique (OLYMPUS CH 20) muni d’un micrometre
étalonné. Huit plus grandes femelles de chaque récolte ont été mensuellement sélectionnées.
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Figure 22. Aspect naturel d’une ponction ceelomique chez Perinereis cultrifera montrant des
ovocytes.

Suite a une dissection de ces derniéres sur une lame et sous un microscope performant
specialisé lié a un ordinateur « Leica suite lazerleica dm 500 », 1’observation microscopique
montre des cellules sphériques sombres de diametres différents : se sont les ovocytes.

2.2.4. Reproduction et Développement
2.2.4.1. Cycle de développement

La représentation schématique du cycle de vie de P. cultrifera donnée (figure 23) ,
montre qu’il est marqué par deux phases, semi-pélagique bréve, et benthique ; les ceufs sont
de grande taille, lecitotrophes ; la segmentation est spirale aboutit une larve ciliée, la
trochophore qui présente une couronne ciliaire peu développée, se développe en
métatrochophore. L’éclosion a lieu au stade erpochéte de 3 sétigéres, a la fin de la phase semi-
pélagique, la larve devient sédentaires au stade erpochéte de 4 sétigeres, perd la couronne
ciliaire, et acquiert des habitudes benthiques, le jeune ver benthique de 10 a 11 métameres a le
méme style de vie que les adultes, migre vers le bas durant la phase de croissance, et de
différenciation sexuelle, ou il accomplit les modifications morphologiques de 1’épitoquie
(Rouabah., 2003). D’aprés Prevedelli et Simonini (2003) chez P. cultrifera, les ceufs fécondés
ont tendance a s’agglutiner pour former une grappe, et s’adhérent a un substrat, également les
larves produisent une substance collante qui les ancre sur un substrat, et les empéche d'étre
emportés dans la mer ouverte par I'action de la marée.

D’aprés Scaps (2000), le comportement des larves de P. cultrifera, dont les couronnes
ciliaires extrémement peu développées limitent leur entrainement en pleine eau, favorise
I’isolement géographique des individus présents d’une part en Manche-Atlantique et d’autre
part en Méditerranée, ce qui aurait mené a terme a une spéciation allopatrique.
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Figure 23. Cycle de vie du modele biologique Perinereis cultrifera (Rouabah, 2003).

2.2.4.2. Reproduction

Perinereis cultrifera est une espéce gonochorique, les géniteurs produisent donc des

gametes males et femelles ; comme d’autres Nereidae, les gonades n’ont jamais été localisées
(Andries, 2001).

La reproduction se fait par gamétogénése (ovogenese et spermatogénese), les cellules
germinales males et femelles submatures, au cours d'une "danse nuptiale”, rejettent alors leurs
gametes dans l'eau de mer (essaimage) et se développent flottant librement dans le liquide
ceelomique (Eckelbarger, 2005, 2006 ; Rouse, 2006) qui est une enveloppe nutritive pour la
croissance des ovocytes (Hoeger et al.,1999).

La gamétogénése comprend deux phases, une phase de division ou de prolifération durant
laguelle les gonies se divisent par mitose donnant naissance a des ovocytes ou de
spermatocytes, une phase de différenciation ou de développement aboutissant a des gameétes
matures.

En se basant sur les données bibliographiques (Andries, 2001 ; Lawraence et Soame, 2010), la
croissance des ovocytes chez les Nereidaes se produit dans une période de temps prolongée
durant laquelle ils vont subir une croissance trés lente, suivie par une croissance rapide et
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terminée par une différenciation d’ovocytes matures; quatre phases successives de
I’ovogénése sont généralement décrites (Baert, 1986) :

A) Preé-vitellogénése nommée aussi une premiére croissance

Commence immédiatement apres la prophase de méiose. Les jeunes ovocytes montrent alors
un cytoplasme trésbasophile, sans aucune inclusion, mais dont le volume s'accroit par rapport
a celui du noyau. Les formations de réticulum subissent un certain accroissement. Ce stade
coincide avec le début de la période d'accroissement des ovocytes (Baert, 1986).

La croissance ovocytaire s'échelonne sur deux ans environ pour le genre Perinereis. Pendant
cette période d'accroissement, la taille de I'ovocyte augmente considérablement : de 30 a 40
pm, les cellules atteignent un diameétre supérieur a 200 um a la maturite. Cette croissance n'est
cependant pas constante en fonction du temps. Au début de la premiére année de la croissance
ovocytaire, les jeunes ovocytes de p. cultrifera présentent un diamétre moyen de 40 pm. Dans
un premier temps (premiere année) le développement de ces cellules est relativement faible :
leur diametre double pour atteindre environ 80 pm. Une augmentation de taille considérable
est observée durant la deuxiéme année de croissance et plus particulierement pendant les mois
d'hiver (décembre a mars). Ainsi les ovocytes matures atteignent une taille proche de 260 pm
(Baert, 1986).

B) Vitellogenése ou synthese du vitellus

Il recouvre donc la période de croissance dite "lente” de lI'ovocyte. Durant cette étape du
développement ovocytaire, la cellule germinale femelle accumule des substances de réserve,
le vitellus et destinées au développement embryonnaire. Ces éléments de nature
essentiellement glycoprotéique se présentent sous la forme de granules qui sont encore rares
dans l'ovocyte jeune (Dhainaut, 1970a). Par contre, lorsque la cellule atteint un diametre de
50-60 pm, le nombre de globules vitellins s‘accroit considérablement ; dans le méme temps,
des globules lipidiques apparaissent et s'accumulent également dans le cytoplasme. Dans le
cytoplasme d'un ovocyte en vitellogenése, les formations membranaires (réticulum
endoplasmique et appareil de Golgi) se localisent essentiellement dans la zone corticale de la
cellule (Baert, 1986).

C) Corticogénése ou syntheése des alvéoles corticaux

Il correspond a la période de croissance ovocytaire "rapide™ qui s'échelonne sur les mois
d'hiver précédant la reproduction, d'ou la dénomination "stade du grand accroissement".
Pendant le grand accroissement, I'ovocyte "submature™ voit apparaitre et se développer un
nouveau type d'inclusion cytoplasmique : les alveoles corticaux. Ceux-ci, délimités par une
membrane et présentant un aspect trés fibreux, apparaissent entre les globules vitellins et
lipidiques et se trouvent disséminés dans tout le cytoplasme jusque dans la zone péri
nucléaire.

D) Maturité

A ce stade cytologique, aucune inclusion cytoplasmique nouvelle n'apparait. La cellule
germinale semble cesser la synthése de ses substances de réserve. Par contre un profond
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remaniement des structures cytoplasmiques s'effectue. Les alvéoles corticaux migrent vers le
chorion cellulaire et constituent une gangue muqueuse épaisse de 40 a 50 pm. Les
ribonucléoproteines se concentrent en une auréole péri nucléaire contenant quelques lames de
réticulum allongées et des mitochondries localisées au stade précédent a proximité des
dictyosomes. Le vitellus occupe une position intermédiaire ainsi que les lobules lipidiques.
Les corps de Golgi se retrouvent quant a eux a l'intérieur de la couche muqueuse et présentent
une activité phosphatase acide (Porchet, 1974).

OVOGENESE
Différents Stades Cytolegiques

CORTICOGENESE

9}

VooMith 002 lagn - <
Foi~. AT D i
ve. s e i) 2t B D

FECONDATION

A. C., alvéclescorticaux; C. M., couche muqucuse; Ch, Chorion; D, dictyosome;
E. L., enclave lipidique; E. O., enveloppe ovocytaire; F. I’., face proximale du
dictyosome; G. D., glycogéne particulaire; G. V., Globule wvitellin; Mie, Mito-
chondrie; mV, microvillosité; N, noyau; Nu, nucléole; Spz, spermatozoide;
V. G., vésicule gnlgienne.

Figure 24. Représentation schématique de stades cytologiques de I’ovogénése de Perinereis
cultrifera (Porchet, 1974).

Bien que chaque espéce presente des caractéristiques particulieres, il est possible de distinguer
ces différents stades dans le développement des ovocytes quel que soit le type de Néréidien
étudie (Dhainaut, 1970 a, b ; Porchet, 1976).

2.2.5. Cycle ovogénétique

2.2.5.1. Ovogenese

Par ailleurs, on peut rencontrer deux types fondamentaux d’ovogenése : Une ovogenese
extra-ovarienne ou les cellules germinales quittent 1’ovaire précocement, au cours de la pré-
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vitellogenese, et subissent I’ovogenése dans le ceelome, et une ovogenése intra-ovarienne ou
les ovocytes restent dans 1’ovaire, ou se déroule la plus grande partie de la vitéllogénése.

Ces derniers, une fois évacués dans le liquide coelomique, vont subir un accroissement et la
différenciation. Enfin, ’ovogenése peut étre asynchrone, comme le cas de la plupart des
Polychetes, telle que Perinereis cultrifera (Gasmi, 2010 ; Snani et al., 2015). ou synchrone

telle que Platynereis dumerilii (Fischer et al, 2004) et dans ce cas, chez le méme individu, les
ovocytes se trouvent au méme stade de vitéllogenése.

A la fin de la gamétogénese, la maturité sexuelle se traduit par des modifications
morphologiques et anatomiques caractéristiques de 1’épitoquie ainsi on assiste a une
augmentation de la taille des yeux, un élargissement des parapodes, formations de soies
hétéronereidiennes disposées en éventail (Bauchot-Boutin et Bobin, 1954), modifications
musculaires dans les segments correspondants a 1’exception du 19 ou 20 éme segment antérieur

ou ils sont tassés les uns contre les autres, ce qui rend 1’animal plus court, plus large et aplati a
épitoquie médiane et postérieure (Durchon, 1967).

Cette métamorphose permet a ’animal, qui devient héteronerien une adaptation a une vie
pélagique courte (Herbert et al., 2008) afin de nager vers la surface au moment de 1’essaimage

qui s’effectue a des périodes bien déterminées avec le cycle lunaire (Gambi et Cigliano, 2006)
caractérisé par ce qu’on appelle la danse nuptiale.
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Figure 25. Mode de reproduction chez les Nereidiens (Durchon, 1967).
La fécondation est externe, la reproduction chez P. cultrifera est strictement simple, les
géniteurs meurent dans les jours qui suivent 1’essaimage et 1’évacuation des gametes se fait

par lyse de la paroi du corps (Prevedelli et Simonini, 2003).
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Chez les Nereidae, 1’age auquel les individus immatures (atoquie) entrent en
gameétogénese passent a la maturité et enfin la reproduction est sous le controle de facteurs
environnementaux (en plus du contrdle endocrinien) tels que la température, la photopeériode
et le cycle lunaire (Hardege et al., 1990 ; Olive et al., 1997 ;Andreis, 2001; Lawrence et
Somae, 2010).

L’observation des données sur les populations qui ont été étudiées sur le littoral
Algérien montre que le mode de reproduction, et la durée de vie, différent selon la localisation
géographique, a Alger la durée de vie des individus ne déepasse pas probablement deux ans, et
se reproduisent par atoquie, ( Rouabah et al., 2008) ; tandis qu’a Annaba, Rouabah et Scaps
(2003) indiquent qu’ils ont une durée de vie de trois ans, et se reproduisent par épitoquie.

La synthese des données portant sur la biologie de P. cultrifera a mis en évidence
que la période et le mode de reproduction, ainsi que ’dge a maturité et les parametres
biométriques varient selon la localité géographique des populations. Si I’on s’en tient
aux populations qui ont été les mieux étudiées, ¢ ’est a dire celles présentes en
Manche Atlantique d ’une part et en Méditerranée d’autre part, on constate que I’on peut
distinguer trois formes de P. cultrifera

Zghal et Ben Amor (1989) rapportent que les caractéristiques biométriques permettent
de distinguer trois types morphologiques :

¢ - la forme épitoque de la Manche et de I’ Atlantique caractérisée par son poids important
et son grand nombre de sétigeres (plus de 120),

¢ -la forme atoque de la baie d’Alger constituée d’un faible nombre de sétigeres
(moins de 80),

¢ - la forme épitoque de Salammbd en Tunisie, intermeédiaire entre les deux formes
précédemment décrites.

2.2.5.2. Vitéllogénése

Chez les Annélides Polychétes notamment 1’espéce P.cultrifera, I’accumulation de
protéines totales est exogene ; la vitelline se produit au cours de la deuxiéeme étape de
I’ovogéneése « la corticogénese » qui suit 1’étape de la vitellogénése. En outre, les résultats des
études métaboliques in vitro montrent une augmentation progressive du taux de sécrétion de
vitellogenines (le précurseur) nouvellement synthétisées par les ceelomocytes, qui produisent
cette protéine jusqu’a la fin de la croissance des ovocytes.

Ainsi, contrairement aux résultats des precédentes études cytologiques et auto-
radiographiques, les données actuelles indiquent clairement que le processus de vitellogénese
est actif non seulement pendant la phase de vitellogénése, mais aussi tout au long de la
corticogénese (Baert et al. 2011). La vitellogénine synthétisée est incorporée dans les
ovocytes apres le transfert par le biais du fluide ccelomique. Dans les cellules germinales, un
processus de conversion, impliquant des clivages proteolytiques de la vitellogénine, produit
des vitellines matures qui sont accumulés dans les granules vitellins (Maurice et al. 2011).
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2.3. Analyse biochimique
2.3.1. Le liquide ccelomique et ses constituants

Coel signifie cavité, chez un animal coelomate, le mésoderme se creuse d’une ou de plusieurs
cavités, ces derniéres sont complétement entourées de mésoderme ; ce sont les cavités
ceelomiques. L’ensemble des cavités coelomiques d’un individu forme le coelome.

Le ceelome confeére plusieurs avantages aux animaux. Il laisse un espace ou les organes
peuvent croitre. Le fluide qu'il contient facilite la circulation, et peut servir a tamponner les
variations de températures et a absorber les chocs. Il permet de construire un squelette
hydrostatique efficace. Le fluide qui baigne les organes internes peut étre filtré pour éliminer
les déchets métaboliques. Enfin, il permet au tube digestif de se mouvoir indépendamment du
corps de I'animal.

D’apres Fontaine (1982), chez les Annélides Polychétes, la cavité générale ou ccelome, est
spacieuse. Elle est tapissée intérieurement, ainsi que tous les organes qu'elle renferme, par un
endothélium péritonéal qui est une trées mince membrane a cellules aplaties. Cette membrane
péritonéale forme un mésentére dorsal et un mésentere ventral soutenant le tube digestif. Elle
présente des régions plus ou moins abondamment garnies de cils vibratiles qui déterminent
des courants dans la lymphe périviscérale (ou liquide ceelomique). La cavité générale est
distincte de l'appareil circulatoire qui est clos, sang et liquide ceelomique ne se mélangeant
pas. C'est dans cette cavité générale que va s'accomplir la maturation des produits génitaux
qui se détachent précocement, y flottent en grande quantité. Mais outre les gameétes, on trouve
aussi dautres cellules : des Protozoaires parasites et surtout une catégorie de cellules
ccelomiques particulierement intéressante, les ¢léocytes.

Ces éléocytes se sont vus attribués différents noms : lymphocytes, leucocytes, amibocytes,
phagocytes, granulocytes, cellules chloragogénes ... (Fauvel, 1959). Mais on a pu montrer,
notamment chez Sabella spallanzani et Amphitrite johnstoni (Dales, 1961, 1964), que ces
cellules constituent les étapes de la vie d'un méme type cellulaire, c'est Romieu (1923) qui a
employé le premier le terme d’éléocytes, car il avait observé dans ces cellules des gouttelettes
colorables au Soudan 111 et au Tetroxyde d'osmium, donc riches en graisses non saturées.

Dans notre étude il serait plus correct de parler de ccelomocytes, terme plus général qualifiant
tous les éléments libres du ceelome autres que les gametes.

C’est dans le milieu intérieur chez les Annélides Polychétes ou se fait la maturation des
gametes. Comme a pu l'écrire Porchet (1974) au moment de la reproduction, le corps des
heteronereis est presque réduit a I'état d'un sac bourré de produits génitaux mdrs. Ainsi,
remarque-t-il, chez les Perinereis cultrifera epitoques le contenu ceelomique des femelles
(ovocytes, liquide ceelomique et ceelomocytes) représente plus de la moitié du poids total de
l'animal, alors que le "ceelome" du ver sexuellement indifférencié¢ n'en constitue que 10%
environ.
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Durchon et Lafont (1951) notent que la multiplication et la maturation des cellules
germinales, aux dépens des éléocytes, s'accompagnent de changements importants dans la
composition chimique du liquide ceelomique.

2.3.2. Séparation des constituants ceelomiques

Toutes les opérations portant sur I'animal sont faites selon les techniques de Durchon (1955).
Le contenu ccelomique de P. cultrifera est prélevé par ponction intraccelomique. Les
ponctions sont effectuées par des micropipettes (La pipette Pasteur), dont nous veillons a ce
que l'extrémité soit suffisamment effilée, est introduite dans le ccelome. Le contenu
ceelomique monte de lui-méme dans notre micropipette, tant par capillarité que sous I'effet de
la pression intraccelomique. Le contenu ccelomique ainsi prélevé est constitué¢ du liquide
ceelomique, d'ovocytes, d'éléocytes et dautres cellules. Il nous faudra donc séparer ces
différents ¢léments, nous avons utilisé la méthode de séparation des constituants coelomiques
décrite par Porchet (1974).

Une premiére centrifugation nous donne un culot constitué par les eléments figures, le
surnageant étant le liquide ceelomique. Nous recueillons ce liquide ceelomique.

Le culot subit ensuite 4 lavages a I'eau de mer. A chaque lavage on effectue une Iégére
centrifugation: chaque fois le surnageant est recueilli. Finalement on obtient un culot
d'ovocytes.

Un examen cytologique peut nous permettre de nous assurer que le culot ovocytaire est
débarrassé de tout autre élément figuré, c'est la "fraction ovocytaire" ou "ovocytes".

2.3.3. Prélevement des tissus

Pour chaque population de P. cultrifera aprés mensuration, pesée, identification du sexe, et
avant conservation, un échantillon de trois femelles a poids similaire a été sélectionné
immédiatement, et sera destiné aux analyses biochimiques.

2.3.4. Extraction des métabolites ovocytaires

L’extraction des métabolites ovocytaires de P. cultrifera a été réalisée selon le procédé de
Shibko et al (1966). Les ovocytes sont broyees aux ultra-sons (Sonifier B-30) et centrifuges
(5000 tours/mn pendant 10mn), le surnageant | est récupéré et servira au dosage des glucides.
Au culot I, on ajoute 1 ml d’un mélange éther/ chloroforme (V/V) et une deuxieme
centrifugation (5000 tours/mn pendant 10 mn) permet de récupérer le surnageant Il qui
permettra le dosage des lipides ; le culot Il sera ensuite repris dans 1 ml de NAOH (0,1N)
pour I’estimation des protéines totales (Figure 26).
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Figure 26. Extraction et Dosage des métabolites selon Schibko et al. (1966)
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2.3.5. Dosage quantitatif des métabolites
2.3.5.1. Dosage des protéines

Les protéines contenues dans les ovocytes ont été quantifiées selon la méthode de
Bradford (1976) qui utilise le bleu brillant de comassie G 250 (BBC) comme réactif et
I’albumine de sérum de beeuf (BSA) comme standard.

Le dosage des protéines ovocytaires a été effectué dans une fraction aliquote (100ul).
Les absorbances ont été obtenues grace a un spectrophotometre et la lecture a été réalisée a
une longueur d’onde de 595nm contre un blanc de gamme. Les résultats sont exprimés en
ug/mg d’ovocytes (Tableau 1).

Tableau 1. Dosage des protéines dans les ovocytes: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
B.S.A (ul) 0 20 40 60 80 100

Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0

BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.3.5.2. Dosage des glucides

Les glucides ont été dosés selon la méthode de Duchateau et florkin (1959), en
utilisant I’anthronne comme réactif, et le glucose (1 g/l) comme standard (Tableau 2).

2.[150mg d’anthrone + 75 ml d’acide sulfurique (trés doucement par petite quantité) + 25 ml
d’eau distillée ajoutées doucement]. Solution verte laissée d’abord a I’obscurité pendant 04 h,
sa conservation est a 4 c° pendant 2-3 semaines.

Tableau 2. Dosage des glucides dans les ovocytes de P. cultrifera : réalisation de la gamme
d’échantillonnage

Tubes 1 2 K 4 5 6
Glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Les étapes du dosage des échantillons sont les suivantes :

Dans des tubes a essai, on additionne a une fraction aliquote de 100 pl du surnageant |
de chaque échantillon, 4 ml du réactif. Aprés chauffage du mélange au bain marie a 80 C°
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pendant 10mn; une coloration verte se développe, dont I’intensité est proportionnelle a la
concentration des glucides dans 1’échantillon. La lecture des absorbances est réalisée a ’aide
d’un spectrophotométre contre un blanc de gamme a une longueur d’onde de 620 nm.

2.3.5.3 Dosage des lipides

La concentration des lipides totaux a été estimée selon Goldsworthy et al. (1972)
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (0,38 g de vanilline, 55ml d’eau distillée et 195ml
d’acide orthophosphorique a 85%). La solution mére des lipides est préparée en utilisant
I’huile de table (Cevital) selon la procédure suivante : 25mg d’huile de table pesés dans un
tube eppendorf ; cette quantité est ensuite reprise dans 10ml du mélange (éther / chloroforme)
(1V/1V) (Tableau 3).

Tableau 3. Dosage des lipides dans les ovocytes : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Solution mere de 0 20 40 60 80 100
lipides (ul)
Solvant 100 80 60 40 20 0
Ether/Chloroforme (pl)
Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Aprés évaporation des prises aliquotes de 100l de surnageant Il dans un bain a sec a
40°C, on additionne 1ml d’acide sulfurique concentré (96%), les tubes fermés sont agités et
chauffés dans un bain a sec a 100°C pendant 10 minutes. Aprés refroidissement, on préléve
200pul de chaque tube auxquels on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique et on
agite. Aprés 30 minutes a 1”obscurité, le complexe se colore en rose. La densité optique est lue
sur un spectrophotométre (Jenway 6300) & une longueur d’onde de 530 nm.

2.3.6. Analyse quantitative des vitellogénines et des vitellines

2.3.7. Extraction des vitellogénines et des vitellines

La préparation de la solution mére de Tris-HCI, consiste a diluer 3.02g de Tris (0.5M)
dans 300ml d’eau distillée, puis ajouter cette solution a un pH de 7.4 de I’HCI concentré et la
compléter a 500ml d’eau distill¢e.

Pour réaliser le tampon complet : Diluer 2.9g de NaCl (0.5 M) dans 10 ml de la solution meére
de Tris-HCI et compléter a 100ml d’eau distillée.

Les echantillons ovocytaires conservés, sont broyés aux ultrasons grace au désintégrateur
(OSI : Sonfier, celldisruptor) pendant 30 secondes a 2 répétitions 1’homogénat obtenu est
centrifugé a 5000 tours/min pendant 10 minutes a ’aide d’une centrifugeuse (SIGMA).

Il en résulte 3 couches distinctes, une couche surnageant qui représente les lipides, un culot
contenant des glycoprotéines et une couche intermédiaire renfermant les vitellogénines et les
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vitellines. Cette derniére est récupérée a 1’aide d’une simple seringue médicale graduée,
déposée dans un autre tube eppendorf, puis maintenue au congélateur jusqu’au dosage.

(—
Tissu (Ovocytes ou ceelome
' ovocytaire)
Dans 500 pl de tampon Tris-
HCI-NaCl pH 7,4
Mot
Homogénéisation aux
Ultrasons 2 x 30 secs
(Sur de la glace)
(—
Centrifugation de I’homogénat
] (5000 trs/min dans 10 min)
Mo
Surnageant / \ Culot
(Lipides) (Glycoprotéines)
(—
Couche intermédiaire contenant
Les protéines notamment les
vitellogénines et les vitellines
e

Figure 27. Extraction des vitellogénines et vitellines Fabre et al. (1990)

2.3.7.1. Dosage quantitative des vitellogénines

A partir de chaque échantillon biologique représenté par le liquide ceelomique dépourvu
d’ovocytes, prendre 100ul, soit le 1/3 de I’échantillon, y ajouter 4 ml de réactif BBC, bien

agiter et lire I’absorbance a 595 nm. Les résultats sont exprimés en pg/ul de liquide
ceelomique d’apres la courbe d’étalonnage.
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2.3.7.2. Dosage quantitative des vitellines

A partir de chaque échantillon ovocytaire représenté par les ovocytes isolés du liquide
ceelomique, Prendre 100 pl de la couche intermédiaire, obtenue aprés centrifugation, y
additionner 4 ml de BBC, bien agiter puis passer a la lecture des densités optiques au
spectrophotométre a une longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gamme. Les résultats
sont exprimés en ug/mg d’ovocytes

2.3.8. Analyse quantitative des acides nucléiques
> Activité des acides nucleique au cours de la reproduction et de développement

La synthése des trois types d’ARN dans 1’ovocyte primaire est bien plus importante
quantitativement que dans le spermatocyte primaire, puisque le diamétre de 1’ovocyte passe
de 15 a 100 um (Phase de croissance)..

C’est dans I’ovocyte primaire essentiellement, et un peu dans I’ovocyte secondaire, que
s’opére la traduction des ARN et non pas dans un stade ovotide qui serait parallele au stade
spermatide. L’ovocyte reste sphérique et ne connait pas des modifications morphologiques
specialises. L’ovocyte compétent pour reprendre la méiose a deux reprises lors de 1’ovulation
et lors de la fécondation et pour devenir fécondable, parmi ces protéines trés nombreuses, o,
peut citer la tubuline et I’actine nécessaire aux divisions et les enzymes intervenant dans ces
divisions, les glycoprotéines des grains corticaux situés sous la membrane plasmique.

Ce n’est qu’une des ARN qui est traduite en vue de la maturation cytoplasmique, la plus
part d’entre eux sont stockés pour étre traduits plus tard, apres la condition le déroulement des
premiers stades du développement embryonnaire conditionné par I’utilisation de ces ARN
matures.

2.3.9. Technique d’extraction des acides nucléiques (ADN, ARN)

La technique d’extraction des acides nucléiques (ADN et ARN) des ovocytes, a été
réalisée selon Shibko et al. 1966 et les dosages ont été faits par Burton (1956) pour I’ARN
et par Schneider (1957) pour I’ADN.

Les ovocytes sont déposés dans des tubes d’eppendorf contenant 500 pl d’eau
distillée additionnée de 2 pl phénylméthylsilfonyfluoride (PMSF), (45mg de PMSF/1ml
d’éthanol), puis stockés au congélateur a -20°C jusqu’au jour du dosage.

Le jour du dosage, on remplace la solution de conservation par 1ml de saccharose
(0.25 M) et de soude (0.006 M) avant de passer au broyage aux ultra sons (sonifier B-30).
Prélever par la suite 0.625 ml de ’homogénat et mettre ce dernier dans 0.125 ml de PCA
(6.97 M), puis centrifuger a 4000 tours pendant 15m. Le surnageant (1) est jeté et dans le
culot (1) additionner 1.25 ml de PCA (0.5 M) et centrifuger dans les méme conditions que la
premiére fois. On obtient un surnageant (2) qui sera également jeté et dans le culot (2),
additionner 2.25 ml de NaOH (0.3 N) ; apres incubation a 37°C pendant 60 min, ajouter
0.250 ml de PCA (6.67 M) puis refroidir a 0°C pendant 10 min et passer aux méme conditions
de centrifugation. Le surnageant (3) qui servir au dosage de ’ARN. Le culot (3) est récupéré
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dans 1.25 ml de PCA (0.5 M) et centrifuger. Le surnageant (4) va aussi servir au dosage de
I’ARN, et le culot (4 ) récupéré dans 1 ml de PCA (0.15 M), incubé a 90°C pendant 20 min et
additionné de 0.625 ml de PCA (0.97 M), le refroidir a 0°C pendant 10 min, et apres
centrifugation, on obtient un surnagent (5) qui va servir au dosage de ’ADN. Au culot (5),
additionner 1.25 ml de PCA (0.15 M) puis centrifuger dans les mémes conditions pour
obtenir un surnageant (6) qui va également servir au dosage de I’ADN (figure 28).
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Broyage du tissu (Ovocytes)

1ml de saccharose (0.25m) + la soude NaOH (0.006N)

L’homogénat (0.625ml) + 0.125ml Acide perchlorique PCA (6.97M)
15min (0°C)

Centrifugation

(4000 tours/ min,

Culot (1) + 1,25 ml PCA (0,5).
Centrifugation (4000 tours/min, 15min).
Culot (2) + 2.25ml NaOH (0.3N). Surnageant(2)
Incubation (37°C, 60min)

+0.250ml PCA (6.97M).
Refroidir (0°C, 10 min).
Centrifugation (4000 tours/min, 15min).
Culot (3) + 1,25ml PCA (0,5 M) Surnageant (3)
Centrifugation (4000 tours/min, 15min)
Culot (4) + 1 ml PCA (0,15 M) Surnageant (4)
Incubation (90°,20 min)

+ 0,625 ml PCA (0,97 M)
Refroidir (0°C, 10 min).
Centrifugation (4000 tours/min, 15min)
Culot (5) + 1,25ml PCA (0,15 M) Surnageant (5)
Centrifugation (4000 tours/min, 15min) _|_
Culot (6) Surnageant (6)

15min).

Surnageant (1)

fraction soluble

dans ’acide

ARN
Burton (1956)

ADN
Schneider (1957)

Figure 28. Principales étapes d’extraction des acides nucléiques : ARN, ADN selon Shibko et

al. (1966).
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2.3.9.1. Dosage de ’ARN

L’ARN a été quantifié selon la méthode de Schneider (1957) qui utilise 1’orcinol
comme reactif (0,59 de FeCls, 1g d’orcinol et 100 ml d’HCI) et une solution mére d’ARN
extrait de levure de boulangerie comme standard (1mg/ml d’eau distillée) (Tableau 4).

Tableau 4. Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification du taux d’ARN.

Tubes 1 2 3 4 5

ARN standard (ul) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ml) 15 1,48 1,46 1,44 1.42
Orcinol (ml) 15 15 15 15 15

Apreés agitation, les tubes sont chauffés au bain marie a 90°C pendant 20 minutes. Il se

forme une coloration bleu clair.

Le dosage de I’ARN a été effectué a partir des fractions aliquotes de 100ul des extraits
biologiques auxquels est additionné 1,5 ml de réactif d’orcinol. Les absorbances sont lues a
une longueur d’onde de 660 nm contre un blanc de gamme.

2.3.9.2. Dosage de ’ADN

L’ADN a ¢été quantifié selon la méthode de Scheneider (1957) qui utilise le
diphénylamine comme réactif (1g de diphénylamine, 100ml d’acide acétique glacial, 2,75 ml
d’acide sulfurique) et une solution mére d’ADN extrait de thymus de veau comme standard
(Img/ml d’ecau distillée) (Tableau 5)

Tableau 5. Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification du taux d’ADN.

Tubes 1 2 3 4 5
ADN standard (ul) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ml) 500 480 460 440 4.20
Diphénylamine (ml) 1 1 1 1 1

Apres chauffage au bain marie pendant 20 minutes a 90°C, il se développe alors une
coloration rosatre.

Le dosage de ’ADN est effectué¢ sur des fractions aliquotes (100ul) des extraits
biologiques auxquels est additionné 1 ml de réactif de diphénylamine.

Les absorbances sont lues a une longueur d’onde de 602 nm contre un blanc de gamme

2.4. Analyse écotoxicologique
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Au début des années 80, la notion de biomarqueur est apparue et désigne les
changements biochimiques, physiologiques et histologiques chez les organismes susceptibles
d'étre utilisés comme organisme sentinelle pour estimer soit I'exposition a des contaminants,
soit les effets induits par la pollution (Lagadic et al.,1997). La notion de biomarqueur est
donc relativement récente et le développement de son utilisation comme outil de surveillance
et d'évaluation de I'environnement est étroitement liéea la connaissance des mécanismes
moléculaires des processus toxiques chez différentes espéces animales ou végétales
appartenant aux différents écosystemes.

Les biomarqueurs proposés se situent a différents niveaux des mécanismes d'action toxique,
allant de la cause aux effets. Les parametres peuvent se mesurer de la premiére
interaction de l'agent toxique avec un récepteur cellulaire jusqu'aux altérations structurelles et
fonctionnelles (Aarab, 2004). Ainsi sont apparues les notions de :

1) Biomarqueurs d'exposition

Ils rendent compte de la nature et de l'intensité des entités toxiques biodisponibles dans
le milieu. Ils sont en général impliqués dans les métabolismes de détoxication des
xénobiotiques (ex.: cytochromes P450) ou dans les mécanismes de défense cellulaire
(ex.: enzymes antioxydantes). Leurs variations peuvent étre spécifiques ou non d’une
categorie decontaminants (ex.: induction chez le poisson du cytochrome P450 CYP1A par les
HAPs) et n’entrainent pas obligatoirement d’effets déléteres. Elles signifient la plupart
du temps que I’organisme s’est adapté a une agression extérieure d’ordre chimique (Lagadi
etal., 1997).

2) Biomarqueurs d’effet

Ils correspondent a des cibles moléculaires qui, lorsqu’elles sont atteintes, signifient que
les mécanismes de défense ou de détoxication de ’organisme n’ont pas été suffisamment
efficaces pour contrer 1’action néfaste d’un xénobiotique (ex.: indicateurs de stress oxydatif,
adduits a I’ADN, perturbation au niveau du cycle reproducteur). Les conséquences peuvent
étre parfois irréversibles, entrainant a terme la mort de I’animal ou bien une incapacité a se
reproduire. De tels effets peuvent par la suite altérer la structure méme des populations
et donc des écosystéemes. Ils rendent compte de la gravité des atteintes fonctionnelles
des organismes et sont prédictifs d'effets sur les communautés et les populations (Lagadic et
al., 1997).

3) Biomarqueurs de susceptibilité

Ils peuvent correspondre a des molécules biologiques comme les protéines qui, lorsqu’elles
sont sur-exprimées ou sous-exprimées, augmentent la sensibilité d’un organisme a un
contaminant. Ces variations d’expression peuvent étre dues a des différences génétiques
interindividuelles ou résulter d’une exposition précédente a un xénobiotique. Par exemple, un
individu présentant une sur-expression du cytochrome CYP1A sera plusa méme de
développer des adduits a I’ADN lorsqu’il sera exposé a des HAPs (synthése de métabolites
hautement réactifs viale CYP1A) qu’un individu présentant une expression normale. Par
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contre, il pourra détoxifier plus efficacement d’autres xénobiotiques (ex.: aflatoxine) et leur
sera donc plus résistant (Schlenck, 1999).

Ces outils peuvent étre intégrés au sein de la stratégie de surveillance des milieux en
complément avec d’autres outils chimiques. Les organismes aquatiques (point de départ de la
plus part des chaines trophiques) sont les plus exposés a des pollutions multiples qui
peuvent engendrer des effets néfastes sur les milieux naturels et avoir de graves
conséquences sur la santé des populations animales et végétales ainsi que la santé humaine.
Les HAP, les PCB, les pesticides et les métaux sont les substances qui ont été les plus
recherchées dans les écosystémes aquatiques. De nombreuses études ont permis de
déterminer les effets de ces polluants sur les organismes aquatiques appelés espéces
sentinelles, en particulier les poissons pour les vertébrés et les moules pour les
invertébrés. Parmi les marqueurs biologiques mesurés, les marqueurs biochimiques et
moléculaires revétent un intérét particulier de par leur spécificité vis-a-vis de certains
contaminants, permettant ainsi la détection de ces produits, qu’une analyse chimique peut
confirmer (Arab, 2004).

biomarqueurs d’exposition biomarqueurs d'effet

reproduction
développement
métabolisme exogéne
génotoxicité
métabolisme endogéne
défenses erzymatiques immunotoxicité

Légende :

— effet modéré
offot marqué

© organophosphorés, carbamates

©240D..

© paraquat...

Figure 29. Relations entre les principaux contaminants et les marqueurs biologiques
(Narbonne et Michel, 1993).

» Activité enzymatique de I’ Acétylcholinestérase (AChE)

Contrairement aux systémes enzymatiques, l'acétylcholinestérase ne joue aucun réle
dans la détoxication chez les étres vivants. Cette enzyme est, pour sa part, impliquée de
transmission de l'influx nerveux a travers l'organisme : dans les jonctions inter neuronales et
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neuromusculaires, la terminaison nerveuse libére un médiateur chimique, l'acétylcholine
(ACh), qui permet la transmission du message nerveux d'une cellule a l'autre.

L’acétylcholinestérase est une enzyme clé du systeme nerveux central, elle est
responsable de I’hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine en choline et acétate au niveau
des synapses (Eldafrawi 1985), ce qui permet au systéme de revenir a son état de repos.
L'inhibition de I'enzyme par de nombreux neurotoxiques entraine une accumulation du
médiateur chimique dans l'espace synaptique, qui maintient de ce fait une transmission
permanente de I'influx nerveux, laquelle conduit généeralement a la tétanie musculaire et a la
mort (Bocquené, 1996).

Acatyicholine (— M
(Meadmateur chimique) NETVEuX

7

“

Acetylcholinestérase

-

o
0

’ - o \ Tosctiois

/ neuromusculatres

Contamnants
whibitevrs

Figure 30. Action des cholinestérases dans la transmission de 1’influx nerveux et inhibition
par un contaminant (Burgeot et al., 1994). Le contaminant inhibiteur (rouge) rentre en
compétition avec le substrat naturel de I’enzyme, 1’acétylcholine (vert). L’enzyme inhibée
parle contaminant maintient en permanence la transmission de I’influx ce qui aboutit a la
paralysie et a la mort.

Les conséquences de l'inhibition de I'AChE ont tristement servi pour la mise au point de
gaz de combat neurotoxiques (sarin, soman), mais sont aujourd'hui surtout exploitées dans la
fabrication de produits phytosanitaires destinés a la protection des cultures. Parmi les
nombreuses molécules susceptibles d'inhiber I'AChE, les composés organophosphorés (ou
organophosphates) et les carbamates, tous deux utilisés comme matiere active dans la
préparation d'insecticides. (Bocquené et Galgani 2004).

Notons encore, comme inhibiteurs potentiels de [l'activité cholinestérasique, les
pyréthroides (utilisés dans les produits domestiques de lutte contre les insectes), les triazines
et le paraquat (tous deux herbicides puissants agissant sur les processus de respiration et de
photosynthése des végétaux), certaines toxines algales et les métaux lourds (comme
pour toutes les enzymes, la conformation de la molécule d'AChE est modifiée par la présence
de métaux) ; en ce qui concerne les métaux toutefois, les concentrations utilisées pour les tests
sont jusqu'ici tres éloignées des concentrations généralement mesurées in situ. (Bocquené et
Galgani 2004). A ce titre, la mesure de l'activité AChE est donc un outil qui peut apporter des
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informations sur la contamination du milieu marin par toute une variété de pesticides,
organophosphorés et carbamates pour la plupart. (Bocquené et Galgani, 2004).

2.4.1. Méthode de dosage de I’ Acétylcholinestérase (AChE)

La méthode de dosage de I’AChE la plus courante et celle d’Ellman et al, (1961) ; elle
consiste a fournir a I’enzyme (AChE), un substrat artificiel, I’acétylthiocholine, dont
I’hydrolyse catalysée par I’ AChE libére de la thiocholine et de 1’acide acétique.

La quantité de thiocholine obtenue est proportionelle a ’activité enzymatique révélée
grace a une méthode colorimétrique faisant intervenir le DTNB (acide 5-5- dithio-bis-2-
nitrobensoique) qui se lie avec la thiocholine pour former un complexe de couleur jaune, le
TNB (acide 5-thio-2-nitrobensoique) qui est dosé.

L’activité spécifique de I’ AChE est évaluée a partir des corps entiers, des individus de
p. cultrifera récolté dans les trois stations d’étude.

Les individus sont homogénéisés dans 1 ml de solution détergente (solution D) [38,03
mg EGTA (acide éthyléne glycol-bis, B-aminoéthyl éther NNN’N” tétra-acétique), 1ml Triton
X 100%, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10 mM, pH 7)], puis
centrifugés (9000 trs/mn, 15 mn). Le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activité AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 ul a laquelle
on ajoute 100 pl de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg CO3HNa
(bicarbonate de sodium), 10 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH
7). Aprés 3 a 5 minutes, 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément [23,6
mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4
mn pendant 20 mn a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 ul de la solution
détergente remplace les 100 pl du surnageant.

La concentration en protéines totales des différents échantillons biologiques
(homogeénat) a été préalablement déterminée, par un dosage selon la technique de Bradford
(1976). L’activité spécifique de I’ AChE est exprimée en nMol/min/mg de protéine.

L’activité spécifique de I’AChE est déterminée d’apreés la formule d’Ellman et al. (1961)

A Do/mn Vit

X= X mg de protéines

1,36 x 104 Vs

X : nanomole de substrat hydrolyseé par minute et par mg de protéines (nM/mn/mg de
protéines).
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A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction
du temps.

1,36 X 10*: coefficient d’extinction molaire du DTNB.

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 mI DTNB + 1 ml
tampon tris (0,1 M, pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
> Quantification des protéines

La quantification des protéines a été faite selon Bradford (1976) sur une fraction aliquote de
0,1 ml de ’homogénat, avec 4 ml de Bleu Brillant de Coomassie (G250, Merk) comme réactif
(50 mg de Bleu Brillant de Coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml d’acide
orthophosphorique (85%) et compléter a 500 ml avec 1’eau distillée). L’albumine de sérum de
beeuf (Sigma, France) a été utilisée comme standard.

Les absorbances ont ¢été lues a une longueur d’onde de 595 nm, a D'aide d’un
spectrophotomeétre, et la gamme d’étalonnage réalisée a partir d’une solution d’albumine a
1mg/ml (Tableau 6).

Tableau 6. Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

» Activité enzymatique de la Glutathion S-transférase (GST)

La glutathion-S-transférase a un role important dans la détoxication des substances
xénobiotique exogénes ou endogénes en catalysant la conjugaison de ces substances avec le
groupement thiol du glutathion endogenes (Jakoby et Habig, 1980). Les glutathion S-
transférases représentent une famille d'enzymes multifonctionnelles essentiellement
cytosoliques, impliquées dans des operations diverses de transports et de biosynthéses
intracellulaires (George, 1990). Elles sont impliquées dans de nombreux processus
physiologiques parmi lesquels figure la détoxication de nombreux xénobiotique (Habig et al.,
1974). Mais la fonction des GST la plus étudiée en ce qui concerne la prévention de
la pollution dans I'environnement demeure leur activité de catalyse des reactions de
conjugaison entre un peptide, le glutathion, et des molécules réactives comportant des sites
électrophiles, capables de réagir dangereusement avec des macromolécules comme les
acides nucléiques (ARN, ADN). La catalyse de cette conjugaison du glutathion avec
certains substrats représente une étape dans la formation de composés qui seront moins
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toxiques et plus hydrosolubles que les molécules de départ (Chatterjee et Bhattacharya,
1984).

Ces enzymes sont généralement solubles (cytosoliques) et présentes sous plusieurs
isoformes, dont certaines sont inductibles par les contaminants qu’elles rendent moins
toxiques. Cette particularité en a fait une activité intéressante en tant que marqueur
biochimique. Les GST ont été mises en évidence dans la plupart des étres vivants tels que la
levure (Foley et Sheehan, 1998), les mollusques (Fitzpatrick et Sheehan, 1993; Fitzpatrick et
al., 1995 ; Blanchette et Singh, 1999), les vers de terre (Stenersen et al., 1979, Borgeraas et
al., 1996), les crustacés (Lee et Keeran, 1988 ; Leblanc et Cochrane, 1987), les
insectes (Stenersen et al., 1987 ; Prapanthadara et al., 1996), les poissons (George Young,
1988 ; Martinez-Lara et al., 2002 ; Pérez-Ldpez et al., 2002), les mammiféres (Habig et al.,
1974 ; Kamisaka et al., 1975; Rouimi et al., 1996 ; Bolton et Ahokas, 1997 ; Pascal et al.,
1998) et les plantes (Hong et al., 1999).

Une grande variété de composés chimiques induit les GST, dont certains inducteurs des
cytochromes P450 tels que les hydrocarbures polyaromatiques et les PCB. Dans I'état
actuel de nos connaissances sur les poissons toutefois, toutes les isoenzymes de la famille des
GST n'ont pas encore été individualisées (comme c'est le cas pour les cytochromes P450) et
leur activité spécifique demeure mal connue. Leur utilisation comme bioindicateur de
pollution caractéristique d'un type de polluant dans I'environnement reste encore a définir etse
rapproche encore aujourd'hui plus de celle d'un indicateur non-spécifique, témoin de I'état de
sant¢  global des organismes qui peuplent les écosystemes marins. (Chatterjee et
Bhattacharya, 1984).

2.4.2. Méthode de dosage de de la Glutathion S-transférase (GST)

La mesure de ’activité de la gluthation S-transférase (GST) est déterminée selon Habig
et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le
CDNB (1 chloro 2,4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le gluthation (GSH) et
mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotometre visible/uv
(GENESYSTMS).

Les échantillons Corps entier de P. cultrifera récolté au niveau des trois sites sont
homogenéisés dans 1 ml de tam

pon phosphate (0.1M, pH 6).

L’homogénat est centrifugé a 14000 trs/mn pendant 30 mn et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB
(ImM)/GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65 mg GSH, 1ml éthanol, 100ml tampon
phosphate (0.1M, PH6)]. La lecture des absorbances est effectuée toutes les 1mn pendant 5
minutes & une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200ul d’eau distillée
remplagant la quantité du surnageant.
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Une quantification des protéines a été réalisée selon Bradford (1976), la technique a été cité
précédemment (page 41).

L’activité spécifique de GST est déterminée d’aprés la formule d’Habig et al. (1974)

/
°

A Do/mn Vit

X= X mg de protéines

9.6 Vs

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (nM/mn/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction
du temps.

9.6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm™).

Vt: volume total dans la cuve: 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1.2 ml du mélange
CDNB/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en m
2.5. Analyse histologique

2.5.1. Technique histologique classique

Fixation : cette étape a pour but la conservation des structures, le durcissement des
picces, I’immobilisation des constituants tissulaires/cellulaires; prévenant ainsi de la
putréfaction bactérienne. La fixation doit inactiver les molécules qui pourraient changer la
morphologie tissulaire, telles que les enzymes, pour éviter la destruction des protéeines du
tissu. Elle doit se faire immeédiatement aprés le prélevement, par immersion du matériel
dans un grand volume de liquide fixateur. Nos échantillons biologiques (portion du
métastomium contenant le liquide ceelomique gorgé d’ovocytes) extraits des femelles de
P. cultrifera récoltées a partir des deux sites d’étude pendant le mois d’Avril, ont été
conserveés dans du formol a 9% pendant 48 heures.

Traitement des tissus et Inclusion : Le principe de I’inclusion consiste a traiter les
piéces dans un ordre déterminé par différents solvants de maniére a faire pénétrer dans le
tissu, a 1’origine hydraté, une substance hydrophobe, qui maintiendra les constituants
structuraux en place lors de la coupe ; ceci implique que la piéce soit soumise a une série
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de traitements successifs par des mélanges dont chacun est destiné a préparer la
pénétration de celui qui le suivra et a éliminer celui qui I’a précédé. Ainsi, nos
échantillons ont été déposés dans six bains d’alcool absolu pendant une heure suivi de
trois bains de xyléne pendant deux heures avant de passer a I’imprégnation dans deux
bains paraffine pendant deux heures.

%+ Mise en bloc : enrobage des échantillons dans des moules en inox remplis de paraffine.

%+ Coupe : les coupes des échantillons biologiques ont été réalisées a 1’aide d’un microtome
de type « LEICA RM2125 » apreés réglage de 1’épaisseur a 3pum.

< Etalement des coupes : les rubans ont été étalés grice a de I’eau gélatinée sur des lames
porte objet préalablement nettoyées.

% Séchage : les lames ont d’abord été séchées sur une plaque chauffante puis déposées dans
un panier (porte-lames) avant d’étre installées dans une étuve réglée a une température de
70° pendant une heure.

% Déparaffinage et coloration : Nos lames ont été débarrassées de la paraffine en les
déposant dans un bain de xyléne pendant dix minutes suivi de deux bains d’alcool 95°
pendant dix minutes chacun avant d’étre rincées a 1’eau courante pendant dix minutes. La
coloration des coupes a été réalisée avec de une solution d’hémalun de Meyer pendant dix
minutes, rincées a 1’eau puis recolorées avec de 1’éosine dont la concentration est de 12¢/1
additionné de quelques gouttes d’acide nitrique, pendant dix minutes suivi d’un autre
rincage. Les lames sont ensuite passées dans des bains successifs de trois minutes chacun,
deux dans I’alcool 95°, un dans un mélange (alcool/xyléne) avant de passer dans trois
bains de xyléne.

s Montage : Les lames colorées doivent étre protégées par des lamelles ; il est donc
nécessaire d’interposer entre lame et lamelle un milieu de montage (goutte d’EIKIT) afin
d’éviter le desséchement et d’assurer la meilleure conservation possible.

7/

¢+ Observation : les lames ainsi prétes, I’observation a pu étre faite avec aisance.

2.6. Analyse immunogénétique
2.6.1. Marqueurs génétiques
2.6.1.1. Préparation des échantillons de P. cultrifera avant extraction de ’ADN

Nous avons utilisé 10 individus de P. cultrifera de chaque population, puis on a choisi des
fragments de méme taille de 10 mg pour chaque répétition. A 1’aide d’un papier absorbant
nous avons absorbé 1’alcool des tissus afin d’obtenir des tissus secs. Nous avons ensuite coupé
en fines lamelles les tétes pour faciliter la digestion par I’enzyme et enfin, nous avons déposé
les tissus dans une plaque 96 Well standard microplate et fermer la plague avec un tapis 96
cap seeling mats.
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2.6.1.2. Extraction de I’ADN génomique

La technique d’extraction utilisée est celle basée sur le CTAB (Canadian Centre for DNA
Barcoding) (Winnepenninckx et al. 1993). Ce protocole a été modifié et adapté aux annélides.
Ajouter 0,5 ml de protéinase K (10 mg/ml) a10 mg de tissus broyé dans 5 ml de la solution
d’extraction 2xCTAB (4gr :2% CTAB, 20 ml : 1M tris-Hcl , Ph 8.0, 8ml : 20 mM EDTA , pH
8.0, 16,4 gr: NaCl, QSP : 200ml).). Incubation de la plague pendant toute une nuit a 56°C
dans une chambre humide et la protéger avec un film. Le lendemain, Centrifugation a 1500 g
(RCF) pendant 5 min. Transférer 50ul du surnageant dans une nouvelle plaque propre.
Rajouter 100ul (PBB) Plant Binding Buffer (Binding Buffer : 80 ml, H,O : 16ml). Incubation
pendant 5min a temperature ambiante. Mélanger avec la micropipette 5 a 10 fois. Prendre
150ul du mélange et le mettre dans une plaque micro-filter watman 800 et en dessous mettre
un filtreur. Centrifuger pendant 5min a 5000g. rajouter 180 ul PWB (Protein Wash Buffer)
(Binding Buffer : 50m, EtOH 96% : 50 ml). Centrifugation 5000 g pendant 2min. rajouter
750 pl de WB (wash buffer) (EtOH 96% : 300 ml, 1M NaCl: 23.75 ml, 1M tris-HCI , pH 7.4 :
4.75ml, 0.5M EDTA, pH 8.0 : 0.475 ml). Centrifugation 5000g pendant 5 min. Incubation a
56°C pendant 30min. Centrifugation pendant 5 min a 1500g. Rajouter 60ul H,O dans chaque
puits en dessous d’une nouvelle plaque standard. Laisser a température ambiante pendant
1min. Centrifugation 5000g pendant 5min. L’ ADN récupéré est purifié¢ et quantifié par dosage
spectrophotometrique a 260 et 280 nm. L’intégrité de I’ADN génomique extrait est controlée
sur gel d’électrophorese.

2.6.1.3. PCR (Polymerase chain reaction)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) consiste en I'amplification exponentielle d'un fragment
d'ADN spécifique par copies multiples a l'aide de deux amorces spécifiques (petites séquences
oligonucléotidiques en général de 20 nucléotides) et d'une enzyme, la Tag ADN polymérase.
Mise au point en 1985 par Karry Mullis, elle permet de repérer un fragment d'’ADN ou de
géne précis, méme présent en quantité infime dans un mélange, puis de le multiplier
rapidement. Il s’agit d’une réplication in vitro de séquence spécifique d’ADN dite d’intérét ou
ADN cible a partir d’un extrait d’ ADN (ADN matriciel). La PCR utilise de manicre répétitive
la propriété des ADN polymérases de ne pouvoir synthétiser un brin complémentaire d'’ADN
qu'a partir de ’extrémité 3'OH d’une amorce. La PCR repose sur trois étapes qui sont
indispensables pour toute synthése d’ADN et qui sont répétées plusieurs fois : denaturation de
I’ADN matrice, hybridation des amorces a I’ADN cible dénaturé et élongation des amorces
par I’ADN polymérase. Tous les ¢léments nécessaires a la réaction sont regroupés dans un
microtube qui sera soumis aux différentes températures correspondant a chaque étape. La
quantité d'’ADN étant multipliée par deux a chaque cycle, au fil des cycles la quantité d’ADN
va augmenter de fagcon exponentielle. On obtient, théoriquement 2n copies de la séquence
cible pour n cycles. Cette réaction necessite des oligonucléotides (amorces) s'hybridant avec
les extrémités 3' de la portion de la séquence a amplifier, une enzyme ADN polymérase, des
nucléotides ou dNTP (déoxyribonucléotides triphosphates: dATP, dGTP, dTTP, dCTP) et un
milieu réactionnel contenant une concentration précise en Magnésium sous forme de MgCl2,
un élément clef de I'efficacité de la réaction intervenant en tant que cofacteur enzymatique.
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L'enzyme assurant I'amplification est une ADN polymérase dont la plus utilisee est la Taq
DNA polymérase issue de la bactérie thermophile Thermus aquaticus. Les produits utilises
lors de cette réaction d’amplification sont les suivants : ANTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 10
umol chacun= 100 mM, préparation d’1 mL de NTP 500 uM chacun pour une utilisation a
100 uM final (5uL dATP + 5uL dTTP + 5uL dGTP + 5uL dCTP + 980 pL H20 UP stérile),
Taq DNA polymérase Su.pul-1. Les amplifications ont été réalisées a [’aide d’un
thermocycleur (Figure 31).

Figure 31. PCR ou thermocycleur utilisé pour la réaction d’amplification de I’ ADN.

Les PCR ont été réalisées suivant le protocole du Kit puReTaq Ready-To-Go PCR beads
(Amersham). 100 ng d’ADN matrice ont été utilisés. La réaction de PCR se fait en présence
des composantes suivante : 5ul : dream taq buffer (x10), 4pl : ANTP (2mM), 5ul : Amorces
(2uM) utilisees (Tableau 7), 10 ul ADN génomique, 0,2 pl : dream taq polymérase. Les
¢tapes d’amplification sont constituées d’une dénaturation de 1 min a 95°C, d’une hybridation
de 1 min a une température variable suivant les amorces utilisées et d’une élongation de 1 min
a 72°C. cycles d’amplification sont effectués par PCR. Le programme comporte quarante
cycles.

Tableau 7. Liste des oligonucléotides et les températures d’hybridation utilisées lors de la
réaction de PCR.

Nom de I’amorce Température d’hybridation
(¢C)
Cytochrome B (Cytb) 50

e Electrophorése sur gel d’agarose
La quantit¢ d’ADN obtenue (produits de PCR) est déposée sur un gel d’électrophorese.
Les ¢lectrophoreses sont réalisées sur un gel d’agarose (1 %) en présence d’un tampon de
migration TAE 1X (4,84 g Tris ; 1,14 ml acide acétique ; 2 ml EDTA 0,5M) et de bromure
d’éthidium (BET) qui est un intercalant de I’ADN et permet la visualisation de celui-ci sous
rayonnement Ultra Violet (UV). L’ADN migre dans le gel d’agarose de la cathode vers
I’anode (les acides nucléiques étant chargés négativement dans la gamme de pH utilisée). Un
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courant d’environ 100 volts est appliqué aux bornes de la cuve. A I'issue de la migration,
I’ADN est visualisé sous U.V et photographi¢ a I’aide d’une caméra Polaroid MP4. La taille
du fragment est déterminée par comparaison avec le marqueur de taille qui a migré sur le
méme gel.

e Préparation des gels :

1.4 g d’agarose sont fondus a ébullition dans 100 mL de tampon d’électrophorése TBE 0.5%
(Tris base 44.5 mM, acide borique 44.5 mM, EDTA 1 mM). Apres refroidissement, le gel est
coulé dans la cuve a électrophorése. Une fois pris en masse dans la cuve, il est recouvert de
tampon d’électrophorese (TBE 0.5x).

Les échantillons sont lestés par un dixieme du volume de tampon de charge 10x (10 pL
d’ADN + 1 uL de tampon de charge) et déposés dans les puits du gel (Figure 32) dont I’'un
contient de I’ADN utilis¢ comme marqueur de taille (1kb DNA ladder). Le bleu de
bromophénol contenu dans le tampon de charge, migre comme un fragment de 300 pb dans
un gel a 0,8% d’agarose et permet de suivre la progression de I’électrophorese (Métais, 1996).
A la fin de la migration, le gel est placé pendant 15 minutes dans un bain d’eau UP contenant
0,51ug/ ml de bromure d’éthidium (BET) pour permettre la visualisation des bandes d’ADN
grace a la fluorescence rouge-orangé du complexe acides nucléiques-BET excité par la
lumiére ultraviolette (312 nm). Le gel est par la suite photographié sur une table UV.

Figure 32. Petite cuve a €électrophorése Figure 33. Progression des échantillons d’ADN
déposés dans les puits de gels (de I’anode
vers la cathode).

2.6.1.4. Séquencage automatique

Le séquencage d’un ADN consiste en la détermination de la succession des nucléotides
qui le composent. Le séquencage a été réalisé grace a un séquenceur automatique (3130
Applied-Biosystems) capable de faire les réactions de séquence et de lire les résultats. Cette
méthode requiert I'utilisation des nucléotides fluorescents marqués par 4 fluorochromes
différents. Une fois la réaction de séquence est terminée, la taille des fragments obtenus est
déterminée par une chromatographie. Le séquenceur detecte la fluorescence sortant des
colonnes de chromatographie, repérant ainsi les fragments d’ADN et leur taille précise. Le
résultat est présenté par la machine sous forme de courbes représentant la fluorescence
détectée, a chaque marqueur correspond une couleur de courbe (rouge pour T, vert pour A,
bleu pour C et noir pour G). Les réactions de séquences sont réalisées en microplaques de 96
puits sur thermocycleur (Perkin Elmer) dans un volume final de 10 pl contenant le produit de
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PCR traité (10 ng), 1 pl du tampon de I’enzyme « Big Dye buffer», 1,5 pl d’un « mix »
(enzyme, dNTP, ddNTP marqués), 1,6 pl Amorces (2 pM), 2 pl: produit PCR. Le
programme de la réaction comporte 25 cycles : 1 min de dénaturation a 96°C, 5s
d’hybridation a 50°C et 4 min d’élongation a 60°C. Les produits sont précipités en présence
d’EDTA 5ul (125 mM) et 60 pl d’éthanol 100%. Aprés agitation, les produits sont gardés
pendant 15 min a température ambiante avant d’étre centrifugés, a 3000 g pendant 30 min a 4
°C. Juste apres l’arrét de la machine, retourner d’un coup sec la plaque pour éliminer le
surnageant. Centrifuger ensuite la plaque a I’envers pendant 2 min a 200 g. Vérifier qu’il ne
reste plus d’alcool dans les puits. Remettre ensuite les échantillons en suspension en rajoutant
20 pl de formamide (Applied Biosystems). Puis passage sur le séquenceur capillaire (Figure
34) aprés avoir dénaturé la plague 5min a 94°C.

i S

550, PR 2. T U . U .. T S ... W ..
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Figure 34. séquenceur automatique et séquences obtenues apres séquencage.
» Méthodes statistiques et analyse moléculaire

Ces analyses ont été réalisées avec le programme DNAsp. Afin de déterminer le nombre
de sites nucléotidiques montrant de la variation dans un échantillon de séquences d’individus
de la méme population ou de populations différentes, le nombre moyen de sites polymorphes
entre paires de séquences et la moyenne non corrigée des différences des séquences prises 2 a
2 ont été déterminés.

» Outils d’analyses bioinformatiques

a. Les Banqgues de séquences nucléiques : La banque de données consultée au cours de
cette étude est GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov) (Bethesda, Etats-Unis).

b. Les programmes bioinformatiques de traitement des séquences nucleiques : La
recherche de similitudes entre les séquences nucleiques dans une banque de données
est réalisée par le biais d’un Blast (Basic Local Alignment Search Tool). Le site
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) permet I’utilisation de cette application en
acces libre. Les alignements de séquences sont traités avec logiciel Codoncode
aligner (v 5.0.2) licence disponible au niveau du laboratoire Génétique et Evolution
des Populations Végétales (GEPV) et aligner a 1’aide du logiciel bioedit v5.
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Chez les Annélides polycheétes les cellules ceolomiques responsables des mécanismes
de défenses cellulaires semblent étre représentées essentiellement par les cecelomocytes, Le
but de I’é¢tude de ces ccelomocytes est de comparer des différents types de ces cellules
immunitaires existant dans le littoral est algérien et la manche francaise.

2.6.2. Les ceelomocytes

Les ovocytes qui évoluent librement dans le coelome sont entourés par de nombreuses
cellules somatiques appelées cceelomocytes. Ces derniers ¢léments ne présentent jamais
d'intrications étroites avec les cellules germinales et de ce fait ne peuvent donc étre assimilés
a des cellules folliculeuses (Dhainaut, 1970 a).

Un travail récent (Dhainaut, 1984) a permis de différencier 6 types cellulaires parmi les
ceelomocytes de Néréidiens. Sur ces 6 classes, 3 sont plus fréquemment rencontrées : les
granulocytes de type 1 et Il et les éléocytes. Ces différentes catégories de cellules présentent
une activité phagocytaire importante et joueraient donc ainsi un réle important dans le
processus d'épuration du milieu intérieur. De méme celles-ci se caractérisent par leur capacité
a incorporer activement des produits provenant de la digestion et relargués dans le liquide
ceelomique (Dakhama, 1983). Inversement, le role des ccelomocytes dans I'élaboration des
réserves ovocytaires a également été pressenti chez les Annélides ( Eckelbarger, 1976). Cette
fonction, jusqu'a présent unique ment supposée, a été principalement attribuée aux éléocytes,
categorie la plus abondante chez les Néréidiens.

En effet, un certain épuisement des importantes réserves éléocytaires (principalement
glycogene et lipides) semblent accompagner la maturation génitale. Ces cellules pourraient
donc participer au maintien d'un certain équilibre dans le milieu ceelomique : les réserves des
éléocytes proviendraient de métabolites issus d'une part du catabolisme des produits
phagocytés et d'autre part d'un processus de capture d'un matériel d'origine "digestive", puis
seraient utilisées pour assurer la présence dans le liquide cecelomique d'éléments simples
nécessaires aux métabolismes des cellules coelomiques et plus particuliérement des ovocytes.
La fonction "régulatrice™ du milieu intérieur décrite ci-dessus ne serait cependant pas la seule
remplie par les coelornocytes. Comme I'ont montré les résultats d'études métaboliques
(Porchet et al., 1979) autora- diographiques (Dhainaut, 1984) et immunologiques (Dhainaut et
al., 1984) ces cellules, et plus particulierement les éléocytes, synthétisent un matériel
protéique qui est ensuite excrété dans le milieu environnant. Elles pourraient ainsi représenter
le site de synthése des substances ovocytaires d'origine exogene. L'ensemble de ces données
suggere donc le réle primordial pouvant étre rempli par les cellules somatiques dans' le cadre
des interrelations métaboliques entre l'ovocyte et son milieu. Cependant, au stade des
connaissances actuelles, il est encore difficile de définir avec exactitude la nature de ces
relations et seuls les résultats d'études plus approfondies pourront permettre de confirmer
certaines interprétations faites et ainsi amener a mieux comprendre les mécanismes
coelomiques mis en ceuvre dans le cadre du développement ovocytaire.

2.6.2.1. Observation des ceelomocytes
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2.6.2.1.1. Coloration vitale au rouge neutre 2%

On prépare une solution de rouge neutre (2 gr de rouge neutre dans 100 ml d’H,0
distillée). Ensuite, on ajoute 5 ul du liquide ceelomique et 5 pl de la solution au rouge neutre,
le mélange est monté entre lame et lamelle. On utilise cette préparation pour observation au
microscope photonique (LEICA ICC50 HD).On prépare une chambre humide (papier imbibé
d’eau dans une boite de pétri) afin de ne pas sécher la lame.

2.6.2.1.2. Coloration par frottis sanguin

Apres avoir déposé une goutte du liquide ceelomique a I’extrémité de la lame, on
procéde a un étalement par 1’utilisation d’une lamelle sur la lame, sécher et passer a la fixation
dans de I’alcool absolu (Fix-Ral) pendant quelques secondes. Une fois la lame égouttée sur
papier filtre, on plonge rapidement la lame dans la solution au rouge (Eosine-Ral) et on
égoutte sur papier filtre. La derniére étape est marquée par une coloration au liquide bleu
(Bleu-Ral) des cellules et un ringage de la lame a 1’eau distillée. Aprés séchage, on passe a

I’observation et a la prise des photos grace au microscope doté de caméra numérique (LEICA
ICC50 HD).

2.7. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont représentés par la moyenne suivie de 1’écart type des échantillons
biologiques.

La régression linéaire ainsi que I’analyse de la variance a un et a deux critére de classification
ont été réalisée respectivement grace au logiciel MINITAB version 16 francaise.

L’analyse de la variance a un critere de classification (ANOVA) a été utilisée afin de
comparer les mois de chaque site et les mois des trois sites. Cette analyse a été appuyée par le
test de Tukey.

La comparaison des effets (mois et site) a ét¢ effectuée par ’analyse de la variance (ANOVA)
a deux critéres de classification.
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3. RESULTATS

3.1. Les parametres physico-chimiques

D’aprés I’examen des différents paramétres physico-chimiques mesurés in situ au niveau des
trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint Cloud), et Skikda (Stora), dans une
période s’étalant de Janvier a Décembre 2012, on remarque :

Tableau 8.Variations mensuelles des parametres physico-chimiques (température, salinité,
oxygene dissout et pH) de ’eau de mer prélevés dans les trois sites d’étude : El-Kala (EI-
Mordjene) (a), Annaba (Saint-Cloud) (b), et Skikda (Stora) (c), de Janvier a Décembre 2012

Site
Vo @ | b  @© @@ | b | @ |[®G|C|@]®B/| (@
0is
Janvier 125 | 122 | 114 | 334 | 31,3 | 324 81 (71|63 |78 |74 | 71
Février 143 | 139 | 144 | 358 | 326 | 347 | 84 |75 | 42 | 86 | 88 | 8,3
Mars 16,2 | 15,7 | 153 | 325 | 334 | 31,7 87 |701| 47 81|76 | 87
Avril 185 | 16,9 | 19,2 | 36,4 | 344 | 365 | 88 |51 |54 |89 |85 | 81
Mai 183 | 184 | 173 | 39,7 | 405 | 419 | 71 |64 | 56 | 81 | 80| 87
Juin 237 | 221 | 21,7 | 423 | 429 | 428 88 | 72|51 |85 (83| 81
Juillet 266 | 255 | 27,3 | 41,7 | 425 | 431 84 | 54| 32 |84 |84 | 82
Aot 26,2 | 241 | 245 | 374 | 398 | 401 | 81 |54 | 36 |83 |79 | 77
Septembre 194 | 20,8 | 176 | 346 | 348 | 331 | 85 |57 | 42 | 79|81 | 83
Octobre 205 | 19,2 | 186 | 315 | 327 | 354 | 84 |51 | 46 |82 | 78| 75
Novembre 208 | 236 | 197 | 361 | 308 | 33,7 | 89 |71 |51 |84 | 77| 81
Décembre 147 | 133 | 132 | 279 | 301 | 298 | 86 |66 | 57 | 7,7 | 82 | 8,3

Pendant la période d’étude, les températures de 1’eau de mer évoluent d’une maniére similaire
au niveau des trois sites avec des fluctuations selon les saisons. Les températures les plus
basses sont enregistrées durant I'niver et l'automne avec des minimums enregistrés au mois
Janvier avec 12,5 °C a El-Kala (EI-Mordjéne), et 12,2 °C a Annaba (Saint-Cloud), et 11,4 °C
a Skikda (Stora). Par contre, les températures les plus élevées ont été observées en été avec
des valeurs maximales de 26,6°C a El-Kala (EI-Mordjene) 25,5°C a Annaba (Saint-Cloud) et
27,3°C a Skikda (Stora) pendant le mois de juillet (Figure 35).
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Figure 35. Variations mensuelles de la température (C°) de I’eau de mer prélevée dans les
trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud), et Skikda (Stora), de
Janvier a Décembre 2012.

La moyenne annuelle de ce parametre montre une température plus élevée au niveau du site
El-Kala (EI-Mordjéene) avec 19,33+4,60°C comparativement aux deux sites Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora) avecl8, 82+4,52°C et18, 29+ 4,58°C respectivement (Tableau9),

L’analyse de la variance ANOVA a un seul facteur contr6lé indique qu’il n’existe pas de
différences significatives entre les moyennes de la température dans les sites d’étude
(P>0,05). Le test de Tukey permet de classer les sites étudies en un seul groupe A (Tableau
9),

Les variations mensuelles de la salinité (mg/1) suivent la méme tendance au niveau des trois
sites, des valeurs minimales sont enregistrées en période hivernale et au début de la période
printaniére, avec un minimum en décembre pour le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), 27,9 mg/l et
30,1mg/l, 29,8 mg/l pour les deux sites Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora)
respectivement, Les valeurs les plus élevées ont été enregistrées en Juin au niveau des deux
sites El Kala (EI-Mordjéne) et Annaba (Saint-Cloud) avec un maximum de 42,3 mg/l, 42,9
mg/l respectivement. La valeur maximale a été enregistrée en Juillet avec 43,1mg/l pour le
site Skikda (Stora) (Figure 36).

La moyenne annuelle de ce paramétre montre une salinité plus élevée au niveau du site
Skikda (Stora) avec 36,25+4,61 mg/l comparativement aux deux sites : El-Kala (EI-Mordjéne)
et Annaba (Saint-Cloud) avec 35,25+4,52mg/l et 35,47+4,62 mg/l respectivement (Tableau
9).
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Figure 36.Variations mensuelles de la salinité¢ (mg/l) de ’eau de mer prélevée dans les trois
sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) de Janvier a
Décembre 2012.

L’analyse de la variance ANOVA a un seul facteur contr6lé indique qu’il n’existe pas
de différences significatives entre les moyennes de la salinité mesurées dans les sites d’étude
(P>0,05), Le test de Tukey permet de classer les sites étudiées en un seul groupe A (Tableau
9).

Les teneurs en Oxygene dissous, montre des variations trés importantes entre les sites
étudiées, Le site d’El-Kala (EI-Mordjene) montre des valeurs élevées avec un maximum de
8,9 mg/1 au mois de Novembre suivi d’une diminution importante enregistrée au mois de Mai
avec 7,1 mg/1. Le site Annaba (Saint-Cloud) présente d'importantes fluctuations au cours des
mois avec un pic au mois de Février 7,5 mg/l suivie d’une diminution au mois d’Avril avec
5,1 mg/1, au niveau du site de Skikda (Stora), une diminution importante est enregistrée au
mois de Juillet avec une valeur de 3,2 mg/l et un pic au mois de Janvier avec 6,3mg/1 (Figure
37).

La moyenne annuelle de ce parametre montre un oxygeéne dissout plus élevé au niveau du site
El Kala (EI-Mordjéne) avec 8,33+£0,43mg/l comparativement aux deux sites d’ Annaba (Saint-
Cloud) et de Skikda (Stora) avec 6,32+0,89 mg/l et 4,46+1,07 mg/l respectivement (Tableau
9).

Le test de Tukey permet de classer les sites étudiés en trois classes: la classe A,
regroupe le site d’El-Kala (EI-Mordjene), la classe B regroupe le site d’ Annaba (Saint-Cloud),
et la classe C regroupe le site de Skikda (Stora), qui présente les teneurs d’Oxygéne dissous
les plus faibles (Tableau 9).
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Figure 37.Variations mensuelles de la concentration en oxygéne dissout (g/1) de I’eau de mer
prélevée dans les trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud)et Skikda
(Stora) de Janvier a Décembre 2012.

L’analyse de la variance indique qu’il y a une différence trés hautement significative
(P<0,001) entre les moyennes de I’oxygene dissous enregistrées au niveau des sites d’étude
(Tableau 9).

Les mesures du pH montrent des variations relativement constantes au niveau des trois sites,
avec un pH légerement alcalin. Le pH varie entre un pH minimum de 7,9 et un pH maximum
de 8,9 a El-Kala (EI-Mordjene), et entre 7,4 comme valeur minimale et 8,8 comme valeur
maximale a Annaba (Saint-Cloud), et enfin 7,1 comme valeur minimale et 8,7comme valeur
maximale a Skikda (Stora) (Figure 38).

La moyenne annuelle de ce paramétre montre un pH plus élevé au niveau du site El-Kala (El-
Mordjéne) avec 8,16+0,41 mg/l comparativement aux deux sites Annaba (Saint-Cloud) et
Skikda (Stora) avec 8,07+0,40 mg/l et 8,12+0,48 mg/I respectivement (Tableau 9).
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Figure38.Variations mensuelles du pH de I’eau de mer prélevées dans les trois sites d’étude : El-
Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) de Janvier a Décembre 2012.

L’analyse de la variance ANOVA a un seul facteur contr6lé indique qu’il n’existe pas de
différences significatives entre les moyennes du pH dans les sites d’étude (P>0,05), Le test de
Tukey permet de classer les sites étudiées en un seul groupe A (Tableau 9).

Tableau 9. Traitement statistique des paramétres physico-chimiques (température, salinité,
oxygene dissous, et pH) de 1’eau de mer prélevés dans les trois sites d’étude,

El Kala 19,33+4,60 A 35,25+¢4,52 A 8,3310,43 A 8,12+0,48 A
Annaba 18,82+4,52 A 35474462 A 6,32+0,89 B 8,07+0,40 A
Skikda 18,29+4,58 A 36,25+4,61 A 4,46+1,07 C 8,16+10,41 A
P 0,878 NS 0,855 NS 0,000 *** 0,901 NS

NS : non significative (P>0,05) ;*: tres significative (P<0,05); **:
(P<0,01) ; *** : Tres hautement significative (P<0,001).

hautement significative

3.2. Inventaire et biodiversité

Afin de réaliser I'inventaire faunistique des trois sites d’étude, nous avons identifié¢ les
différents groupes zoologiques récoltés durant la période d’étude sur deux années de janvier
2012 a décembre 2013, La répartition des especes est assez homogéne au niveau des deux
sites ; Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora), Néanmoins, une diversification plus
importante et une abondance numérique est observée au niveau du site d’El-Kala (El-
Mordjéne), Nous avons pu recenser 117 especes de macroinvertébrés au niveau des trois sites
(Figures 39 et 40).

Le tri des récoltes échantillonnées au niveau des sites d’étude nous a permis d’identifier les
especes suivantes :

63



RESULTATS

Les Néreidae

Nereis falsa (53mm)

Perinereis macropus (74mm)

Nereis diversicolor (70 mm)

Annélides polychetes

Lepidonotus clava (12mm)

Scolelepis squamata (55mm)
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Amphitrite gracilis (15mm) Lumbrinereis (20mm)

Non identifiées

Faune associée

£

Duodora graeca Patella sp Tricolia speciosa Mitylus galloprovincialis

Eriphia verrucosa Isopoda sp Amphipoda sp

Figure 39. Espéces identifiées da la faune associée au niveau des trois sites d’étude : El Kala
(EI-Mordjéene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora).
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L’inventaire de la flore associée & P.cultrifera nous a permis d’identifier les types d’algues
suivantes :

Corallina elongata Colpomenia sinuosa Ulva Lactuca

Figure 40. Espéces identifiées de la flore au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-
Mordjene), Annaba (Saint-Cloud), et Skikda (Stora).

3.3. Indices écologiques

Les indices écologiques étudiés sont les indices de composition et les indices de structure
enl’occurrence : l'abondance, la richesse totale, la fréquence centésimale, la diversité et
I'équitabilité,

3.3.1. L’abondance

Le nombre d'individus des différentes espéces est trés variable, Pour la famille des Nereidae,
les especes retrouvées en grand nombre dans tous les sites est Perinereis cultrifera. L’espéce
Perinereis macropus aussi retrouvée en grand nombre surtout durant I’année 2012 avec 403 et
203 individus dans les deux sites El-Kala (ElI-Mordjéne) et Annaba (Saint-Cloud)
respectivement, par contre, en 2013, une diminution importante du nombre de cette espéce a
été enregistree.

Concernant 1’espéce Nereis falsa, durant 1’année 2012, une abondance moyenne a été
remarqué dans les deux sites El Kala (EI-Mordjéne) et Skikda (Stora) avec 35 et 13 individus
respectivement , par contre, durant I’année 2013, I’abondance de cette espéce est trés marquée
mais dans les deux sites El-Kala (EI-Mordjene) et Annaba (Saint-Cloud).

Platynereis dumerilii est présente avec un nombre faible variant entre 9 et 15 individus durant
les deux années 2012 et 2013.

L’espéce Nereis diversicolor présente une abondance faible dans les deux sites El-Kala (EI-
Mordjene) et Skikda (Stora) variant entre 23 et 16 individus respectivement et en 2013
I’abondance varie entre 14 et 20 individus mais dans les deux sitesEl-Kala (EI-Mordjéne) et
Annaba (Saint-Cloud). Cependant, pour les Autres familles d’Annélides; le Nombre
d'individus (ni) des différentes especes récoltées de janvier 2012 a décembre 2013 est trés
faible, variant entre 0 et 10 individus dans le site d’El-Kala (EI-Mordjéne) et presque nulle
dans les deux autres sites : Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) (Tableau 10).

Concernant la faune associée, chez les Mollusques, | espéce Mitylus galloprovincialis sont
les plus abondants dans les trois sites et durant les deux années, cependant, chez les
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Arthropodes les deux espéces amphipoda sp et les isopoda sp sont les plus abondants, La
flore présente des abondances similaires dans les trois sites et durant les deux années.

Tableau 10. Nombre d'individus (ni) des différentes especes recoltées de janvier 2012 a

décembre 2013 au niveau des trois sites d’étude :

Cloud) et Skikda (Stora).

El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-

Famille Site | EI-Kala | Annaba | Skikda | El-Kala | Annaba | Skikda
Espéce

Perinereis cultrifera 289 245 190 214 142 78
Peinereis macropus 403 203 0 18 0 11
Néreidae Nereis falsa 35 0 13 134 137 0
Platynereis dumerilii 9 0 0 15 0 0
Nereis diversicolor 23 16 0 20 14 0
Aphroditidae Lepidonotus clava 0 0 9 0 0 7
Spionidae Scolelepis squamata 9 2 1 10 3 1
Lumbrineridae | Lumbrinereis sp 8 1 0 7 0 9
Terebellidae Amphitrite gracilis 3 0 0 8 0 0

Tableau 11. Nombre d'individus (ni) des différentes especes recoltées de janvier 2012 a
décembre 2013 au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora).

2012 2013

Embranchement Site | El-Kala | Annaba Skikda | El-Kala Annaba | Skikda

Espece

Diodora graeca 23 4 22 22 3 21

Tricolia speciosa 15 4 22 21 2 23
Mollusques Patella sp 50 17 11 44 22 11

Mitylus galloprovincialis 489 244 134 324 233 165

Eriphia verrucosa 3 2 1 2 3 4
Arthropodes Isopoda sp 55 43 23 76 34 22

Amphipoda sp 23 22 21 23 45 55

Nous avons effectué par la méme occasion un inventaire de la flore partageant le méme
habitat de ces especes représenté ci-dessous,
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Tableau 12. Especes floristiques identifiées au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (El-
Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora).

Embranchement Site | El Kala | Annaba | Skikda | El Kala | Annaba | Skikda
Espéce
Chlorophyta Ulva Lactuca 45 15 25 35 20 35
Rhodophyta Corallina elongata 30 55 40 45 50 40
Rhodophyta Colpomenia sinuosa 25 30 35 20 30 25

Pour I’année 2012, Les pourcentages des différents taxons, représentés dans les(figures 41,
42, et 43) révelentune dominance chez les annélides polychétes de Perinereis cultrifera au
niveau des trois sites avec une abondance de 94% a Skikda (Stora), Dans le site d’El-Kala
(EI-Mordjene),cette espécene représente que 38%et partage son milieu avec quatre autres
annélides polychétes, dont 53% Perinereis macropus, 5% Nereis falsa, 3% Nereis
diversicolor, par contre, Platynereis dumerillii ne représente que 1%, alors que, dans le site
d’Annaba (Saint-Cloud) Perinereis cultrifera représente 53% et partage son milieu avec deux
autres annélides dont 44% Perinereis macropus et 3% Nereis diversicolor.

Concernant les autres familles d’ Annélides : Scolelepis squamata représente la majorité des
espéces avec 45% dans le site d’El-Kala (EI-Mordjéne)et 67% dans le site d’ Annaba (Saint-
Cloud), suivie de Lumbrinereis sp avec 40% et 33% dans les mémes sites respectivement
;contrairement dans le site de Skikda (Stora), nous avons observé une dominance de
lepidonotus clava avec 90% et un faible pourcentage de scolelepis squamata avec 10%.

Concernant la faune associée, I’espéce Mitylus galloprovincialis représente la majorité des
mollusques avec plus de 71% sur les trois sites suivie de Patella sp avec 6 & 9% ; cependant,
sur les sites d’El-Kala (EI-Mordjene) et Skikda (Stora), nous avons observé une présence
rarissime de mollusque Tricolia speciosa et de Diodora graeca,

L’espéce isopoda sp représentent la majorité des arthropodes avec plus de51 % sur les trois
sites suivie de I’espéce amphipoda sp avec 28% a 47% ; cependant sur les trois sites,

nous avons observé une faible présence de I’espéce Eriphia verrucosa avec 2 a 4%. La
comparaison des différentes structures au niveau des trois sites révele une relation étroite
site/espece sur le plan répartition des différentes populations.
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® Perinereis cultrifera Perinereis macropus

= Nereis falsa ® Platynereis dumerilii

= Nereis diversicolor

5% 1% 39

53%

H Scolelepis squamata 4 Lumbrinereis sp

M Amphitrite gracilis

Néreidiens

Annélides polychetes

® Diodora graeca ® Patella sp

M Tricolia spéciosa Mitylus galloprovincialis

¥ Eriphia verrucosa ¥ |sopoda sp
4% 4% 2%
74%

® Ulva lactuca ™ Colpomenia sinuosa ™ Corallina elongata

Faune associée

Algues

Figure 41. Pourcentage des différents embranchements recensés a El-Kala (EI-Mordjéne) de
janvier a décembre 2012.
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H Perinereis cultrifera Perinereis macropus

= Nereis diversicolor

3%

44%

Scolelepis squamata

= Lumbrinereis sp

Néreidiens Annélides polychetes
® Dijodora graeca = Patella sp = Ulva lactuca B Colpomenia sinuosa
= Tricolia spéciosa Mitylus galloprovincialis Corallina elongata
® Eriphia verrucosa = [sopoda sp

1% 5% 1%

1%"

Faune associée

Algues

Figure 42. Pourcentage des différents embranchements recensés a Annaba (Saint-Cloud) de
janvier a Décembre 2012.
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® Perinereis cultrifera ™ Nereis falsa H Lepidonotus clava  H Scolelepis squamata

Néreidiens

Annélides polychétes

® Dijodora graeca = Patella sp

® Ulva lactuca -~ Colpomenia sinuosa ™ Corallina elongata
= Tricolia spéciosa = Mitylus galloprovincialis
® Eriphia verrucosa = Isopoda sp

1%

Faune associée

Algues

Figure 43. Pourcentage des différents embranchements recensés a Skikda (Stora) de janvier

a Décembre 2012.
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Pour ’année 2013, les pourcentages des différents taxons, représentés dans les figures (46, 47
et48) révélent une dominance chez les annélides polychétes de Perinereis cultrifera au niveau
des trois sites avec une abondance de 88% a Skikda. Dans le site d’El Kala (EI-Mordjene),
cette espece ne représente que 53% et partage son milieu avec quatre autres annélides
polychetes, dont 33% Nereis falsa, 5% Perinereis macropus ,5% Nereis diversicolor, par
contre, Platynereis dumerillii ne représente que 4%, alors que, dans le site d’Annaba (Saint-
Cloud) Perinereis cultrifera représente 48% et partage son milieu avec trois autres annélides
dont 47% Nereis falsa et 3% Nereis diversicolor.

Concernant les autres familles d’annélides : Scolelepis squamata représente la majorité des
espéces avec 100% dans le site d’Annaba (Saint-Cloud), contrairement dans le site d” El-Kala
(EI-Mordjene) nous avons observé la présence des trois especes, Scolelepis squamata avec
42% , Lumbrinereis sp avec 40% et des espéces Amphitrite gracilis de la famille des
Térébilidea avec 28% et dans le site de Skikda nous avons observé la présence des trois
especes : Amphitrite gracilis Lumbrinereis sp avec 53%, Lepidonotus clava avec 41% et
Scolelepis squamata avec un faible pourcentage 6%.

Concernant la faune associée : L’espéce Mitylus galloprovincialis représente la majorité des
mollusques avec plus de 75% sur les trois sites suivie de Patella sp avec 5 a 11% ; cependant
sur les deux sites El-Kala (EI-Mordjéne) et Skikda (Stora), nous avons observé une présence
rarissime de Tricolia speciosa et Diodora graeca avec 1a 10%.

Les Arthropodes amphipodes représentent la majorité des arthropodes sur les deux sites
Annaba et Skikda avec 55 et 68% respectivement, suivie des Arthropodes amphipodes avec
41 et 27%; contrairement, dans le site d’El -Kala (El-Mordjene), I’espéce amphipoda sp
représente la majorité des arthropodes avec 75 %, nous avons observé une faible présence de
I’espece Eriphia verrucosa avec 2 a 5%,

La comparaison des différentes structures au niveau des trois sites révele une relation
site/espéece sur le plan répartition des différentes populations,
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B Perinereis cultrifera B Perinereis macropus

= Nereis falsa ® Platynereis dumerilii

® Nereis diversicolor

4% 5%

5%

B Scolelepis squamata Lumbrinereis sp

= Amphitrite gracilis

Néreidiens

Annélides polychetes

H Diodora graeca ® Patella sp

= Tricolia spéciosa = Mitylus galloprovincialis

¥ Eriphia verrucosa ¥ |sopoda sp

5% 4% gy
4%

® Ulva lactuca ™ Colpomeniasinuosa ¥ Corallina elongata

Faune associée

Algues

Figure 44. Pourcentage des différents embranchements recensés a El-Kala (EI-Mordjéne) de
janvier a décembre 2013.
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B Scolelepis squamata

H Perinereis cultrifera © Nereis falsa ® Nereis diversicolor

5%

Néreidiens Annélides polychetes
® Diodora graeca = Patella sp
® Ulva lactuca  Colpomenia sinuosa = Corallina elongata
¥ Tricolia spéciosa Mitylus galloprovincialis
¥ Eriphia verrucosa ¥ [sopoda sp
1% 1%
1% 50%
30%
68%
Faune associée Algues

Figure 45. Pourcentage des différents embranchements recensés a Annaba (Saint-Cloud) de

janvier a Décembre 2013

74



RESULTATS

B Perinereis cultrifera ™ Perinereis macropus ® Lepidonotus clava u Scolelepis squamata

® Lumbrinereis sp

Néreidiens Annélides polychetes
® Djodora graeca = Patella sp
L UIva lactuca ® Colpomenia sinuosa ® Corallina elongata
B Tricolia spéciosa B Mitylus galloprovincialis
¥ Eriphia verrucosa ¥ [sopoda sp
7% 4%

7%
1%

Faune associée Algues

Figure 46. Pourcentage des différents embranchements recensés a Skikda (Stora) de janvier
a Décembre 2013.
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3.3.2. Richesse et abondance du peuplement

Les résultats montrent que la richesse totale n'est pas homogene dans les différents sites,Elle
varie de 11 a 15 especes, tandis que ’abondance du peuplement varie de 1437 4447 individus
et de 938 a 407 durant les deux années 2012 et 2013 respectivement(Tableau 13),

Tableau 13, Caractéristiques du peuplement des trois sites d’étude par la richesse spécifique,
la richesse totale et I'abondance,

2012 2013
Indice Richesse totale S Abondance Richesse totale S Abondance
écologique
Espéces peuplement N Espéces peuplement N
Site
El-Kala 15 1437 15 938
Annaba 12 803 11 638
Skikda 11 447 12 407

3.3.3. Fréquence centésimale

La frequence centésimale (F) de 1’espéce Perinereis cultrifera & Skikda (Stora) est de 93,6%
pour ’année 2012, et 87,64% pour I’année 2013, Néanmoins, 1’espéce Scolelepis squataam
représente une fréguence centésimale de 100% uniquement au niveau du site d’Annaba
(Saint-Cloud) en 2013.

Par ailleurs, en 2012, La fréquence centésimale (F) de 1’espece Lepidonotus clava a Skikda
(Stora) est de 90% durant I’année 2012 et de 41,18% en 2013. La fréquence des différentes
autres espéces sont presentes avec un faible pourcentage (Tableau 14).

Tableau 14, Fréquence centésimale (%) des espéces inventoriées dans les sites d'étude.

(Néreidiens, et Annélides polychétes)

2012 2013
Site El Kala | Annaba | Skikda | El Kala | Annaba | Skikda
Espece (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Perinereis cultrifera 38,08 52,8 93,6 53,36 48,46 87,64
Peinereis macropus 53,10 43,57 0 4,49 0 12,36
Nereis falsa 461 0 6,4 33,42 46,76 0
Platynereis dumerilii 1,18 0 0 3,74 0 0
Nereis diversicolor 3,03 3,45 0 4,99 4,78 0
Lepidonotus clava 0 0 90 0 0 41,18
Scolelepis squamata 45 66,67 10 40 100 5,88
Lumbrinereis sp 40 33,33 0 28 0 52,94
Amphitrite gracilis 15 0 0 32 0 0
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Concernant 1’espece Isopoda sp, la fréquence centésimale (F) est de 12,8 % a Annaba (Saint-
Cloud) en 2012, et 14,84% a El-Kala (EI-Mordjéne) en 2013. Amphipoda sp est présente dans
tous les sites avec une fréquence centésimale de 9,83% a Annaba (Saint-Cloud) en 2012 et de
13,16 et 18,27% a Annaba (Saint-Cloud) et Skikda —Stora) en 2013.

L’espece Mitylus galloprovincialis présente une fréquence centésimale variant entre 57,26%
et 72, 62% en 2012, et entre 54,82% et 68,13% en 2013 (Tableau 15).

Tableau 15. Fréquence centésimale (%) des especes inventoriées dans les sites d'études,
(Faune associées).

Site El-Kala | Annaba | Skikda El Kala Annaba Skikda

Espéce (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Diodora graeca 3,49 1,20 9,40 4,31 0,88 6,98
Tricolia speciosa 2,28 1,19 9,41 4,10 0,58 7,64
Patella sp 7,6 5,05 4,70 8,59 6,43 3,65
Mitylus galloprovincialis 74,32 72,62 57,26 63,28 68,13 54,82
Eriphia verrucosa 0,46 0,59 3,49 04 0,88 1,33
Isopoda sp 8,36 12,8 6,55 14,84 9,94 7,31
Amphipoda sp 3,49 9,83 8,98 4,49 13,16 18,27

3.3.4. Diversité et équitabilité

La diversité (H") des peuplements des trois sites dans le littoral Est Algerien varie de 0,161 Bit
a El Kala (EI-Mordjéne), a 0,12 Bit a Annaba (Saint-Cloud), et a 0,002 Bit a Skikda (Stora)
durant ’année 2012, Par contre en 2013,la diversité (H') varie de 0,575 Bit & EI Kala (El-
Mordjene), a 0,09 Bit a Annaba (Saint-Cloud) et de 0,4 Bit a Skikda (Stora),

L'équipartition (E) varie de 0,04 au niveau du site El Kala (EI-Mordjéne) , et de 0,03et
0,0006 au niveau des deux sites Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) respectivement
durant 1’année 2012, Pour I’année 2013,L'équipartition (E) varie de 0,14 a El Kala (El-
Mordjéne), et de 0,02, et 0,11 au niveau des deux sites Annaba (Saint-Cloud) et Skikda
(Stora) respectivement (Tableau, 16).

Tableau 16. La diversité (H") et I'équipartition (E) du peuplement de macroinvertebrés dans
les différents sites d’étude.

2012 El-Kala 0,161 0,04
Annaba 0,12 0,03
Skikda 0,002 0,0006

2013 El-Kala 0,575 0,14
Annaba 0,09 0,02
Skikda 0,4 0,11
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3.4. Parameétres morphométriques
3.4.1. Taille
3.4.1.1. Au niveau du littoral Est algérien

Les résultats obtenus par les mesures morphométriques montrent que les femelles
récoltées au niveau du site d’El Kala (EI-Mordjene) présentent les plus grandes valeurs
suivies des individus du site d’Annaba (Saint-Cloud) et du site de Skikda (Stora)
respectivement, la taille maximale est de 45 £ 2 mm au mois d’Avril chez les individus
récoltés au niveau du site d’El Kala (EI-Mordjéne) et une taille minimale de 18 + 4 mm
durant le mois d’Aodt chez les individus récoltés au niveau du site de Skikda (Stora) (Tableau
17).

Tableau 17. Mesures de la taille (mm) chez les femelles de P. cultrifera au niveau des
trois sites d’étude durant I’année 2012. (m s, n = 50).

Site EL Kala Annaba Skikda

Mois
Janvier 34+3 28+4 25+3
Février 36+4 3345 30+4
Mars 41+ 3 37+4 33+4
Avril 45+2 40+3 37+2
Mai 49+2 4442 40+2
Juin 39+3 36+3 3245
Juillet 37+3 31+4 26+3
Aot 25+4 22+3 18+4
Septembre 274 24+3 20+4
Octobre 29+5 263 25+4
Novembre 30+3 29+5 25+4
Décembre 33+5 30+4 28+3

La tendance linéaire de la variation de la taille en fonction du mois chez les femelles de
P. cultrifera au niveau des sites étudiés, montre que la taille des individus augmente a partir
du mois de Février atteignant une valeur maximale au mois de Mai au niveau de toutes les
sites étudiés, suivi d’une diminution de la taille durant les deux mois Juillet et Ao(t puis
augmente progressivement a partir du mois de Septembre dans les trois sites d’étude (Figure
47).
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Figure 47. Variations mensuelles de la taille (mm) chez les femelles de P. cultrifera au

niveau des sites d’étude durant ’année 2012.

L’analyse de la variance des variations mensuelles de la taille par le test de Tukey,
permet de comparer les différentes moyennes et de classer les sites en trois groupes dans les
mois : Janvier, Avril, Mai et Juillet. Le groupe A correspond au site d’El-Kala (EI-Mordjene),
ou les valeurs moyennes de taille sont les plus élevées, et le groupe AB qui renferme les
femelles du site d’Annaba (Saint Cloud), qui présentent des tailles intermédiaires entre les
femelles d’El Kala (El-Mordjene) et Skikda (Stora), et le groupe B correspond au site de
Skikda (Stora), qui représente les valeurs les plus faibles (Figure 48).

Le test de Tukey a permet de classer les sites en un seul groupe A durant les mois de
Février, Mars, Juin, Ao(t, Septembre, Octobre et Décembre (Figure 48).
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Figure 48. Variations mensuelles de la taille (mm) chez les femelles de P. cultrifera au
niveau des trois sites d’étude durant I’année 2012 (classification de Tukey).

L’ANOVA a un seul critere de classification montre qu’il y une différence non
significative durant les mois : Février (p = 0,312), Mars (p = 0,098), Juin (P = 0,155), Aodt (p
= 0,145), Septembre (p = 0,145), Octobre (P = 0,500), Novembre (P = 0,349) et Décembre (P
= 0,381), et une différence significative durant les mois: Janvier (P = 0,043), Avril (P =
0,017), et Juillet (P = 0.020) et une différence trés significative durant le mois de Mai (P =
0,004).

L’ANOVA a deux criteres de classification montre qu’il y a un effet trés hautement
significatif entre les mois et entre les sites mais aucune signification concernant I’ interaction
site/mois (Tableau 18).

Tableau 18. ANOVA a deux facteurs contr6lés de la taille chez les femelles de P.
cultrifera au niveau des trois sites d’étude.

Sources de la variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 4490,67 408,24 31,27 0.000***
Site 2 925,17 462,58 35,43 0.000***
Interaction : Site/Mois 22 80,83 3,67 0,28 0.999NS
Erreur résiduelle 72 940,00 13,06

Totale 107 6436,67

DDL : Degré de liberté ; SCE: Sommes des carrés des écarts ; CM : Carré moyen ; F obs. : Test de Fisher ; P :
Seuil de signification.

3.4.1.2. Au niveau de la Manche francaise

La taille des femelles de P. cultrifera récoltées au niveau de la Manche francaise est
plus importante que celle de la cote algérienne. Chez les individus de la manche francaise, la
taille varie entre 56,1245 ; 63,61+3,50 et 53,25+3,32 correspondant respectivement a Saint-
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Aubin, Saint-Pabu et Roscoff contre des tailles moyennes variables de 35,41+2 ; 31,66+3 et
28,25+3 correspondant a El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora),
(Figure 49),

Tableau 19. Mesures de la taille (mm) chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau
des trois sites de la manche francaise. (m £ s, n = 50).

w Saint-Aubin | Saint-Pabu Roscoff
Parametre

Taille (mm) 56,12+ 5 A 63,61+3.50 B 53,25+3.32 C

Le test de Tukey a permis de classer les sites de la manche francaise en trois groupes le
groupe A renferme le site de Saint-Aubin, le groupe B représente le site de Saint-Pabu et le
groupe C renferme le site de Roscoff.
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Figure 49. Variations annuelle de la taille chez les femelles de P. cultrifera récoltées au
niveau des trois sites de la manche frangaise (mzs ; n=50).

L’analyse de la variance ANOVA a un critére de classification montre une différence trés
significative entre les tailles des femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites de
la manche francgaise (Tableau 20).
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Tableau 20. Analyse de la variance a un seul facteur contr6lé de la taille des femelles de P.
cultrifera récoltées au niveau des trois sites au niveau de la manche francaise.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Factorielle 2 459,1 229,5 14,25 0,000***
Résiduelle 21 338,2 16,1

Totale 23 797,3

DDL.: Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM: Carré moyen ; F obs.: Test de Fisher ; P:
Seuil de signification

3.4.2. Nombre de sétigeres

3.4.2.1. Au niveau du littoral Est algérien

Les variations mensuelles du nombre de sétigéres chez les femelles prélevées des trois sites
montrent que chez les femelles d’El Kala (El-Mordjene), les valeurs sont trés proches
pendant les mois allant de Février jusqu'a Awvril, et varient entre 44 et 48 sétigeres, puis
augmentent en juin et en Juillet allant de 59 a 68 sétigeres , puis le nombre de sétigéres
diminue et varie entre 28 et 39 sétigéres.

Dans le site d’ Annaba (Saint Cloud), la plus grande valeur a été enregistré durant le mois de
Juillet avec 57 sétigeres, tandis que la plus faible a été enregistrée durant le mois d’ Aot avec
22 sétigeres.

Dans le site de Skikda (Stora), la plus grande valeur a été enregistrée durant le mois de
Juillet avec 50 sétigéres, tandis que la plus faible a été enregistrée durant le mois d’Aoft
avec 19 sétigéres. (Tableau 21)

Tableau 21. Variations mensuelles du nombre de sétigeres chez les femelles de P.cultrifera
(m % s; n=60), échantillonnées dans les trois sites : EI Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora) de Janvier a Décembre 2012.

Site El-Kala Annaba Skikda

Mois

Janvier 39+7 35+2 264
Février 45 +4 43+4 36+3
Mars 48+4 38+6 2914
Avril 4412 344 33+2
Mai 54+ 4 47+4 37+2
Juin 59+2 49+4 41+3
Juillet 68+3 5743 50 +4
Aolt 28+3 22+4 19 +3
Septembre 337 33+2 24+2
Octobre 36+4 29+3 27+3
Novembre 3416 372 306
Décembre 37+2 32+4 24+4
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La tendance linéaire de la variation du nombre de sétigeres en fonction de la période
d’étude chez les individus de P. cultrifera au niveau des sites étudies, montre que le nombre
de sétigéres des individus augmente jusqu’au mois d’Avril, atteignant un pic en Juillet ou le
nombre de sétigéres le plus élevé a été enregistrée au niveau du site El-Kala (EI-Mordjene)
(68 £ 3) (Figure 50).

0 —— El-Kala (EI-Mordjéne)
—=— Annaba (Saint-Cloud)
Skikda (Stora)

30 -
20 A
10 A
0
SIS
Mois

Figure 50. Variations mensuelles du nombre de sétigéres chez les femelles de P. cultrifera au
niveau des trois sites d’étude durant I’année 2012.

L’analyse de la variance des variations mensuelles du nombre de sétigéres par le test de
Tukey a permis de comparer toutes les moyennes et de classer les sites étudiés en deux
groupes durant les mois d’Avril et de Juillet. Le groupe A renferme le site d’EL-kala (EI-
Mordjene), et le groupe B regroupe les deux sites : Annaba (Saint -Cloud) et Skikda (Stora).

Le test de Tukey a permis de classer les sites étudiés en deux groupes durant le mois de Mai,
le groupe A renferme les deux sites El Kala (EI-Mordjene) et Annaba (Saint Cloud). Le
groupe B regroupe le site de Skikda (Stora).

Le test met en évidence trois groupes durant les mois de Janvier, Mars, Aodt, Octobre,
et Décembre. Le groupe A comporte les individus d’El-Kala (EI-Mordjene) qui présentent les
valeurs les plus élevées, et le groupe AB représente les individus du site d’Annaba (Saint -
Cloud), avec un nombre de sétigeres non différent de celui des individus du site EI Kala (El-
Mordjene) et des autres stations; le groupe B correspond au site de Skikda (Stora) qui
présente des valeurs inférieures a celles des autres sites.

On outre, le test de Tukey a permis de classer les sites étudiés en trois groupes durant le mois
de Juin, le groupe A correspond le site d’El-Kala (EI-Mordjene), le groupe B regroupe le site
d’ Annaba (Saint-Cloud) et le groupe C regroupe le site de Skikda (Stora).
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Figure 51. Variations mensuelles du nombre de sétigeres chez les femelles de P.
cultrifera au niveau des trois sites d’étude durant I’année 2012. (classification de Tukey).

L’ANOVA a un seul critére de classification montre qu’il y une différence significatife
durant les deux mois: Janvier (p=0,024) et Février (p=0,015), une différence hautment
significative durant les mois de Mars, Juin, Aolt et Novembre avec (p=0,002), et une
différence tres hautment significative durant les moisde Mai avec (p=0000) et les
mois d’Avril, Juillet, Septembre, Octobre et Décembre avec (p=0,001).

L’ANOVA a deux critéres de classification montre qu’il y a un effet trés hautement
significatif entre les mois et entre les sites, et un effet significatif pour I’interaction site/mois
(Tableau 22).

Tableau 22. ANOVA a deux facteurs controlés du nombre de sétigéres chez les
femelles de P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude.

Sources de la variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 9512,92 864,61 58,63 0,000%**
Site 2 2780,17 1390,08 94,24 0,000%**
Interaction : Site/Mois 22 557,83 25,36 1,72 0,045*
Erreur résiduelle 72 1062,00 14,75

Totale 107 13912,92

DDL : Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM : Carré moyen ; F obs : Test de Fisher ; P :
Seuil de signification.

3.4.2.2. Au niveau de la Manche frangaise

Le Nombre de sétigéeres des femelles de P. cultrifera récoltées au niveau de la Manche
francaise est plus important que celui de la cbte algérienne. Chez les individus de la manche
francaise, ce Nombre varie entre 86,87+2,53 ; 90+2,82 et 83+2,39 correspondant
respectivement a Saint-Aubin, Saint-Pabu et Roscoff contre des Nombres variables de 48 +5;
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41+4 et 356 correspondant a El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda
(Stora), (Figure 52),

Tableau 23. Mesures du Nombre de sétigeres chez les femelles de P. cultrifera récoltées au
niveau des trois sites de la manche francaise. (m £ s, n = 50).

ite Saint-Aubin Saint-Pabu Roscoff
Parame
Nombre de 86,87+2,53 A 90+2,82 AB 83+2,39 B
sétigeres

Le test de Tukey a permis de classer les sites de la manche francaise en trois groupes le
groupe A renferme le site de Saint-Aubin, le groupe AB représente le site de Saint-Pabu et le
groupe B renferme le site de Roscoff.
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Figure 52. Variations annuelle du Nombre de sétigeres des femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau des trois sites au niveau de la manche francaise (mzs ; n=50).

L’analyse de la variance ANOVA a un critére de classification montre une différence tres
significative du Nombre de sétigeres des individus de chaque population. (Tableau 24)
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Tableau 24. Analyse de la variance a un seul facteur contr6lé du Nombre de sétigéres des
femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites au niveau de la manche francaise.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Factorielle 2 151,8 75,9 4,44 0,025*
Résiduelle 22 358,8 17,1

Totale 23 510.5

DDL.: Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM: Carré moyen ; F obs.: Test de Fisher ; P:
Seuil de signification

3.4.3. Evolution annuelle de I’état sexuel

L’évolution de I’état sexuel de la population de Perinereis cultrifera dans les trois sites
au cours du cycle annuel allant de Janvier de I’année 2012 a Janvier de ’année 2013 est
représentée sur les figures 53A, 53B et 53C. Nous remarquons que la proportion des
individus males demeure au cours du temps faible, cela est a lier probablement au fait
qu’il est plus simple de différencier précocement les ovocytes plutdt que les amas de
spermatogonies. La proportion de femelles varie fortement et 1’évolution du pourcentage
des individus sexués en fonction du temps refléte la variation du ratio des femelles dans
la population totale.

La proportion des individus sexués est maximale durant la période allant de janvier
a avril dans les populations échantillonnées a Skikda (Stora) ; elle est en moyenne de
70% (Tableau 27).

Pour les populations échantillonnées a El —Kala (EI-Mordjene) et Annaba (Saint-Cloud), la
proportion des sexués est maximale de février & mai, elle est en moyenne de I’ordre de
80% a El-Kala (EI-Mordjéne)) (Tableau 25), 70% a Annaba (Saint-Cloud) (Tableau 26) et
68% a Skikda (Stora) (Tableau 27). A partir du mois de mai, la proportion des males et
des femelles diminue dans les trois populations récoltées, traduisant certainement la mort des
individus matures épitoques, ce qui correspond a la fin de la période de reproduction.
Il est a noter qu’une seconde diminution du pourcentage des individus sexués a lieu en
aolt (51,23%) dans le cas des populations échantillonnées a El-kala (EI-Mordjéne) et
(48,76%) a Annaba durant le méme mois et (52,41%) en septembre dans les populations
récoltées a Skikda (Stora). Cela est la conséquence directe de 1’apparition d’une nouvelle
génération d’individus indifférenciés dans les populations échantillonnées au cours de
cette periode.
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Tableau 25. Proportions des individus sexués par rapport a la population totale, et celles des
males et des femelles par rapport a la population sexuée au cours du cycle annuel (Janvier a
Décembre 2012) dans le site d’El-Kala (EI-Mordjene).

N Sexués(%) Males(%) Femelles(%)
Janvier 69,30 2451 4479
Février 87,40 37,13 50,27

Mars 80,01 21,97 58,04
Avril 83,12 20,93 62,19
Mai 72,04 23,15 48,89
Juin 65,19 18,43 37,76
Juillet 70,18 25,07 4511
Aolt 51,23 14,82 36,41
Septembre 64,72 30,22 34,50
Octobre 55,27 18,67 36,60
Novembre 54,13 15,33 38,80
Décembre 64,52 24,92 39,60
Janvier 71,15 20,57 50,58

Tableau 26. Proportions des individus sexues par rapport a la population totale, et celle des
males et femelles par rapport a la population sexuée au cours du cycle annuel (Janvier a
Décembre 2012) dans le site d’ Annaba (Saint-Cloud).

sexe
\ Sexués(%) Males(%) | Femelles(%)
Mois
Janvier 64,12 19,10 45,02
Février 78,66 29,02 49,75
Mars 69,56 21,17 48,39
Avril 72,84 16,23 56,61
Mai 76,20 24,83 51,37
Juin 59,24 19,69 39,55
Juillet 64,25 16,22 48,03
Aot 48,76 20,28 28,48
Septembre 57,31 14,11 43,20
Octobre 60,74 23,18 37,56
Novembre 55,49 18,80 36,69
Décembre 66,40 24,85 41,55
Janvier 58,42 29,34 29,08
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Tableau 27. Proportions des individus sexués par rapport a la population totale, et celle des
males et des femelles par rapport a la population sexuée au cours du cycle annuel (Janvier a
Décembre 2012) dans le site de Skikda (Stora).

N Sexués(%) | Males(%) | Femelles(%)
Janvier 61,40 32,25 29,15
Février 66,10 26,74 39,36
Mars 70,12 22,63 47.49
Avril 73,02 19,85 53,17
Mai 69,56 25,76 43,80
Juin 54,20 20,14 34,06
Juillet 59,75 27,94 31,81
Aolt 55,10 18,32 36,87
Septembre 52,41 32,17 20,24
Octobre 59,72 26,08 33,64
Novembre 67,64 21,52 46,12
Décembre 57,13 19,31 37,82
Janvier 62,68 24,17 38,51
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Figure 53. Evolution de I’état sexuel de P. cultrifera en fonction du temps : El-Kala (EI-Mordjéne)
(A), Annaba (Saint-Cloud) (B) et Skikda (Stora) (C).
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3.4.4. Evolution annuelle du poids frais essuyé
3.4.4.1. Au niveau du littoral Est algérien

Les courbes de variation du poids frais essuyé moyen de la population totale au cours du
cycle annuel, correspondant aux trois sites étudiés (Fig.54A, Fig 55A et Fig 56A),
montrent que le poids moyen des individus évolue de maniére sensiblement identique. Ce
dernier augmente graduellement a partir du mois de janvier jusqu’au mois d’avril puis
diminue progressivement jusqu’a juin pour se stabiliser en été et en automne (de juin
jusqu’a décembre).

D’aprés les figures (54B, 55B et 56B), nous remarquons que le poids frais moyen des
individus sexuellement indifférenciés appartenant respectivement aux populations
échantillonnées a El —Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) est stable
durant presque tout le cycle de vie, il est en moyenne de 0,199 a El- Kala (EI-Mordjéne), de
0,16g a Annaba et de 0,14g a Skikda. Cependant, a partir du mois d’ avril, le poids frais
moyen des indifférenciés diminue pour atteindre des valeurs minimales de I’ordre de
0,11g au cours du mois de juin, traduisant le recrutement des individus de la nouvelle
génération. Par ailleurs, I’évolution du poids chez les individus sexués affiche des courbes de
variation du poids frais moyen des males et des femelles au cours du cycle présentant
globalement le méme aspect.

Chez les populations provenant d’El-Kala (EI-Mordjéne) (tableau 28), nous constatons
une augmentation progressive du poids frais moyen des individus sexués a partir du mois de
janvier pour atteindre un maximum au mois de mars (fig 54A), les mémes observations ont
été constatées chez les populations des deux autres sites (tableaux 29 et 30) sauf que le
maximum de poids a eté signalé chez les femelles d’ Annaba (Saint-Cloud) au mois d’avril
(tableau 29 ; fig 55A). Au cours de cette période, le poids frais moyen des individus
sexues a El-kala (EI-Mordjéne) passe de 0,319+0.023 a 0,422+0.027g pour les males et
de 0,366+0,037g a 0,492+0,057g pour les femelles (tableau 28). Une forte diminution du
poids frais moyen est signalée au mois de juin qui est précédée par une diminution
progressive pendant les mois d’avril et de mai. Au cours de cette période, le poids frais
moyen des individus sexués passe de 0,344+0,034g a 0,231+0,0369 chez les males et de
0,472+0,059 a 0,296+0,028g chez les femelles. Cette chute est étroitement liée a la
mort des géniteurs épitoques représentés par des individus de poids élevé.

Il est a noter que cette derniére étape est moins marquée pour les femelles car elle
coincide avec la période de différenciation des femelles de la nouvelle génération ou ces
dernieres présentent dans leur contenu ccelomique les cellules germinales de petite taille
pendant les saisons estivale et automnale, période s’étalant de juillet a décembre ; le poids
frais moyen des individus sexués augmente pour atteindre des valeurs intermédiaires
suivi par une période stable entre septembre et décembre.
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Tableau 28. Variations annuelles du poids frais essuyé moyen (g) de -la population totale,

des individus sexués et indifférenciés dans le site d’EL-Kala (EI-Mordjéne) (mzs ; n= 50).

M\oisw_ Population totale Indifférencies Males Femelles
Janvier 0,284+0,053 0,211+0,062 0,319+0,023 0,366+0,037
Février 0,29+0,0550 0,240+0,043 0,452+0,028 0,380+0,050
+Mars 0,361+0,054 0,260+0,041 0,422+0,027 0,492+0,057
Avril 0,358+0,038 0,267+0,024 0,344+0,034 0,472+0,054
Mai 0,345+0,058 0,183+0,027 0,322+0,023 0,381+0,043
Juin 0,203+0,031 0,128+0,046 0,231+0,036 0,296+0,028
Juillet 0,239+0,047 0,166+0,029 0,251+0,025 0,312+0,047
Aot 0,219+0,045 0,188+0,024 0,270+0,058 0,328+0,026
Septembre 0,216+0,035 0,190+0,027 0,249+0,032 0,338+0,036
Octobre 0,254+0,054 0,164+0,022 0,226+0,044 0,294+0,025
Novembre 0,229+0,059 0,189+0,017 0,263+0,040 0,324+0,023
Décembre 0,288+0,055 0,17240,015 0,244+0,028 0,371+0,030
Janvier 0,291+0,081 0,160+0,020 0,250+0,039 0,274+0,036

Tableau 29. Variations annuelles du poids frais essuyé moyen (g) de la population totale, des
individus sexués et indifférenciés dans le site d’ Annaba (Saint-Cloud) (mzs ; n=50).

.\W Population Indifférenciés Males Femelles

Mois totale
Janvier 0,239+0,043 | 0,206+0,055 0,259+0,061 0,307+0,043
Février 0,247+0,052 | 0,227+0,038 0,337+0,044 0,339+0,045
Mars 0,264+0,038 | 0,219+0,045 0,356+0,029 0,381+0,066
Avril 0,291+0,061 | 0,224+0,043 0,322+0,023 0,391+0,067
Mai 0,285+0,047 | 0,148+0,041 0,243+0,057 0,296+0,061
Juin 0,193+0,036 | 0,113+0,036 0,203+0,045 0,214+0,023
Juillet 0,198+0,045 | 0,169+0,036 0,233+0,050 0,278+0,046
Aot 0,189+0,030 | 0,165+0,044 0,220+0,057 0,244+0,046
Septembre 0,202+0,032 | 0,178+0,035 0,264+0,050 0,266+0,042
Octobre 0,221+0,038 | 0,159+0,032 0,259+0,042 0,295+0,058
Novembre 0,228+0,056 | 0,189+0,026 0,230+0,050 0,288+0,050
Décembre 0,234+0,041 | 0,172+0,027 0,213+0,039 0,277+0,047
Janvier 0,257+0,046 | 0,156+0,028 0,217+0,042 0.244+0.052
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Tableau 30. Variations annuelles du poids frais essuyé moyen (g) de la population totale, des
individus sexués et indifférenciés dans le site de Skikda (Stora) (mzs ; n=50).

opulation Population Indifférenciés Males Femelles
M\ois\ totale
Janvier 0,205+0,040 0,158+0,029 0,208+0,036 0,251+0,045
Février 0,219+0,042 0,144+0,028 0,245+0,033 0,245+0,055
Mars 0,224+0,046 0,177+0,031 0,258+0,062 0,361+0,061
Auvril 0,2450,045 0,172+0,032 0,232+0,052 0,309+0,046
Mai 0,236+0,035 0,135+0,028 0,204+0,041 0,297+0,037
Juin 0,143+0,027 0,101+0,024 0,188+0,030 0,198+0,034
Juillet 0,128+0,031 0,138+0,033 0,208+0,022 0,273+0,038
Aolt 0,149+0,036 0,152+0,041 0,262+0,040 0,233+0,038
Septembre 0,174+0,035 0,130+0,033 0,210+0,023 0,265+0,049
Octobre 0,165+0,032 0,149+0,031 0,248+0,055 0,289+0,041
Novembre 0,184+0,028 0,157+0,024 0,226+0,042 0,253+0,032
Décembre 0,178+0,026 0,164+0,032 0,252+0,045 0,241+0,046
Janvier 0,198+0,052 0,160+0,035 0,240+0,040 0,267+0,031
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Figure 54. Evolution annuelle du poids frais essuyé (Pfe) moyen chez les populations
échantillonnées a El-Kala (EI-Mordjéne) (mzs ; n= 50) : Population Totale (A), Sexués et

Indifférenciés (B).
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L’analyse de la variance de la variation mensuelle du poids corporel chez les femelles de P.
cultrifera par le test de Tukey permet de comparer les moyennes afin de classer les sites
étudiés en trois groupes pour les mois de Janvier et de Mars; il s’agit du groupe A qui
renferme les individus d’El Kala (El-Mordjene) qui présentent les valeurs du poids les plus
élevées, le groupe B représenté par les individus du site d’Annaba (Saint-Cloud) dont le poids
est intermeédiaire entre les individus d’El-Kala (EI-Mordjéne) et de Skikda (Stora) le groupe C
renferme au site de Skikda (Stora) qui présente les plus faibles valeurs.

Le test de Tukey nous a permis de classer les sites en deux groupes pour les
mois d’Avril, Mai, Aolt, Septembre, Novembre et Décembre, le groupe A représente le site
d’El Kala (El-Morjane), le groupe B correspondant aux deux sites d’Annaba (Saint Cloud) et
deSkikda (Stora). Ceci indique I’existence d’une différence entre les femelles d’El Kala (El-
Mordjene) et celles des autres sites, alors qu’au sein du méme groupe B, il n’y a pas de
différence.

Ce test met en évidence deux groupes durant le mois de Février : le groupe A
renferme les individus d’El Mordjéne et Saint Cloud ou le poids est le plus €éleve, le groupe B
comprend les individus du site Skikda (Stora), qui présente les valeurs les plus faibles.

Les sites regroupes dans la méme groupe A durant les mois de Juin, Juillet, et
Octobre ou il n’existe pas de différence entre les trois sites.

0.6 A,

0.5 L e R
=04 AB 2 T B B A a 2 A 7 .
%’ . Ap A B M El|-Kala (EI-Mordjéne)
% 03 LY. " ! E:F' BF i ]c H Annaba (Saint-Cloud)
T 02 1 i Skikda (Stora)

0.1

Figure 57. Variations mensuelles du poids corporel (g) chez les femelles de P. cultrifera au
niveau des trois sites d’étude durant I’année 2012. (classification de Tukey) (mzs ; n=50).

L’ANOVA a un seul critére de classification montre qu’il y une différence trés
hautement significative entre les sites (p = 0,000) durant les mois de Janvier, Février, Mars,
Avril, Aot et Décembre, une différence significative (p = 0,01) durant le mois de Mai (p =
0,007), Septembre (p = 0,006), Novembre (p = 0,004), et non significative durant les mois de
Juin, Juillet et Octobre (p = 0,05) .
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L’ANOVA a deux critéres de classification montre qu’il y a un effet trés hautement
significatif entre les sites, et également pour I’interaction site / mois (Tableau 31)

Tableau 31. ANOVA a deux facteurs contrélés du poids corporel chez les femelles de
P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude..

Sources de la variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 0,512 0,046 21,38 0,000***
Site 2 0,476 0,238 109,29 | 0,000***
Interaction : Site/Mois 22 0,227 0,010 4,74 0,000***
Erreur résiduelle 252 0,548 0,002

Totale 287 1,764

DDL : Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM : Carré moyen ; Fobs : Test de Fisher ; P :
Seuil de signification.

3.4.4.2. Au niveau de la Manche frangaise

Nous avons mesureé le poids des femelles de P. cultrifera récoltées au niveau de la Manche
francaise et de la cote algérienne. En effet, le poids des individus de la Manche frangaise est
plus important que celui de la cote algérienne. Chez les femelles de la manche francaise, le
poids varie entre 1,25 + 0,259 ; 1,77 £ 0,26 g et 0,91 = 0,2 g correspondant respectivement a
Saint-Aubin, Saint-Pabu et Roscoff contre des poids variant de 0,30 + 0,05 g; 0,24 = 0,06 g;
0,16 + 0,049 correspondant a El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora),
(Figure 58),

Tableau 32. Comparaison entre les poids des différents sites dans la manche francaise

w Saint-Aubin | Saint-Pabu Roscoff
Paramétre

Poids frais essuyé | 1,25£025 A | 1,77+0,26 AB | 0,91+0.28 AB
(@)

Le test de Tukey a permis de classer les sites de la manche francaise en deux groupes le
groupe A renferme le site de Saint-Aubin , le groupe AB représente les deux sites Saint-Pabu
et Roscoff.
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Figure 58. Variations du poids frais essuyé des femelles de P. cultrifera récoltées au niveau
des trois sites au niveau de la manche francaise (mzs ; n=50).

L’analyse de la variance ANOVA a un critére de classification montre une différence tres

significative entre les poids des individus de chaque population. (Tableau 33)

Tableau 33. Analyse de la variance a un seul facteur controlé des poids des femelles de P.

cultrifera récoltées au niveau des trois sites au niveau de la manche francaise.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Factorielle 3 4,77 1,59 3,75 0,028*
Résiduelle 20 8,48 0,42

Totale 23 13.26

DDL.: Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM: Carré moyen ; F obs.: Test de Fisher ; P:

Seuil de signification

3.4.5. Evolution annuelle du diamétre ovocytaire

3.4.5.1. Au niveau du littoral Est-algérien
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200 pm

Figure 59. Aspect microscopique d’une ponction ceelomique chez P.cultrifera, montrant des
ovocytes a des phases de développement variées, immatures (Ovi), en cours de maturation et
matures (Ovm).

L’¢évolution du diamétre ovocytaire moyen des femelles pendant la période d’étude est
représentée par les figures 57A, 57B et 57C correspondant aux populations échantillonnées
respectivement a partir d’El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora). Ces
courbes d’évolution relatives aux trois sites étudiés affichent pratiquement la méme
tendance. Nous notons une évolution progressive et continue a partir du mois de janvier
jusqu’au mois de mai. Cependant, durant la période s’étalant du mois de février au mois de
mai, deux groupes de femelles sont identifiées, un premier groupe de femelles renfermant des
ovocytes de petite taille et un second renfermant des ovocytes de diametre nettement plus
important (Tableaux 34, 35 et 36)

Tableau 34. Evolution du diamétre ovocytaire moyen chez les femelles échantillonnées a El-
Kala (EI-Mordjéne) au cours du cycle annuel chez p. cultrifera (Janvier 2012 a Janvier 2013).

Mois Diametre Diametre 1 Diametre 2
Janvier 225,70+33,08

Février 236,87+33,40 43,62+24,89
Mars 248,66+41,57 68,12+21,37
Avril 282,47+41,32 76,54+20,47
Mai 268,70+37,51 87,75+17,40
Juin 179,62+25,47 97,25+15,60
Juillet 134,80+24,68
Aot 142,61+24,29
Septembre 169,20+25,36
Octobre 172,13+37,20
Novembre 183,63+32,24
Décembre 191,39+26,26
Janvier 198,75+16,97
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Tableau 35. Evolution du diamétre ovocytaire moyen chez les femelles échantillonnées
a Annaba (Saint-Cloud) au cours du cycle annuel (Janvier 2012 a Janvier 2013).

) Diametre Diamétre 1 Diameétre 2
Mois
Janvier 215.75+28.10
Février 224,37+42 50 39,76+27,26
Mars 234,87+45,62 61,39+29,80
Avril 270,25+44,09 77,28+40,82
Mai 251,69+28,13 82,75+36,09
Juin 168,25+42,83 93,05+20,31
Juillet 121,24+32,62
Aot 136,37+21,07
Septembre 157,03+18,90
Octobre 168,75+21,47
Novembre 174,44+17,19
Décembre 186,32+24,90
Janvier 193,57+14.81

Tableau 36. Evolution du diamétre ovocytaire moyen chez les femelles échantillonnées
a Skikda (Stora) au cours du cycle annuel (Janvier 2012 a Janvier 2013).

. lametre Diametre 1 Diametre 2
Mois
Janvier 186,83+21,91
Février 197,23+23,39 37,76+16,29
Mars 201,25+22,23 48,04+17,31
Avril 224,37+34,57 64,93+20,69
Mai 209,87+22,86 73,83+19,88
Juin 148,02+25,16 79,87+20,61
Juillet 101,93+35,53
Aolt 116,05+£19,02
Septembre 129,76+28,75
Octobre 141,93+33,72
Novembre 152,50+20,44
Décembre 176,86+29,77
Janvier 185,63+24,48

Le groupe de femelles de diametre ovocytaire moyen inférieur a 50 um commence a
apparaitre au mois de février puis disparait graduellement, au fur et a mesure que les
ovocytes évoluent vers la maturité, pour atteindre des tailles de plus en plus grandes.
Au cours de la période allant de mars a mai, la taille des ovocytes atteint son
maximum. Cependant, le diamétre moyen des ovocytes matures est de I’ordre de 250 a
300 um. En outre, a partir du mois de juin de année d’étude, les femelles de grand
diametre ovocytaire disparaissent ; cela ne peut étre expligué que par la mort des
géniteurs femelles, les épitoques matures. La courbe d *évolution du diamétre ovocytaire
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moyen en fonction du temps, montre que le développement ovocytaire s’étale donc sur
une période de 16 mois, et ce, chez les trois populations (fig.60A, 60B et 60C).

L’analyse comparative des mensurations du diametre ovocytaire moyen chez les femelles
récoltées a partir des trois sites montre que ce dernier est plus élevé au niveau du site sain
d’El-kala (EI-Mordjéne), suivi de celui d’Annaba (Saint-Cloud) puis de skikda (Stora) durant
le mois d’avril chez la premiere population. En revanche, le diamétre minimum des ovocytes
chez cette méme population au niveau des trois sites est atteint a Skikda (Stora), suivi de
Annaba (Saint-Cloud) puis d’El-kala (EI-Mordjene), et ce, au cours du mois de juin.
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Figure 60. Evolution annuelle du diameétre ovocytaire Moyen de la population de p. cultrifera
en fonction du temps El-Kala (EI-Mordjene) (A), Annaba (Saint-Cloud) (B) et Skikda (Stora)

(©).

Pour la cohorte 1: L’analyse de la variance de 1’évolution mensuelle du diamétre
ovocytaire par le test de Tukey permet de comparer les différentes moyennes et de classer les
sites en trois groupes durant les mois de Janvier et de Mars, le groupe A présente le site d’El-
Kala (EI-Mordjene) , ou les valeurs moyennes du diametre ovocytaire sont les plus élevées, et
le groupe AB qui renferme les femelles du site d’ Annaba (Saint Cloud), qui présentent des
valeurs intermédiaires entre les femelles d’El-Kala(EIl-Mordjene) et de Skikda (Stora) et le
groupe B renferme au site de Skikda (Stora) et qui présente les valeurs les plus faibles.

Dans les deux mois (Février et Juin), Le test de Tukey nous a permis de classer les sites
en un méme groupe A.

Pour la cohorte 2 : L’analyse de la variance de 1’évolution mensuelle du diametre
ovocytaires par le test de Tukey a classé les sites en trois groupes durant les mois d’Aotit,
Septembre et novembre, le groupe A renferme le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), ou les valeurs
moyennes du diametre ovocytaires sont les plus élevees, le groupe AB qui renferme les
femelles du site d’Annaba (Saint-Cloud) qui présente des valeurs intermédiaires entre les
femelles d’El-Kala (EI-Mordjene) et de Skikda (Stora) et le groupe B correspondant au site
de Skikda (Stora) affichant les valeurs les plus faibles.

Le test de Tukey nous a permis de classer les stations dans le méme groupe A dans les
mois qui restent, une différence non significative a été enregistrée.
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Tableau 37. ANOVA a un facteur contr6lé du diameétre ovocytaire chez les femelles de
P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude.

Site El-Kala Annaba (Saint- Skikda p
Mois (EI-Mordjene) Cloud) (Stora)
Février A A A 0,325 NS
Mars A A A 0,241 NS
Avril A A A 0,898 NS
o | Mai A A A 0,557 NS
& | Juin A A A 0,106 NS
E Juillet A A A 0,132 NS
8 Aot A AB B 0,047 *
Septembre A AB B 0,013 *
Octobre A A A 0,136 NS
Novembre A AB B 0,049 *
Décembre A A A 0,561 NS
/ / / / /
Janvier A AB B 0,031*
:') Février A A A 0,737 NS
g Mars A AB B 0,048 *
< Avril A A A 0,446 NS
O | Mai A A B 0,003 **
Juin A A A 0.164 NS

L’ANOVA a un seul critére de classification montre qu’il y une différence hautement
significative durant le mois de mai pour la cohorte 1 ( p=0.003) .

L’ANOVA a deux criteres de classification pour la cohorte 1 montre qu’il y a une
différence trés hautement significative entre les mois et entre les stations et aucun effet
significatif pour I’interaction site/mois (Tableau 38).

Tableau 38. ANOVA a deux facteurs contrélés du diametre ovocytaire chez les
femelles de P. cultrifera de la cohort 1 dans les stations d’étude.

Sources de la variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 5 4041 2020 17,81 0,000***
Site 2 1488 2976 26,23 0,000***
Interaction : Site/Mois 10 3407 341 0,30 0.980NS
Erreur résiduelle 126 1429 1135

Totale 143 3355

DDL : Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM : Carré moyen ; F obs : Test de Fisher ;
P : Seuil de signification

L’ANOVA a deux criteres de classification pour la cohorte 2 montre qu’il y a une
différence tres hautement significative entre les mois et entre les sites et sans effet significatif
pour I’interaction site/mois (Tableau 39).
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Tableau 39. ANOVA a deux facteurs controlés du diamétre ovocytaire chez les
femelles de P. cultrifera de la cohorte 2 dans les stations d’étude.

Sources de la variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 10 22959 11429 17,09 0,000***
Site 2 57268 57268 85,65 0,000***
Interaction : Site/Mois 20 5158 258 0,39 0.933NS
Erreur résiduelle 231 1544 669

Totale 263 1552

DDL : Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM : Carré moyen ; F obs. : Test de Fisher ;
P : Seuil de signification.

3.4.5.2. Au niveau de la Manche frangaise

Les données portant sur 1’étude morphologique permettent de distinguer les deux formes
épitoques de Perinereis cultrifera provenant de la Manche et de la Méditerranée. En effet, le
diametre ovocytaire des femelles de la Manche francgaise est plus important que celui des
femelles cote algérienne. Chez les femelles de la manche francaise, le diamétre varie entre
253,04+18,79 um ; 289,25+17,24 um et 239,31+£20.55 um correspondant respectivement a
Saint-Aubin, Saint-Pabu et Roscoff contre des diametres de 254,63 +26.23 um;
239.45+22.17 um; 213,22+18,51 um correspondant a El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba
(Saint-Cloud) et Skikda (Stora) (Figure 61),

Tableau 40. Comparaison du diametre ovocytaire (um) des différents sites de la manche
francaise en periode de reproduction (m#s ; n=8).

w Saint-Aubin Saint-pabu Roscoff
Parametre

Diamétre 253,04+£18,79 A | 289,25%17,24 B | 239,31+20,55 C
ovocytaire (um)

Le test de Tukey a permis de classer les sites de la manche francaise en trois groupes
le groupe A renferme le site de Saint-Aubin , le groupe B représente le site de Saint-Pabu et
le groupe C renferme le site de Roscoff.

104




RESULTATS

350 +

300 -

250 +

200 -

150 -

100 -

Diamétre ovocytaires (um)

Ul
o
1

>

Saint-Aubin

Saint-Pabu

Site

Roscoff

Figure 61. Variations du diameétre ovocytaires (um) des femelles de P. cultrifera récoltées au

niveau des trois sites au niveau de la manche francaise

L’analyse de la variance ANOVA a un critére de classification montre une différence tres
hautement significative entre le diamétre ovocytaires des femelles de P. cultrifera . (Tableau

41)

Tableau 41. Analyse de la variance a un seul facteur controlé du diametre ovocytaires des
femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites au niveau de la manche francaise.

Sources de variation DDL SCE CM F obs P
Factorielle 2 10652 5326 14,89 0,000%***
Résiduelle 21 7511 358

Totale 23 18163

DDL.: Degré de liberté ; SCE: Somme des carrés des écarts ; CM: Carré moyen ; F obs.: Test de Fisher ; P:

Seuil de signification
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3.5. Analyse biochimique
3.5.1. Effets du stress environnemental sur le contenu biochimique des ovocytes

La quantification des teneurs en réserves energétiques a savoir les protéines, glucides et
lipides & été déterminée mensuellement dans les ovocytes des femelles de P. cultrifera
échantillonnées au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora) pendant la période s’étalant de Janvier & Décembre 2013.

3.5.1.1. Taux de protéines

La comparaison des moyennes des concentrations mensuelles en protéines, au niveau
des trois sites d’étude montre que la plus grande quantité est de 25,84 + 0,75 pg/mg d’ovocyte
a été observée en Avril chez les femelles échantillonnées a partir du site d’El-kala (EI-
Mordjene) tandis que la plus faible concentration (8,95 * 0,4 ug/mg d’ovocytes), a été
enregistrée chez les femelles prélevées du site de Skikda (Stora) en Juillet. (Tableau 42 ;
Figure 62).

Tableau 42. Taux des protéine (ug/mg d’ovocytes) chez les femelles de P.cultrifera récoltées
au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda
(Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre 2013. (ANOVA a un seul facteur
controlé, appuyée par la classification de Tukey des sites pour chaque mois); (m s, n =5).

Site El-Kala Annaba Skikda p
Mois
Janvier 14,66+0,62 A 13,13+1,04 AB | 11,72+1,36 B 0,039*
Février 15,04+0,96 A | 13,40+0,38 AB 12,02+0,98 B 0,012*
Mars 16,56+0,85 A | 14,78+0,74 AB | 13,51+0,89 B 0,012*
Avril 25,84+0,75 A | 23,6+0,810 B 19,74+0,83 C 0,000***
Mai 24,75+0,86 A | 21,04+0,93 B 18,81+0,90 C 0,000***
Juin 13,63+0,96 A | 12,11+0,57 AB 11,29+0,64 B 0,046*
Juillet 10,58+0,62 A 09,30+0,82 AB | 08,95+0,40 B 0,047*
Aolt 11,42+0,80 A | 10,96£0,57 A 09,83+0,80 A | 0,088NS
Septembre 12,02+0,86 A 11,64+0,84 AB 09,75+0,83 B 0,027*
Octobre 13,18+0,31 A | 11,90+0,50 B 10,12+0,91 B 0,003**
Novembre 12,49+0,74 A | 11,17+0,42 AB | 10,24+0,79 B 0,018*
Décembre 15,19+0,37 A | 13,28+0,74 B 10,32+0,69 B 0,008**

P : seuil de signification ; non significatif (P>0,05) ; * trés significatif (P<0,05) ; ** hautement significatif
(P<0,01) ; *** tres hautement significatif (P<0,001).
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Figure 62. Variations mensuelles du Taux de protéines (ng/mg d’ovocytes) chez les femelles
de P.cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéene), Annaba
(Saint-Cloud), et Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre 2013.

Le test de Tukey a permet de classer les sites en trois groupes durant les mois de
Janvier, Février, Mars, Juin, Juillet, Septembre et Novembre. Le groupe A renferme le site
d’El-Kala (El-Mordjéne), le groupe AB représente le site d’ Annaba (Saint-Cloud) et le groupe
B regroupe le site de Skikda (Stora).

Pendant les deux mois d’Avril et de Mai, trois groupes ont été différenciés: le groupe A
représentant le site El-Kala (EI-Mordjéne), le groupe B renferme le site d’Annaba (Saint-
Cloud) et le groupe C concerne le site de Skikda (Stora).

Deux groupes ont été relevés durant les deux mois d’Octobre et de Décembre. Le
groupe A renferme le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), le groupe B correspondant aux deux
sites : Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora).

L’analyse de la variance a un critére entre les trois sites d’étude montre des différences
tres hautement significatives (P < 0,001) enregistrées durant les deux mois d’Avril et de Mai,
et des différences hautement significatives (P < 0,01) ont été enregistrées en Octobre et
Décembre ; cependant, des différences significatives (P < 0,05) ont été enregistrées durant les
mois de Janvier, Février, Mars, Juin, Juillet et Novembre. Par contre, aucune différence
significative n’a été observée durant le mois d’Aott (P> 0,05) (Tableau 42).

Les résultats obtenus a partir du dosage des protéines ovocytaires montrent une
diminution tres hautement significative du taux de protéines chez les femelles récoltées au
niveau des deux sites: Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) pendant les deux mois d’ Avril
et de Mai.
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Chez les femelles récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjene), le taux de
protéines ovocytaires varie d’un mois a 1’autre, avec un taux important dans le mois d’Avril
ou la valeur maximale atteint 25,84 + 0,75 ug/mg d’ovocytes, et la plus faible a été
enregistrée durant le mois de Juillet avec 10.58 + 0,62 pg/mg d’ovocytes (Figure 63).
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Figure 63. Variations mensuelles du taux de protéines chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjene), durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013. (classification de Tukey) ; (m+ s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de protéines entre les mois pour le site
d’El-Kala (EI-Mordjéne) en sept groupes durant I’année 2013 (Figure 63).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé indique une différence trés hautement significative du
taux de protéines entre les mois d’étude au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) avec une
valeur de (p < 0,001) (Tableau 43).

Tableau 43. ANOVA a un seul facteur contr6lé du taux de protéines chez les femelles
de P. cultrifera au niveau du site d’El-Kala (ElI-Mordjéne) durant la période s’étalant de
Janvier & Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM™M F obs. P
Factorielle 11 796,28 72,38 134,47 0,000***
Résiduelle 24 12,92 0,53

Totale 35 809,20

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs: Test de Fisher; P:
Seuil de signification.

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud), le taux de
protéines ovocytaires varie d’un mois a I’autre, avec un taux important durant le mois d’ Avril
avec une valeur maximale 23,6 £ 0,81 pg/mg d’ovocytes, et une valeur minimale a éeté
enregistrée durant le mois de Juillet avec 9,3 * 0,82 pg/mg d’ovocytes (Figure 64).
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Figure 64. Variations mensuelles du taux de protéines chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) durant la période période s’étalant de
Janvier a Décembre 2013. (classification de Tukey) ; (m+s, n=5).

Le test de Tukey a classeé les variations du taux de protéines entre les mois pour le site
d’Annaba (Saint-Cloud) en neuf groupes durant I’année 2013 (Figure 64).

L’ANOVA a un seul facteur contrdlé indique une différence trés hautement significative entre

les mois d’étude au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) avec une valeur de (p < 0,001)
(Tableau 44).

Tableau 44. ANOVA a un seul facteur contrélé du taux de protéines chez les femelles
de P. cultrifera au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) durant la période s’étalant de
Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 586,31 53,30 88,65 0,000***
Résiduelle 24 14,43 0,60

Totale 35 600,74

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P:
Seuil de signification.

Chez les femelles récoltées au niveau du site de Skikda (Stora), le taux de protéines
ovocytaires varie entre une valeur maximale de 19,74 + 0,83 ug/mg d’ovocytes durant le
mois d’Avril, et une valeur minimale de 08,95 £ 0,40 ug/mg d’ovocytes au mois de Juillet
(Figure 65).
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Figure 65. Variations mensuelles du taux de protéines chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre
2013. (Classification de Tukey) ; (m s, n=5).

Le test de Tukey a classe les variations du taux de protéines entre les mois pour le
site de Skikda (Stora) en huit groupes durant I’année 2013 (Figure 65).

L’ANOVA a un seul facteur controlé indique une différence trés hautement significative entre
les mois d’étude au niveau du site de Skikda (Stora) avec une valeur de (p < 0,001) (Tableau
45).

Tableau 45. ANOVA a un seul facteur contrélé du taux de protéines chez les femelles

de P. cultrifera au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier &
Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 400,52 36,41 48,26 0,000***
Résiduelle 24 18,10 0,75
Totale 35 418,63

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) révele un effet site,
un effet mois, et une interaction site/mois trés hautement significatifs (p < 0,001) (Tableau
46).
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Tableau 46. ANOVA a deux facteurs contrdlés du taux de protéines chez les femelles
de P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre 2013.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 1742,82 158,43 250,95 0,000***
Site 2 169,98 84,99 134,62 0,000***
Interaction site/mois 22 40,28 1,83 2,90 0,000***
Erreur résiduelle 72 45,45 0,63

Totale 107

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs: Test de Fisher; P: de
signification.

3.5.1.2. Taux de glucides

L’évolution des teneurs en glucides chez les femelles d’El-Kala (EI-Mordjéne) présente un
accroissement progressif a partir du mois de Février, pour atteindre une valeur maximale au
mois d’Avril 18,65+0,39 pg/mg d’ovocytes, suivi par une diminution au mois de Mai, qui
continue a baisser jusqu’au mois de Juillet et se stabilise pour les mois suivants. la méme
constatation a été observée chez les femelles du site d’Annaba (Saint-Cloud) et Skikda
(Stora), mais les valeurs sont moindres (Tableau 47 : Figure 66).

Les valeurs moyennes des glucides montrent que le taux le plus élevé était de 18,65 *
0,39 ug/mg d’ovocytes en Avril pour les femelles prélevées d’El-Kala (ElI-mordjéne), par
contre le taux le plus faible était de 10,18 £ 0,41 pg/mg d’ovocytes, observée en Octobre avec
10,18+0,41 pg/mg d’ovocytes chez les femelles de Skikda (Stora).
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Tableau 47. Taux de glucides pg/mg d’ovocytes chez les femelles de P.cultrifera récoltées au
niveau des trois sites d’étude: El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda
(Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre 2013. (ANOVA a un seul facteur
controlé, et la classification de Tukey des sites pour chaque mois); (m = s, n =5).

Site El-Kala Annaba Skikda P

Mois

Janvier 13,68+0,48 A 12,83+0,74 A 12,04409 A 0,088NS
Février 14,02+0,87 A 13,69+0,39 A 13,2440,64 A 0,513NS
Mars 14,91+0,28 A 14,08+0,24 A 13,9440,55 A 0,038*
Avril 18,65+0,39 A 16,71+0,28 B 14,5140,34 C 0,000%***
Mai 17,12+0,42 A 15,36+0,5 B 14,25+0,33 C 0,001%**
Juin 12,73+0,44 A 11,2740,54 B 11,05+0,54 B 0,015*
Juillet 11,37+£0,44 A 10,94+0,67 A 10,4140,81 A 0,282NS
Aot 12,43+0,96 A 11,61+0,56 A 11,57+0,35 A 0,287NS
Septembre 12,63+0,58 A 11,31+0,41 B 10,40+0,54 B 0,006**
Octobre 1191406 A 10,96+0,42 B 10,18+0,41 B 0,034*
Novembre 13,38+0,72 A 12,25+0,75 A 11,89+0,36 A 0,080NS
Décembre 12,73+0,57 A 12,39+0,74 A 11,94+0,86 A 0,475NS

P: seuil de signification; non significatif (P>0,05); * trés significatif (P<0,05); ** hautement
significatif (P<0,01) ; *** trés hautement significatif (P<0,001).
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Figure 66. Variations mensuelles du Taux de glucides (ug/mg d’ovocytes) chez les
femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne),
Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre
2013.

Le test de Tukey permet de classer les sites en trois groupes durant les mois d’Avril et
de Mai, le groupe A renferme le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), le groupe B représente le site
d’ Annaba (Saint-Cloud), et le groupe C concerne le site de Skikda (Stora).

111



RESULTATS

Au mois de Septembre, deux groupes ont été marqués: le groupe A represente le site
d’El-Kala (EI-Mordjene), le groupe B renferme les deux sites a savoir Annaba (Saint Cloud)
et Skikda (Stora).

L’analyse de la variance entre les trois sites ne montre aucune différence significative
durant les mois qui restent (P > 0,05) ; le test de Tukey permet de classer les trois sites en un
seule groupe A.

La comparaison des moyennes entre les femelles des trois sites révele une différence trés
hautement significative (P < 0,001) durant les deux mois d’Avril et de Mai, ainsi qu’une
différence significative (P < 0,05) aux mois de Mars, Juin et Octobre ; alors qu’aucune
différence significative n’a été observée durant les mois de Janvier, Février, Juillet, Aodt.
Novembre et Décembre (Tableau 47).

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne), le taux de
glucide varie d’un mois a I’autre, avec un pic important durant le mois d’Avril ou la valeur
maximale atteint 18,65+0,39 ug/mg d’ovocytes, et la plus faible a été enregistrée durant le
mois de Juillet avec 11,37+0,44 ug/mg d’ovocytes (Figure 67).
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Figure 67. Variations mensuelles du taux de glucides chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site El-Kala (EI-Mordjéne), durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013. (Classification de Tukey) ; (m s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de glucides entre les mois pour le site
d’ El-Kala (EI-Mordjéne) en huit groupes durant 1’année 2013 (Figure 67).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé, indique une différence trés hautement significative du
taux de glucides entre les mois d’étude au niveau du site El-Kala (EI-Mordjéne) avec une
valeur de (p < 0,001) (Tableau 48).

112



RESULTATS

Tableau 48. ANOVA a un seul facteur contrdlé du taux de glucides chez les femelles
de P. cultrifera récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période s’étalant
de Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 158,45 14,40 41,28 0,000***
Résiduelle 24 8,37 0,34

Totale 35 166,83

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs: Test de Fisher; P:
Seuil de signification

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud), le taux de
glucides varie d’un mois a 1’autre, avec un pic maximal au mois d’Avril avecl16,71+0,28
ug/mg d’ovocytes, et une valeur minimale enregistrée au mois de Juillet avec 10.94+0,67
ug/mg d’ovocytes (Figure 68). .
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Figure 68. Variations mensuelles du taux de glucides chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013. (classification de Tukey) ; (m+ s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de glucides entre les mois pour le site
d’ Annaba (Saint-Cloud) en huit groupes durant I’année 2013 (Figure 68).

L’ANOVA a un seul facteur contrdlé, indique une différence trés hautement significative
entre les mois d’étude au niveau du site d’ Annaba (Saint-Cloud) avec une valeur de p < 0,001
(Tableau 49).
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Tableau 49. ANOVA a un seul facteur contrdlé du taux de glucides chez les femelles
de P. cultrifera au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) durant la période s’étalant de
Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM™M F obs. P
Factorielle 11 104,49 9,49 27,65 0,000***
Résiduelle 24 8,24 0,34

Totale 35 112,74

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs : Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

Chez les femelles récoltées au niveau du site de Skikda (Stora) , le taux de glucides
varie entre une valeur maximale de 14,51+0,34 pg/mg d’ovocytes au mois d’Avril, et une
valeur minimale de 10,18+0,41 pg/mg d’ovocytes au mois d’Octobre(Figure 69). .
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Figure 69. Variations mensuelles du taux de glucides chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013 (Classification de Tukey) ; (m £, n =5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de glucides entre les mois pour le site de
Skikda (Stora) en quatre groupes durant I’année 2013 (Figure 69).

L’ANOVA a un seul facteur contrdlé, indique une différence trés hautement significative
entre les mois d’étude au niveau du site de Skikda (Stora) avec une valeur de (p< 0,001)
(Tableau 50).
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Tableau 50. ANOVA a un seul facteur contrdlé du taux de glucides chez les femelles
de P. cultrifera au niveau du site de Skikda (Stora) dans une période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 78,04 7,09 17,08 0,000***
Résiduelle 24 9,96 0,41

Totale 35 88,00

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs : Test de Fisher; P:
Seuil de signification

Toutefois, I’analyse de la variance a deux criteres de classification (site, mois) révele
un effet site, mois et une interaction site /mois tres hautement significatifs (p< 0,001)
(Tableau 51).

Tableau 51. ANOVA a deux facteurs contrélés du taux de glucides chez les femelles de
P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud)
et Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre 2013.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 319,71 29,06 78,71 0,000***
Site 2 51,12 25,56 69,22 0,000%**
Interaction site/mois 22 21,27 0,96 2,62 0,001***
Erreur résiduelle 72 26,58 0,36

Totale 107

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs : Test de Fisher; P:
de signification.

3.5.1.3. Taux des lipides

L’évolution du taux de lipides montre une valeur maximale de 16,52 + 0,41ug/mg d’ovocytes,
en Auvril chez les femelles récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne), par contre la
plus faible valeur a été enregistrée en Juillet 7,37 + 1,4 ng/mg d’ovocytes chez les femelles du
site de Skikda (Stora) (Tableau 52 ; figure 70).
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Tableau 52. Taux de lipides pg/mg d’ovocytes chez les femelles de P.cultrifera récoltées au
niveau des trois sites d’étude: El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda
(Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre 2013. (ANOVA a un seul facteur
controlé et la classification de Tukey des sites pour chaque mois) (m £ s, n = 5).

Site El-Kala Annaba Skikda P

Mois

Janvier 1264+049 A | 1193+140A | 10,19+0,89 A 0,059 NS
Février 1291+054 A | 11,38+084 A | 11,35+0,80 A 0,068 NS
Mars 1487+034 A | 1325+0,74A | 1189+150A 0,073 NS
Avril 1652+041 A | 1488+0,79B | 12,69+0,56C 0,000%**
Mai 1514+0,39 A | 13,36+0,40B | 12,39+0,60 C 0,001%**
Juin 1126 +1,00 A | 1047+057 A | 10,22+0,98 A 0,381NS
Juillet 10,82 +1,39A | 0907+093A | 07,37+140A 0,055 NS
Aolt 09,85+0,87A | 0911+0,16 A | 0789+1,18 A 0,103 NS
Septembre 1060+1,37 A | 10,13+0,87 A | 08,18+1,01 A 0,078NS
Octobre 10,74+122A | 1030+104A | 0894+134 A 0,246 NS
Novembre 11,47 +0,47 A | 10,89+0,82 A | 09,27+0,78 A 0,022*
Décembre 1218+104 A | 1117+1,10A | 10,03+0,89 A 0,115 NS

P : seuil de signification ; non significatif (P>0,05) ; * trés significatif (P<0,05); ** hautement significatif
(P<0,01) ; *** trés hautement significatif (P<0,001).
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Figure 70. Variations mensuelles du taux de lipides (ng/mg d’ovocytes) chez les
femelles de P.cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjéne),
Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre
2013.

Le test de Tukey a permet de classer les sites en trois groupes durant le mois d’ Avril et
de Mai, le groupe A renferme le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), le groupe B représente le site
d’ Annaba (Saint-Cloud) et le groupe C concerne le site de Skikda (Stora).
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L’analyse de la variance entre les trois sites ne montre aucune différence significative
durant les mois qui restent (P > 0,05) ; le test de Tukey permet de classer les trois sites en un
seul groupe A (Tableau 52).

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéene), le taux de lipides
varie d’un mois a I’autre, avec un pic important au mois d’Avril ou la valeur maximale atteint
16.52+0,41 ug/mg d’ovocytes, et la plus faible a été enregistrée au mois d’Aoit avec
9.85+0,87 ug/mg d’ovocytes (Figure 71). .
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Figure 71. Variations mensuelles du taux de lipides chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjene), durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013. (Classification de Tukey) ; (m s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de lipides entre les mois pour le site d” El-
Kala (EI-Mordjéne) en huit groupes durant I’année 2013 (Figure 71).

L’ANOVA a un seul facteur controlé du taux de lipides indique une différence trés
hautement significative du taux de lipides entre les mois d’étude dans le site d’El Kala (El-
Mordjéene) avec une valeur de p < 0,001 (Tableau 53).

Tableau 53. ANOVA a un seul facteur contr6lé du taux de lipides chez les femelles de
P. cultrifera au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 141,38 12,85 13,92 0,000***
Résiduelle 24 22,16 0,92

Totale 35 163,55

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs : Test de Fisher; P:
Seuil de signification.
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Chez les femelles récoltées dans le site d’Annaba (Saint-Cloud), le taux de lipides
varie entre une valeur maximale de 14,88+0,79 ug/mg d’ovocytes au mois d’Avril, et une
valeur minimale de 9,07+0,93 pg/mg d’ovocytes au mois de Juillet (Figure 72)..
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Figure 72. Variations mensuelles du taux de lipides chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) durant la période s’étalant de Janvier &
Décembre 2013. (Classification de Tukey) ; (m s, n=5).

Le test de Tukey a classe les variations du taux de lipides entre les mois pour le site
d’ Annaba (Saint-Cloud) en sept groupes durant I’année 2013 (Figure 72).

L’ANOVA a un seul facteur controlé du taux de lipides indique une différence tres
hautement significative entre les mois d’étude dans le site d’ Annaba (Saint-Cloud) avec une
valeur de (p < 0,001) (Tableau 54).

Tableau 54. ANOVA a un seul facteur contr6lé du taux de lipides chez les femelles de
P. cultrifera au niveau du site d’ Annaba (Saint-Cloud) durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 99,00 9,00 10,79 0,000***
Résiduelle 24 20,01 0,83

Totale 35 119,02

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F ob : Test de Fisher; P:
Seuil de signification.

Chez les femelles récoltées au niveau du site de Skikda (Stora), le taux de lipides varie
entre une valeur maximale de 12,69+0,56 pg/mg d’ovocytes au mois d’Avril, et une valeur
minimale de 7,37+1,40 ug/mg d’ovocytes au mois de Juillet (Figure 73). .
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Figure 73. Variations mensuelles du taux de lipides chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013. (Classification de Tukey) ; (m s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de lipides entre les mois pour le site de
Skikda (Stora) en cinque groupes durant I’année 2013 (Figure 73).

L’ANOVA a un seul facteur controlé du taux de lipides indique une différence tres
hautement significative entre les mois d’étude dans le site de Skikda (Stora) avec une valeur
de ( p<0,001) (tableau 55).

Tableau 55. ANOVA a un seul facteur contr6lé du taux de lipides chez les femelles de
P. cultrifera au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a
Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 104,16 9,47 8,68 0,000***
Résiduelle 24 26,19 1,09

Totale 35 130,35

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs : Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) réalisée sur les
données relatives aux trois stations, révele un effet site et mois tres hautement significatifs (p
< 0,001) et une interaction site/mois non significative (Tableau 56).
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Tableau 56. ANOVA a deux facteurs contrélés du taux de lipides chez les femelles de
P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude : El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-Cloud)
et Skikda (Stora) durant la période s’étalant de Janvier a Décembre 2013.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 331,12 30,10 31,70 0,000***
Site 2 102,96 51,48 54,22 0,000***
Interaction site/mois 22 13,43 0,61 0,64 0,877NS
Erreur résiduelle 72 68,36 0,95

Totale 102

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs : Test de Fisher; P: de
signification
3.5.2. Analyse quantitative des vitellogénines et des vitellines

La teneur en vitellogénine et en vitellines a été mesurée respectivement dans le liquide
ceelomique et les ovocytes respectivement chez les femelles de P. cultrifera récoltées au
niveau des trois sites d’étude: El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda
(Stora) durant la période de reproduction ( Mars, Avril et Mai ) de I’année 2013.

3.5.2.1. Evaluation du taux de vitellogénines

Le suivi mensuel du taux de vitellogénines dans le liquide ccelomique montre une valeur
maximale de vitellogénines chez les femelles récoltées dans le site d’El-Kala (EI-Mordjéne)
au mois d’avril avec 2,40+0,23 pg/mg de liquide ceelomique et une valeur minimale chez les
femelles du site de Skikda (stora) au mois de mai avec 0,83+0,16 pg/mg de liquide
ceelomique. (Tableau 57).

Tableau 57. Variation du taux de vitellogénines (ug/mg de liquide ceelomique) chez les
femelles de P. cultrifera (m = s; n = 5) échantillonnées au niveau des trois sites d’étude
durant la période de reproduction de I’année 2013.

N El-Kala Annaba Skikda P
Mois

Mars 1,72+ 0,32 A 1,5+0,23 A 1,29+0,23 A 0.270 NS
Avril 2,711+0,26 A 2,45+0,28 A 2,21+0,30 A 0.178 NS
Mai 1,34+0,33 A 1,15+0,30 A 1,01+0,24 A 0.448 NS

P : seuil de signification ; non significatif (P>0,05) ; * tres significatif (P<0,05) ; ** hautement significatif
(P<0,01) ; *** trés hautement significatif (P<0,001).

Le test de Tukey a permis de classer les sites en un seul groupe A durant les trois mois

d’étude, une différence non significative a été enregistrée entre les trois sites quelque soit les
mois (p > 0,05) (Tableau 57).
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Les résultats obtenus a partir du dosage des vitellogénines montrent une diminution du
taux de vitellogénines dans le liquide ccelomique chez les femelles récoltées au niveau des
deux sites Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora), durant toutes la période d’étude (Figure

74).
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Figure 74. Variations du taux de vitellogénines (ug/mg de liquide ceelomique) chez les
femelles de P. cultrifera (m £ s; n = 5), échantillonnées au niveau des trois sites d’étude
durant la période de reproduction de ’année 2013.

Les résultats obtenus affichent un pic de vitellogénines au mois d’ Avril quelque soit le
site. Le pic est désormais plus important chez les femelles de P. cultrifera récoltées a El-Kala
(EI-Mordjéne).

Cependant, chez les femelles récoltées au niveau du site d’ El-Kala (ElI-Mordjene), le
taux de vitellogénines varie entre une valeur maximale de 2,71 +0,26 pg/mg de liquide
ceelomique au mois d’avril, et une valeur minimale de 1,34 + 0,33 pg/mg de liquide
ceelomique au mois de Mai (Figure 75).
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Figure 75. Variations du taux de vitellogénines (ng/mg de liquide ceelomique) chez les
femelles récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période de
reproduction de I’année 2013, (classification de Tukey); (m£ s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de vitellogénines entre les mois pour
le site d’El-Kala (EI-Mordjene) en deux groupes durant 1’année 2013 (Figure 75).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé indique une différence hautement significative
entre les mois d’étude au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne), avec une valeur de (p <
0,01) (Tableau 58).

Tableau 58. ANOVA a un seul facteur contrdlé du taux de vitellogénines (ug/mg de liquide
ceelomique) chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau du site d’ El-Kala (EI-
Mordjene) durant la période de reproduction de I’année 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 2 3,028 1,514 15,77 0,004**
Résiduelle 6 0,576 0,096

Totale 8 3.605

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs: Test de Fisher; P:Seuil
de signification.

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud), la valeur
maximale du taux de vitellogénines (ug/mg de liquide ccelomique) a été enregistrée au mois
d’Avril avec 2,45 = 0,28 pg/mg de liquide ccelomique et une valeur minimale a été
enregistrée au mois de Mai avecl,15 +0,30 pg/mg de liquide ccelomique (Figure 76). .
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Figure 76. Variations du taux de vitellogénines (ng/mg de liquide ceelomique) chez les
femelles récoltées au niveau du site Annaba (Saint-Cloud) durant la période de reproduction
de I’année 2013, (classification de Tukey); (m £ s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de vitellogénines entre les mois pour le
site d’Annaba (Saint-Cloud) en deux groupes durant I’année 2013 (Figure 76).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé, indique une différence hautement significative
entre les mois d’étude au niveau du site Annaba (Saint-Cloud) avec une valeur de (p < 0,01)
(Tableau 59).

Tableau 59. ANOVA a un seul facteur contrélé du taux de vitellogénines (ug/mg de
liquide ccelomique) chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau du site d’Annaba
(Saint-Cloud) durant la période de reproduction de I’année 2013 .

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 2 2,726 1,363 15,27 0,004**
Résiduelle 6 0,535 0,089

Totale 8 3.261

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

Chez les femelles récoltées a partir du site de Skikda (Stora), la valeur maximale du taux
de vitellogénines a été enregistrée au mois d’Avril avecl,21+ 0,30 pg/mg de liquide
celomique et une valeur minimale a été enregistrée au mois de Mai avec 1,01 £ 0,24 pg/mg
de liquide ccelomique.
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Par ailleurs, pendant toute la période de reproduction, le contenu du liquide
ceelomique est le plus pauvre en vitellogénines, chez les femelles de P. cultrifera récoltées au
niveau du site Skikda (Stora) (Figure 77). .
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Figure 77. Variations du taux de vitellogénines (ug/mg de liquide ccelomique) chez les
femelles récoltées au niveau du site Skikda (Stora) durant la période de reproduction de
I’année 2013, (classification de Tukey); (m s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de vitellogénines entre les mois pour
le site de Skikda (Stora) en deux groupes durant I’année 2013 (Figure 77).

L’ANOVA a un seul facteur contrdlé, indique une différence hautement significative
entre les mois d’étude au niveau du site Skikda (Stora) avec une valeur de (p < 0,01)
(Tableau 60).

Tableau 60. ANOVA a un seul facteur contrélé du taux de vitellogénines (ug/mg de
liquide ceelomique) chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau du site de Skikda
(Stora) durant la période de reproduction de 1’année 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 2 2,370 1,185 17,30 0,003**
Résiduelle 6 0,411 0,0685

Totale 8 2.781

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) réalisée sur les
données relatives aux trois sites révele un effet site trés hautement significatif (p < 0,001), un

124




RESULTATS

effet mois trés significatif (p < 0,05) et I’interaction site/mois ne présente pas d’effet
significatif (P>0,05) (Tableau 61).

Tableau 61. ANOVA a deux facteurs controlés du taux de vitellogénines (ug/mg de liquide
ceelomique) chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude durant
la période de reproduction de I’année 2013 .

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 2 0,794 0,397 4,70 0,023*
Site 2 8,102 4,051 47,88 0,000%***
Interaction site/mois 4 0,023 0,005 0,07 0,991 NS
Erreur résiduelle 18 1,523 0.084

Totale 26

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

3.5.2.2. Evaluation du taux de vitellines

Le suivi mensuel du taux de vitellines pendant la saison de reproduction dans les
ovocytes de P. culltrifera montre une valeur maximale au niveau du site d’El-Kala (El-
Mordjene) dans le mois d’avril de ’ordre de 2,40+0,23 pg/mg d’ovocytes et une valeur
minimale au mois de mai 0,83+0,16 pg/mg d’ovocytes a Skikda (Stora) (Tableau 62).

Tableau 62. Variation du taux de vitellines (ug/mg d’ovocytes) de P. cultrifera (m+s; n
= 5) échantillonnées au niveau des trois sites d’étude durant la période de reproduction de
I’année 2013.

N El-Kala Annaba Skikda P
Mars 1,36+ 0,26 A 1,18 0,25 A 0,92+ 0,26 A 0,196 NS
Avril 2,40 +0,23 A 2,19 +0,28 AB 1,64+0,28B 0,013 **
Mai 1,26 £ 0,21 A 1,05 +0,17 A 0,83+0,16 A 0,266 NS

P : seuil de signification ; non significatif (P>0,05); * trés significatif (P<0,05) ; ** hautement significatif
(P<0,01) ; *** trés hautement significatif (

Le test de Tukey a permis de classer les sites en trois groupes au mois d’Avril, le groupe
A renferme le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), le groupe AB présente | e site d’Annaba (Saint-
Cloud) et le groupe C renferme le site de Skikda (Stora). Une différence hautement
significative a été enregistrée entre les trois sites d’étude au mois d’ Avril..

Durant les deux mois de Mars et de Mai, les trois sites regroupés en un seul groupe A,
aucune différence entre les trois sites d’étude n’a été signalée.
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Les résultats obtenus a partir du dosage de Vitellines montrent une inhibition de la
synthése des vitellines dans les ovocytes des femelles récoltées au niveau des deux sites
d’Annaba (Saint-Cloud) et de Skikda (Stora), durant toute la période d’étude (Figure 78).
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Figure 78. Variations du taux de vitellines pg/mg d’ovocytes chez les femelles de P.
cultrifera échantillonnées au niveau des trois sites d’étude durant la période de reproduction
de I’année 2013 (m £ s; n=5).

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne), le taux de
vitellines varie d’un mois a I’autre, la valeur maximale atteint 2,40 +0,23 pg/mg d’ovocytes
durant le mois d’avril, et la plus faible a été enregistrée au mois de Mai 1,26 + 0,21 pg/mg
d’ovocytes (Figure 79).
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Figure 79. Variations du taux de vitellines ng/mg d’ ovocytes chez les femelles de P.
cultrifera récoltées au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période de
reproduction de I’année 2013, (classification de Tukey); (m* s, n=5)
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Le test de Tukey a classé les variations du taux de vitellines entre les mois pour le site
d’El-Kala (EI-Mordjéne) en un seul groupe durant I’année 2013 (Figure 79).

L’ANOVA a un seul facteur contrélé indique une différence non significative entre les
mois d’¢tude au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) avec une valeur de (P>0,05)
(Tableau 63).

Tableau 63. ANOVA a un seul facteur contr6lé du taux de vitellines (ug/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau du site d” El-Kala (EI-Mordjéne) durant
la période de reproduction de ’année 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 2 0,234 0,117 1,71 0,258 NS
Résiduelle 6 0,411 0,068

Totale 8 0.646

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud), la valeur
maximale du taux de vitellines a été enregistrée également au mois d’Avril avec 19 + 0,28
ug/mg d’ovocytes et la valeur minimale a été enregistrée au mois de Mai avec 1,05 +0,17
ng/mg d’ovocytes (Figure 80).
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Figure 80. Variations du taux de vitellines (ug/mg d’ovocytes) chez les femelles les femelles
récoltées au niveau du site Annaba (Saint-Cloud) durant la période de reproduction de
I’année 2013, (classification de Tukey); (m s, n=5).
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Le test de Tukey a classé les variations du taux de vitellines entre les mois pour le site
d’Annaba (Saint-Cloud) en deux groupes durant I’année 2013 (Figure 76).

L’ANOVA a un seul facteur contrélé, indique une différence hautement significative
entre les mois d’étude au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) durant la période de
reproduction avec une valeur de (p < 0,01) (Tableau 64).

Tableau 64. ANOVA a un seul facteur controlé du taux de vitellines (ug/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’Annaba (Saint_Cloud) durant la période
de reproduction de 1’année 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 2 2,313 1,156 19,71 0,002**
Résiduelle 6 0,352 0,058

Totale 8 2.660

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

De méme, chez les femelles récoltées au niveau du site de Skikda (Stora), la valeur
maximale du taux de vitellines a été enregistréee au mois d’Avril avec 1,64+ 0,28 pg/mg
d’ovocytes et la valeur minimale a été enregistrée au mois de Mai avec 0,83 + 0,16 pg/mg
d’ovocytes (Figure 81).
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Figure 81. Variations du taux de vitellines (ug/mg d’ovocytes) chez les femelles de P.
cultrifera récoltées au niveau du site Skikda (Stora) durant la période de reproduction de
I’année 2013, (classification de Tukey); (m£'s, n=5).
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Le test de Tukey a classé les variations du taux de vitellines entre les mois pour le site
de Skikda (Stora) en deux groupes durant I’année 2013 (Figure 81).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé indique une différence trés hautement
significative entre les mois d’étude au niveau du site de Skikda (Stora) avec une valeur de (p
<0,001) (Tableau 65).

Tableau 65. ANOVA a un seul facteur contrdlé du taux de vitellines (ug/mg
d’ovocytes) chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau du site de Skikda (Stora)
durant la période de reproduction de 1’année 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 2 4,643 2,321 47,26 0,000***
Résiduelle 6 0,294 0,049

Totale 8 4,937

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil

de signification.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) réalisée sur les

données relatives aux trois sites révele un effet site trés hautement significatif (p < 0,001) et
un effet mois non significatif (P>0,05) et une interaction site/mois hautement significative (p
<0,01) (Tableau 66).

Tableau 66. ANOVA a deux facteurs contrélés du taux de vitellines (ug/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude durant la période

de reproduction de I’année 2013.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 2 0,037 0,018 0,32 0,730 NS
Site 2 5,743 2,871 48,83 0,000***
Interaction stations/mois 4 1,448 0,362 6,16 0,003**
Erreur résiduelle 18 1,058 0,058

Totale 26

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

3.5.3. Analyse quantitative des acides nucléiques

La teneur en ADN et ARN a été mesurée mensuellement dans les ovocytes des
femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude d’El Kala (El Morjane),
Annaba (Saint Cloud), Skikda (Stora) pendant la période d’étude qui s’étale de Janvier a
Décembre de I’année 2013.
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3.5.3.1. Evaluation du taux d’ADN ovocytaire chez les femelles de P. cultrifera
récoltées au niveau des trois sites d’étude

L’évolution des taux d’ADN ovocytaire montre une valeur maximale au mois d’Avril chez
les femelles récoltées au niveau du site d’El Kala, elle est de I’ordre de 31,47 + 2,24 pg/mg
d’ovocytes, tandis que la plus faible a été observée au mois de Septembre pour les femelles
prélevées au site de Skikda 4,53 +1,21 ug/mg d’ovocytes.

Le test de Tukey a permis de classer les sites en trois groupes durant les mois de
Janvier, Février, Mars, Avril, et Mai ; le groupe A renferme le site d’El Kala, le groupe B
représente le site d’Annaba, le groupe C correspond du site de Skikda. Une différence trés
hautement significative a été enregistrée entre les trois sites d’étude. Les résultats obtenus a
partir du dosage de I’ADN ovocytaire montrent une diminution tres hautement significative
du taux d’ADN chez les femelles récoltées au niveau du site de Skikda et ce, durant les
mois de Janvier, Février, Mars, Avril, et de Mai (Figure 82).

Trois groupes ont été releves durant les mois de Juin et Décembre le groupe A renferme
le site d’El Kala, le groupe AB représente le site d> Annaba, le groupe B représente le site de
Skikda. Une différence trés significative a été enregistrée entre les trois sites d’étude.

Durant les trois mois de Juillet, Novembre et Septembre, deux groupes ont été
signalés: le groupe A renferme les deux sites El Kala et Annaba, le groupe B représente le
site de Skikda. Une différence hautement significative a été enregistrée entre les trois sites
d’étude.

Durant les deux mois d’Aolt et Octobre, les trois sites regroupent un seul groupe A, ou
la différence est non significative entre les trois sites.
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Tableau 67. Evaluation du taux d’ADN (pg/mg d’ovocyte) chez trois populations
femelles de P. culrifera récoltées au niveau d’El-Kala (EI-Mordjene, Annaba, et Skikda.
durant la periode allant de Janvier a Décembre 2013. (ANOVA a un seul facteur controlé, et

classification de Tukey des sites pour chaque mois); (m s, n =5).

w El Kala Annaba Skikd P
Mois

Janvier 1452 +1,92 A 9,84+1,15 B | 53440,82 C | 0,001***
Février 20,33 1,76 A 14,89+1,41 B 10,41+1,84 C | 0,001***
Mars 2499 £1,45 A 11,80+0,97 B 11,72+1,34 C | 0,000***
Avril 31,47£2.24 A 22,51+2,10 B 16,96+1,36 C | 0,000***
Mai 25,30 £2,04 A 19,30£1,82 B 13,65+2,32 C | 0,001***
Juin 14,87£1,13 A 11,88+1,97 AB | 9,21+149 B 0,019*
Juillet 10,67£1,40 A 8,36£1,07 A 550+1,17 B | 0,006**
Aot 758+1,21 A 6,14+1,51 A 588+1,55 A | 0,359NS
Septembre 0,06£0,98 A 7424112 A | 453+121 B | 0,007**
Octobre 9,75£1,57 A 9,01£1,01 A 6,71£1,05 A | 0,055NS
Novembre 10,67£1,55 A 9,64+£1,12 A 5,33+0,97 B | 0,004**
Décembre 11,91+#1,73 A | 10,61+1,14 AB | 7,48+124 B | 0.021*

P: seuil de signification ; non significatif (P>0,05); *trés significatif (P<0,05); ** hautement
significatif (P<0,01) ; *** trés hautement significatif (P<0,001).
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Figure 82. Evaluation du taux d’ADN (pg/mg d’ovocytes) chez trois populations des
femelles de P. culrifera récoltées au niveau des trois sites d’El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba
(Saint-Cloud) et Skikda (Stora) durant la période allant de Janvier a Décembre 2013. (ms ; n
=5).

Chez les femelles récoltées du site El Kala (EI-Mordjene), le taux de ’ADN (nug/mg
d’ovocytes) varie entre une valeur maximale de 31,47+2,24 pg/mg d’ovocytes dans le mois
d’avril, et une valeur minimale de 7,58+1,21 ng/mg d’ovocytes au mois d Aolt (Figure 83).
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Figure 83. Evaluation du taux d’ADN (ug/mg d’ovocytes) chez la population de
femelles de P. culrifera récoltées au niveau d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période allant
de Janvier a Décembre 2013. (classification de Tukey); (m £ s, n =5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux d’ADN entre les mois pour le site d’El-
Kala (EI-Mordjene) en neuf groupes durant I’année 2013 (Figure 83).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé indique une différence trés hautement
significative entre les mois d’étude dans le site d’El-Kala (EI-Mordjéne) avec une valeur de (p
<0,001) (Tableau 68).

Tableau 68. ANOVA & un seul facteur contr6lé du taux d ADN (ug/mg
d’ovocytes) chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’El Kala (EI-Mordjéne durant
la période allant de Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 1981,32 180,12 68,01 0,000***
Résiduelle 24 63,56 2,65

Totale 35 20,4488

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’Annaba, la valeur maximale du taux
d’ADN png/mg d’ovocytes a éte enregistrée au mois d’Avril avec 22,51+2,10 ug/mg d’ovocyte
et une valeur minimale a été observée au mois d’Aott avec 6,14+1,51 pg/mg d’ovocytes
(Figure 84)
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Figure 84. Evaluation du taux d’ADN (ug/mg d’ovocytes) chez la population de
femelles de P. culrifera récoltées au niveau du site d’Annaba durant la période allant de
Janvier a Décembre 2013. (classification de Tukey); (m s, n =5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux de d’ADN entre les mois pour le site
d’ Annaba (Saint-Cloud) en six groupes durant I’année 2013 (Figure 84).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé indique une différence trés hautement

significative entre les mois d’étude au niveau du site d’ Annaba avec une valeur de (p < 0,001)
(Tableau 69).

Tableau 69. ANOVA a un seul facteur contrdlé du taux d’ADN (ug/mg d’ovocyte)

chez les femelles de P. cultrifera dans le site d’ Annaba (Saint-Cloud) durant la période allant
de Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 783,95 71,27 36,30 0,000***
Résiduelle 24 47,11 1,96

Totale 35 831,06

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

Chez les femelles récoltées, la valeur maximale du taux d’ADN a été enregistrée au

mois d’Avril avec 16,96£1,36 pg/mg d’ovocytes et une valeur minimale a été observée au
mois de Septembre avec 4,53+1,21ug/mg d’ovocytes (Figure 85).
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Figure 85. Evaluation du taux d’ADN (pg/mg d’ovocytes) chez les populations des
femelles de P. culrifera récoltées au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période allant
de Janvier a Décembre 2013.(classification de Tukey); (m s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux d’ADN entre les mois pour le site de Skikda
(Stora) en huit groupes durant 1’année 2013 (Figure 85).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé indique une différence trés hautement
significative entre les mois d’étude dans le site de Skikda (Stora) avec une valeur de ( p <
0,001) (Tableau 70).

Tableau 70. ANOVA a un seul facteur contr6lé du taux d’ADN (ug/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera dans le site de Skikda (Stora) durant la période allant de
Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 505,41 45,95 22,71 | 0,000***
Résiduelle 24 48,56 2,02

Totale 35 553,97

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil

de signification.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) révéle un effet site,
un effet mois, et une interaction sites/mois trés hautement significatifs (p < 0,001), (Tableau

71).
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Tableau 71. ANOVA a deux facteurs controlés du taux d’ADN (ug/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera récoltée au niveau des trois sites d’étude . durant la période
allant de Janvier a Décembre 2013.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 081,38 490,69 221,87 0,000***
Site 2 2883,66 262,15 118,54 0,000%***
Interaction site/mois 22 387,02 17,59 7,95 0,000***
Erreur résiduelle 72 159,23 2.21

Totale 107

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P:
Seuil de signification

3.5.3.2. Evaluation du taux d’ARN ovocytaire chez les femelles de P. cultrifera récoltées
au niveau des trois sites d’étude

L’évolution du taux d’ARN ovocytaire montre une induction dans les deux sites d’Annaba et
de Skikda, une valeur maximale a été enregistrée au mois d’ Avril chez les femelles récoltées
au niveau du site de Skikda (Stora), elle est de I’ordre de 83,4+2,91ug/mg d’ovocytes, tandis
que la plus faible a été observée au mois d’Aoit pour les femelles prélevées au niveau du
site d’El Kala (EI-Mordjene) avecl4,87+1,94ug/mg d’ovocytes. Cependant le site d’Annaba
(Saint-Cloud) affiche des valeurs intermédiaires.

Le test de Tukey a permis de classer les sites en trois groupes durant les mois de Mars,
Avril, et Mai ; le groupe A renferme le site d’El Kala, le groupe B représente le site Annaba et
le groupe C correspond au site de Skikda. Une différence trés hautement significative a été
enregistrée entre les trois sites d’étude de février, Avril, Mai, Octobre.

Au mois d’Aoft, les trois sites regroupent en un seul groupe A, ou la différence n’est
pas significative entre les trois sites d’étude.

Durant les mois qui restent, deux groupes ont été signalées, le groupe A renferme le
site El Kala, le groupe B représente les deux sites de Annaba et Skikda. Une différence
hautement significative a été enregistrée entre les trois sites d’étude de Janvier, Mars, Juin,
Septembre et Novembre.
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Tableau 72. Evaluation du taux d’ARN (pg/mg d’ovocytes) chez trois populations de
femelles de P. culrifera récoltées au niveau d’El-Kala, Annaba, et Skikda durant la période
allant de Janvier a Décembre 2013. (ANOVA a un seul facteur contrdlé et classification de
Tukey des sites pour chague mois); (m = s, n = 5).

w El- kala Annaba Skikda P
Mois

Janvier 31,2842,09 A | 34,62+1,15 B | 41,88+251 B | 0,002**
Février 35,41 £2,28 A | 39,24+1,21 B | 46,05£1,49 B | 0,001***
Mars 39,46 £2,87 A | 46,75+2,68 B | 54,26x2,59 C | 0,002**
Avril 51,35+2,06 A | 69,87+2,34 B | 834+294 C | 0,000***
Mai 4572 2,54 A | 52,59+£179 B | 64,14+2 74 C | 0,000***
Juin 29,67+2,23 A | 30,71+2,20 B | 39,01+1,63 B | 0,003**
Juillet 153121 A | 18,66x1,85 B | 20,23+1,12B | 0,01**
Aolt 1487£194 A | 1527+1,71 A | 16,92 £1,18A | 0,336NS
Septembre | 16,71+1,11 A | 1951197 B | 24,79+2,05 B | 0,004**
Octobre 17,74£15 A | 2151+2,35 B | 29,76x2,16 B | 0,001***
Novembre 22,84+143 A | 2554+127 B | 28,88+1,24 B | 0,003**
Décembre 2553+1,98 A | 29,89+1,35 B | 31,81+1,71 B | 0.007**

P : seuil de signification ; non significatif (P>0,05) ; * trés significatif (P<0,05) ; ** hautement significatif
(P<0,01) ; *** trés hautement significatif (P<0,001).

Les résultats obtenus a partir du dosage de I’ARN ovocytaire montrent une
augmentation tres hautement significative du taux d’ARN chez les femelles récoltées au
niveau du site de Skikda (Stora) qui est montré dans les mois de Mars, Avril et Mai (Figure
86).
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Figure 86. Evaluation du taux d’ARN (ng/mg d’ovocytes) chez trois populations des femelles
de P. culrifera récoltées au niveau d’El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud), et Skikda
(Stora) durant la période allant de Janvier a Décembre 2013. (mzs; n =5)

Chez les femelles récoltées au niveau du site d’El Kala (EI-Mordjene) le taux d’ARN
(ug/mg d’ovocytes) varie entre une valeur maximale de 51,35+2,06 ug/mg d’ovocytes au

mois d’avril, et une valeur minimale de 14,87+1,94 ug/mg d’ovocytes au mois d Aodt (Figure
87).
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Figure 87. Evaluation du taux d’ARN (ug/mg d’ovocytes) chez la population de
femelle de P. culrifera récoltées au niveau d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période allant
de Janvier a Décembre 2013. (classification de Tukey); (m £s, n =5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux d’ARN entre les mois pour le site d’El-Kala
(EI-Mordjéne) en huit groupes durant I’année 2013 (Figure 87).
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L’ANOVA a un seul facteur contrélé indique une différence trés hautement

significative entre les mois d’étude au niveau du site d’El Kala (EI-Mordjéne) avec une valeur
de (p <0,001) (Tableau 73).

Tableau 73. ANOVA a un seul facteur contrélé du taux d ARN (ug/mg
d’ovocytes) chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’El Kala (EI-Mordjéne)
durant la période allant de Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 4950,85 450,08 110,99 | 0,000***
Résiduelle 24 97,32 4,05

Totale 35 5048.17

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

Par ailleurs, Chez les femelles récoltées a partir du site d’Annaba (Saint-Cloud), la
valeur maximale du taux d’ARN (ug/mg d’ovocytes) a été enregistrée au mois d’Avril avec
69,87+2,34 pg/mg d’ovocytes et une valeur minimale a été signalée au mois d’Aout
aveclb5,27+1,71 ug/mg d’ovocytes (Figure 8
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Figure 88. Evaluation du taux d’ARN (pg/mg d’ovocytes) chez la population de femelles de
P. culrifera récoltées au niveau du site d’Annaba durant la période allant de Janvier a
Décembre 2013. (Saint-Cloud) (classification de Tukey); (m = s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations du taux d’ARN entre les mois pour le site
d’Annaba (Saint-Cloud) en dix groupes durant I’année 2013 (Figure 88).
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L’ANOVA a un seul facteur contrélé indique une différence trés hautement
significative entre les mois d’étude au niveau du site d’ Annaba (Saint-Cloud) avec une valeur
de (p <0,001) (Tableau 74).

Tableau 74. ANOVA a un seul facteur controlé du taux d’ARN (ng/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’ Annaba (Saint-Cloud) durant la période
allant de Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 8617,62 783,42 219,03 | 0,000***
Résiduelle 24 85,84 3,58

Totale 35 8703.46

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification

En outre, Chez les femelles récoltées a partir du site de Skikda (Stora), la valeur
maximale du taux d’ARN  a été enregistrée au mois d’Avril avec 83,4%£2,94 nug/mg
d’ovocytes et une valeur minimale a eté également notée au mois d’Aoft avec 16,92 +1,18
ug/mg d’ovocytes (Figure 89).

Skikda (Stora)

Taux d'ARN
pg/mg d'ovocytes)
S
W]
m
I

Figure 89. Evaluation du taux d’ARN (ng/mg d’ovocytes) chez la population de femelles de
P. culrifera récoltées au niveau du site de Skikda (Stora) (classification de Tukey); (m* s, n
=5).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé indique une différence trés hautement
significative entre les mois d’étude au niveau du site de Skikda (Stora) avec une valeur de (p
<0,001) (Tableau 75)

Le test de Tukey a classé les variations du taux d’ARN entre les mois pour le site de
Skikda (Stora) en dix groupes durant ’année 2013 (Figure 89).
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Tableau 75. ANOVA a un seul facteur controlé du taux d’ARN (ng/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période allant

de Janvier a Décembre 2013.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 124459 1131,33 268,07 | 0,000***
Résiduelle 24 101,29 4,22

Totale 35 1254.88

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil

de signification

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) révele un effet site,
un effet mois, et une interaction site/mois tres hautement significatifs (p < 0,001), (Tableau

76).

Tableau 76. ANOVA a deux facteurs controlés du taux d’ARN (ug/mg d’ovocytes)
chez les femelles de P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude durant la période allant de

Janvier a Décembre 2013.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 2328,77 1164,39 294,73 0,000***
Site 2 2492,25 2266,30 573,65 0,000***
Interaction site/mois 22 1083,82 49,26 12,47 0,000***
Erreur résiduelle 72 284,45 3.95

Totale 107

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification

3.5.4. Dosage des biomarqueurs
3.5.4.1. Dosage de I’activité enzymatique de I’AChE

L’activit¢ enzymatique de I’AChE exprimée en nM/mn/mg de protéines est
déterminée mensuellement au niveau du corps entier des femelles P. cultrifera récoltées au
niveau des trois sites du littoral est Algérien : El-Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud)
et Skikda (Stora) au cours de la période allant de Janvier a Décembre 2012. Cette activité est
calculée par application de la formule d’Ellman et al (1961) en utilisant les pentes des droites
de régression exprimant 1’absorbance en fonction du temps ; les résultats sont exprimés par
rapport a une quantité de protéines exprimées en milligrammes (mg) (Figure 90).
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Les valeurs des variations mensuelles de I’activité enzymatique de I’AChE dans les trois
sites étudiés, avec les résultats d’analyse de la variance a un seul critére de classification
indiquent une différence tres hautement significative entre les sites durant les mois de Mars,
Avril et Novembre, une différence hautement significative durant les mois de Janvier, Mai,
Juin, Juillet, Septembre, Octobre et Décembre et une différence tres significative pendant les
deux mois de Février et Aodt. (Tableau 77).

L’activité de I’AChE au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) varie entre une valeur
moyenne minimale de 16,63+1,61 nM/mn/mg de protéines au mois d’Aott et une valeur
maximale de 37,59+1,89 nM/mn/mg de protéines au mois d’Avril. Concernant le site
d’Annaba (Saint-Cloud), I’activit¢ de 1I’AChE oscille entre 14,89+1,54 et 30,61+1,88
nM/mn/mg de protéines au mois d’Ao(t et d’ Avril respectivement. Par contre, pour le site de
Skikda (Stora), elle varie entre 11,54+2,04 et 27,38+1,81 nM/mn/mg de protéines durant les
deux mois d’Avril et Ao(t.

Le test de Tukey a permis de classer les sites en trois groupes durant les mois de
Janvier, Février, Mai, Juin, Ao(t et Septembre, le groupe A renferme le site d’El-Kala (El-
Mordjene), le groupe AB représente le site d’Annaba (Saint-Cloud) et le groupe B concerne
le site de Skikda (Stora).

Au mois de Mars, deux groupes sont décelé : le groupe A représente les deux sites El-
Kala (EI-Mordjene) et Annaba (Saint-Cloud), le groupe B concerne le site de Skikda (Stora).

Deux groupes ont été relevés durant les mois d’Avril, Juillet, Octobre, Novembre et
Décembre. Le groupe A renferme le site d’El-Kala (EI-Mordjene), le groupe B regroupe les
deux sites, Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora).
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Tableau 77. Activité enzymatique de I’AChE (nM/mn/mg de protéines) chez les

femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des sites d’étude durant la période allant de
Janvier a Décembre 2012. (ANOVA a un seul facteur contrélé, et classification de Tukey
des sites pour chaque mois); (m = s, n =5).

P:

Site EL Kala Annaba Skikda P

Mois

Janvier 28,21+1,78 A| 24,23+2,15 AB | 21,13+2,30 B 0,01**
Février 30,56+1,84 A | 27,08+2,12 AB | 24,76+1,59 B 0,025*
Mars 32,73+2,09 A | 28,96+1,83 A | 19,87+1,93 B | 0,001***
Avril 37,59+1,89 A| 30,61+1,88B | 27,38+1,81 B | 0,000***
Mai 32,03+1,54 A| 28,16+1,78 AB | 25,48+1,89 B 0,01**
Juin 275+2,06 A| 2386+1,66 AB | 20,33+1,58B | 0,008**
Juillet 30,77£2,17 A | 25,38+1,77B | 21,81+1,40B| 0,003**
Aolt 16,63+1,61 A | 14,89+1,54 AB | 11,54+2,04 B 0,031*
Septembre | 19,15+1,64 A | 17,81+1,40 AB | 14,23+1,49 B 0,01**
Octobre 25,22+1,50 A| 19,23+1,79B | 16,91+1,42B | 0,002**
Novembre 25,72+0,53 A| 20,72+1,58B | 17,67+1,55B | 0,001***
Décembre 27.75£1.45 A | 22.19+1.81 B | 20.84+1.25B | 0.003**

(P<0,01) ; *** tres hautement significatif (P<0,001).

seuil de signification ; non significatif (P>0,05) ; * tres significatif (P<0,05) ;

** hautement significatif

Les résultats obtenus a partir du dosage de I’activité enzymatique de I’AChE montrent une

diminution trés hautement significative de I’activité chez les femelles récoltées au niveau des
deux sitesAnnaba ( Saint-Cloud) et Skikda (Stora) pendant les trois mois de Mars, Avril et
Mai. Une chute brusque est enregistrée au niveau du site de Skikda (Stora) qui est ressentie au
mois de Mars. (Figure 90).
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Figure 90. Variations mensuelles de I’activité enzymatique de I’AChE (nM/mn/mg de
protéines) dans les trois sites d’étude chez les femelles de P. cultrifera de Janvier a Décembre
de ’année 2012; (m £ s, n =5).

Chez les femelles récoltées d’El-Kala (EI-Mordjene), I’activité enzymatique de 1’AChE
varie d’un mois a ’autre, avec une activité importante au mois d’Avril ou la valeur maximale
atteint 37,59+1,89 nM/mn/mg de protéines et que la plus faible a été enregistrée 16,63+1,61
nM/mn/mg de protéines au mois d’ Aott (Figure 91). .
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Figure 91. Variations mensuelles de I’activité enzymatique de I’AChE (nM/mn/mg de
protéines) chez les femelles du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période allant de
Janvier a Décembre 2012. (classification de Tukey); (m £ s, n =5).
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Le test de Tukey a classé les variations de I’activité enzymatique de I’AChE entre les mois
pour le site d’El-Kala (EI-Mordjene) en huit groupes durant I’année 2013 (Figure 19).

L’ANOVA a un seul facteur controlée indique une différence trés hautement
significative entre les mois d’étude au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) avec une valeur
de p < 0,001 (Tableau 78).

Tableau 78. ANOVA a un seul facteur contr6lé de I’activité enzymatique de I’AChE
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période
allant de Janvier a Décembre 2012.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 1095,78 99,62 33,26 0,000***
Résiduelle 24 71,87 2,99

Totale 35 1167.65

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil

de signification

Par ailleurs, chez les femelles récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud),
I’activité enzymatique de I’AChE varie tout le long de la période d’étude. L’activité
enzymatique de I’AChE la plus importante a été enregistrée au mois d’Avril (30,61+1,88
nM/mn/mg de protéines) et une valeur moyenne la plus faible concerne le mois d’ Aot

(14,89+1,54 nM/mn/mg de protéines) (Figure 92).
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Figure 92. Variations mensuelles de I’activité enzymatique de I’AChE (nM/mn/mg de
protéines) chez les femelles du site d’ Annaba (Saint-Cloud) durant la période allant de Janvier
a Décembre 2012. (classification de Tukey); (m s, n=5).
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Le test de Tukey a classé les variations de I’activité enzymatique de I’AChE entre les mois
pour le site d’Annaba (Saint-Cloud) en dix groupes durant I’année 2013 (Figure 92).

L’ANOVA a un seul facteur controlé montre une différence tres hautement significative

entre les mois d’étude au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) avec une valeur de p < 0,001
(Tableau 79).

Tableau 79. ANOVA a un seul facteur contrélé de ’activité enzymatique de I’AChE
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) durant la période
allant de Janvier a Décembre 2012.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 759,63 69,06 21,41 0,000***
Résiduelle 24 77,40 3,22

Totale 35 837.03

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

En outre, chez les femelles récoltées du site de Skikda (Stora), I’activité enzymatique de
I’AChE varie entre une valeur moyenne maximale enregistrée au mois d’Avril (27,38+1,81
nM/mn/mg de protéines) et une valeur moyenne minimale au mois d’Aolt (11,54+2,04
nM/mn//mg de protéines) (Figure 93).

Skikda (Stora)

Activité enzymatique de I'AChE
(nM/mn/mg fe protéines )

Figure 93. Variations mensuelles de I’activité enzymatique de I’AChE (nM/mn/mg de
protéines) chez les femelles du site de Skikda (Stora) durant la période allant de Janvier a
Décembre 2012. (classification de Tukey); (m s, n=5).

Le test de Tukey a classé les variations de I’activité enzymatique de I’AChE entre les mois
pour le site de Skikda (Stora) en neuf groupes durant’année 2013 (Figure 93).

145




RESULTATS

L’ANOVA a un seul facteur contrélé indique une différence trés hautement
significative entre les mois d’étude au niveau du site de Skikda (Stora) avec une valeur de (p
< 0,001) (Tableau 80).

Tableau 80. ANOVA a un seul facteur controlé de I’activité enzymatique de 1’AChE
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période allant
de Janvier a Décembre 2012.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 707,92 64,36 21,83 0,000***
Résiduelle 24 70,75 2,95

Totale 35 778,67

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) réalisée sur les
données relatives aux trois sites révele un effet site et mois trés hautement significatifs (p <
0,001) et une interaction site/mois trés significative (p < 0,05) (Tableau 81)

Tableau 81. ANOVA a deux facteurs contr6lés de I’activité enzymatique de 1’AChE
chez les femelles de P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude durant la période allant de
Janvier a Décembre 2012.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 1051,07 525,97 172,06 0,000***
Site 2 2436,17 221,47 72,48 0,000***
Interaction stations/mois 22 127,16 5,78 1,48 0,023*
Erreur résiduelle 72 220,01 3,06

Totale 107

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: de
signification.

3.5.4.2. Dosage de I’activité enzymatique de la GST

Les variations mensuelles de I’activité enzymatique de la GST dans les trois Sites
étudies montrent une augmentation (stimulation) de ’activité de la GST au niveau des deux
sites de Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora), par rapport au site d’El-Kala (EI-Mordjéne).
L’augmentation la plus importante a été enregistrée au mois d’Avril atteignant 11,82 + 0,65
puM/mn/mg de protéines au niveau du site de Skikda (Stora), et 9,15 + 0,71 uM/mn/mg de
protéines au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud), alors que la valeur la plus faible a été
détectée au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) au mois d’Aott avec 2,81+0,55
puM/mn/mg de protéines.
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L’analyse de la variance montre une différence hautement significative entre les sites
pendant les mois d’Avril, Mai, Juin, Septembre, Octobre et Novembre. Le test de Tukey
classe les sites en deux groupes; le groupe A renferme les deux sites de Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora) ou I’activité de la GST est la plus élevée, le groupe B correspond au
le site d’El-Kala (EI-Mordjéne) et qui présente les valeurs les plus faibles dans notre étude.

Une différence tres significative entre les sites pendant les mois de Janvier, Aolt et
Décembre a été enregistrée, et le test de Tukey a permis de classer les sites en trois groupes,
le groupe A renferme le site de Skikda (Stora), le groupe AB renferme le site d’Annaba
(Saint-Cloud), et le groupe B renferme le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), aucune différence
enregistrée entre les sites pendant les mois de Février, Mars et Juillet (Tableau 82).

Tableau 82. Activité enzymatique de la GST chez les femelles de P. cultrifera récoltées a
partir des sites d’étude durant la période allant de Janvier a Décembre 2012, avec ’ANOVA a
un seul facteur contrélé, et classification de Tukey des sites pour chaque mois (m + s, n = 5).

Site El-Kala Annaba Skikda P

Mois

Janvier 520+1,10B |[6,28+1,02 AB | 8,34+1,22 A 0.036*
Février 6,58+1,05A |7,21+1,21 A | 8,87+1,38 A | 0,139NS
Mars 6,94+0,42 A |7,91+1,14 A |9,43+1,29 A | 0,065NS
Auvril 8,78+0,69B (9,15+0,71 A |[11,82+0,65 A | 0,003**
Mai 7,90+0,62B (8,31+0,75 A [10,72+0,80 A | 0,007**
Juin 4,17£1,09B |[3,73+0,68 A |7,64+0,88 A | 0,010**
Juillet 5,80+0,65A |(6,88+059 A | 7,10+0,97 A | 0,161NS
Ao(t 2,81+0,55B |[3,23+0,60 AB [4,37£0,61 A 0,043*
Septembre |3,25+0,90B |5,69+0,77 A |5,80+0,61 A | 0,011**
Octobre 3,84+051B [4,74+0,69 A |6,95+0,57 A 0,002**
Novembre |[4,39+0,75B [4,94+0,87 A |7,08+0,81 A | 0,011**
Décembre |4,70+0,88B |6,72+0,91 AB |7,59+1,24 A 0,034*

P : seuil de signification ; non significatif (P>0,05) ; * trés significatif (P<0,05) ; ** hautement significatif
(P<0,01) ; *** tres hautement significatif (P<0,001)

Les variations mensuelles de I’activité enzymatique de la GST varient progressivement depuis
le mois de Février jusqu’au mois d’Avril ou il a été enregistré une des valeurs moyennes les
plus élevées avec 8,78+0,69 uM/mn/mg de protéines au niveau du site d’El-Kala (El-
Mordjene) et 11,82+0,65 uM/mn/mg de protéines au niveau du site de Skikda (Stora), les
valeurs diminuent progressivement depuis le mois de Mai jusqu’au mois d’Aolt avec
2,81+0,55 puM/mn/mg de protéines a El-Kala (EI-Mordjéne) et 3,23+0,60 pM/mn/mg de
protéines a Annaba (Saint-Cloud) et 4,37+0,61uM/mn/mg de protéines a Skikda (Stora)
(Figure94).
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Figure 94. Variations mensuelles de 1’activité enzymatique de la GST (uM/mn//mg de
protéines) au niveau des trois sites d’étude durant la période allant de Janvier a Décembre
2012 chez les femelles de P. cultrifera (m s, n=5).

Le test de Tukey montre qu’il existe des variations importantes entre les valeurs
moyennes de D’activité de la GST au cours de ’année au niveau du site d’El-Kala (El-
Mordjéne), ou les douze mois d’étude sont regroupes dans onze classes, avec une valeur
maximale de 8,78+0,69 pM/mn/mg de protéines enregistrée au mois d’Avril, une valeur
minimale de 2,81+0,55 pM/mn/mg de protéines observée au mois d’ Aott (Figure 95).
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Figure 95. Variations mensuelles de I’activité enzymatique de la GST (umol/min/mg de
protéines) chez les femelles du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période allant de
Janvier a Décembre 2012, avec la classification de Tukey (m s, n =5).
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Le test de Tukey a classe les variations de 1’activité enzymatique de la GST entre les mois
pour le site d’El-Kala (EI-Mordjéne) en douze groupes durant I’année 2013 (Figure 95).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé affiche une différence tres hautement significative
entre les mois étudiés au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjene), avec (p<0,001) (Tableau
83).

Tableau 83. ANOVA a un seul facteur controlé de I’activité enzymatique de la GST
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) durant la période
allant de Janvier a Décembre 2012.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 115,09 10,46 16,73 0,000***
Résiduelle 24 15,00 0,62

Totale 35 130.09

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

En outre, chez les femelles récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud),
I’activité de la GST varie d’un mois a I’autre atteignant une valeur maximale au mois d’ Avril
avec 9,15+0,71 puM/mn/mg de protéines, et une valeur minimale enregistrée au mois d’ Aot
3,23£0,60 pM/mn/mg de protéines. Le test de Tukey montre des fluctuations importantes
entre les mois au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) qui nous permet de classer les douze
mois d’étude en huit groupes (Figure 96).
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Figure 96. Variations mensuelles de ’activité enzymatique de la GST (uUM/mn/mg de
protéines) chez les femelles du site d’ Annaba (Saint-Cloud) durant la période allant de Janvier
a Décembre 2012, avec la classification de Tukey (m = s, n = 5).
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Le test de Tukey a classé les variations de I’activité enzymatique de la GST entre les mois
pour le site d’Annaba (Saint-Cloud) en neuf groupes durant I’année 2013 (Figure 96).

L’ANOVA a un seul facteur contrélé indique qu’il existe une différence trés hautement
significative entre les mois étudiés au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) avec (p<0,001)
(Tableau 84).

Tableau 84. ANOVA a un seul facteur controlé de I’activité enzymatique de la GST
chez les femelles de P. cultrifera au niveau du site d’ Annaba (Saint-Cloud) . durant la période
allant de Janvier a Décembre 2012.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 137,99 12,54 13,42 0,000***
Résiduelle 24 22,43 0,93

Totale 35 160.43

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

Cependant, chez les femelles récoltées au niveau du site de Skikda (Stora), I’activité de
la GST varie d’'un mois a l’autre atteignant une valeur maximale au mois d’Avril avec
(11,82+0,65 pM/mn/mg de protéines), et une valeur minimale enregistrée au mois d’Ao(t
(4,37+0,61 pM/mn/mg de protéines). Le test de Tukey montre une variation importante entre
les mois, qui nous permet de classer les douze mois d’étude en neuf groupes (Figure 97).
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Figure 97. Variations mensuelles de ’activité enzymatique de la GST (uM/mn/mg de
protéines) chez les femelles du site de Skikda (Stora) durant la période allant de Janvier a
Décembre 2012 et classification de Tukey (m £s, n =5).
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Le test de Tukey a classé les variations de I’activité enzymatique de la GST entre les mois
pour le site de Skikda (Stora) en neuf groupes durant I’année 2013 (Figure 97).

L’ANOVA a un seul facteur contr6lé montre une différence tres hautement
significative entre les mois étudiés au niveau du site de Skikda (Stora) avec p<0,001 (tableau
85).

Tableau 85. ANOVA a un seul facteur contrdlé de ’activité enzymatique de la GST chez les
femelles de P. cultrifera au niveau du site de Skikda (Stora) durant la période allant de
Janvier a Décembre 2012.

Sources de variation DDL SCE CM F obs. P
Factorielle 11 91,22 8,29 11,36 0,000***
Résiduelle 24 17,51 0,73

Totale 35 108.74

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (site, mois) réalisée sur les
données relatives au niveau des trois sites révele un effet site et mois trés hautement
significatifs et une interaction site/mois non significative (Tableau 86).

Tableau 86. ANOVA a deux facteurs controlés de 1’activité enzymatique de la GST
chez les femelles de P. cultrifera au niveau des trois sites d’étude durant la période allant de
Janvier a Décembre 2012.

Source de variation DDL SCE CM F obs. P
Mois 11 124,55 62,28 81,58 0,000%**
Site 2 327,27 29,75 38,97 0,000***
Interaction stations/mois 22 17,04 0,77 1,01 0,459NS
Erreur résiduelle 72 54,96 0.76

Totale 107

DDL.: Degré de liberté; SCE: Somme des carrés des écarts; CM: Carré moyen; F obs.: Test de Fisher; P: Seuil
de signification.
3.5.5. Analyse histologique

3.5.5.1. Interprétation de la structure ovocytaire chez les femelles récoltées a partir
des trois sites d’étude

Les coupes histologiques realisées au niveau de la partie médiane du corps des femelles
matures montrent que I’ovogenése est asynchrone ou les ovocytes baignant dans le liquide
ceelomique se trouvent aux différents stades de vitéllogénése, ces cellules sont entourées par
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d’autres cellules de plus petite taille appelées ceelomocytes et plus précisément les eléocytes
dont le rble est primordialement nourricier. Les ovocytes provenant des trois sites d’étude
sont & un stade avancé de la vitéllogénése et sont de forme sphérique entourées d’une fine
membrane appelée membrane vitelline.

La comparaison de la structure des ovocytes issus des trois sites d’étude montre que ceux
des femelles récoltées a partir du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) présentent une activité
vitellogénique intense grace a la présence de globules vitellins trés denses et bien colorés
concentrés surtout a la périphérie de la membrane vitelline et répartis également sur toute la
surface cytoplasmique entourant le noyau qui apparait volumineux témoignant d’une intense
activité nucléaire, le nucléole est également bien apparent dans certains ovocytes. Ces
ovocytes sont préts a faire rompre le tégument afin d’étre libérés (épitoquie) se préparant a la
fécondation.

En revanche, les ovocytes issus des femelles matures provenant du site pollué d’ Annaba
(Saint-Cloud) sont légérement de plus faible diamétre et les signes de la vitéllogénése active
sont de faible intensité car les globules vitellins sont moins fréquents et moins concentrés a la
périphérie et répartis moins uniformément au niveau de la masse cytoplasmique; la
membrane vitelline est fine et le noyau en plus du nucléole sont moins volumineux
témoignant d’une activité plus ralentie.

Cependant, les mémes constatations ont été observées concernant les ovocytes issus des
femelles matures provenant du deuxiéme site pollué Skikda (Stora) sont aussi de plus faible
diametre comparativement aux deux sites El-Kala (EI(Mordjene) et Annaba (Saint-Cloud) et
les signes de la vitéllogénese active sont de faible intensité ; la membrane vitelline est
Iégerement plus fine et le noyau en plus du nucléole sont moins volumineux. Ces observations
confirment les résultats biométriques et biochimiques ou I’apport des matériaux de
construction ovocytaires dosés sont plus faibles au niveau des ovocytes provenant du site
affecté par la pollution, par ailleurs, la somme des résultats obtenus sur le plan histologique
nous ont permis de constater que la croissance ovocytaire et par ou la vitéllogénese ont été
sensiblement perturbées.
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Figure 98. Coupe histologique d’une Ponction ceelomique chez P. cultrifera provenant d’El-
Kala (EI-Mordjene) montrant : Ovocytes en maturation (mode de développement
asynchrone) (A), GRx150 ; des ovocytes matures (B), GRx600 ; la périphérie de I’ovocyte
mature montrant la membrane vitelline (C), GRx1500.

Abréviations : Lc : Liquide ceelomique, Ovm : Ovocyte mature, Gv : Globules vitellins, N :
Noyau, Mv : Membrane Vitelline, El : Eléocytes.
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Figure 99. Coupe histologique d’une Ponction ceelomique chez P. cultrifera provenant
d’ Annaba (Saint-Cloud) montrant : Ovocytes en maturation (A), GRx150 ; un ovocyte
mature (B), GRx600 ; la périphérie de I’ovocyte mature montrant la membrane vitelline (C),
GRx600

Abréviations : Lc : Liquide ceelomique, Ovm : Ovocyte mature, Gv : Globules vitellins, N :
Noyau, Mv : Membrane Vitelline, El : Eléocytes.
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B
Figure 100. Coupe histologique d’une Ponction cecelomique chez P. cultrifera provenant de

Skikda (Stora) montrant : Ovocytes en maturation (A), GRx150 ; un ovocyte mature (B),
GRx600 ; la périphérie de I’ovocyte mature montrant la membrane vitelline (C), GRx600.

Abréviations : Lc : Liquide celomique, Ovm : Ovocyte mature, Gv : Globules vitellins, N :
Noyau, Mv : Membrane Vitelline, EI : Eléocytes.
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3.5.5.2. Etude des paramétres morphométriques de ’ovocyte mature

Tableau 87. Variations des parametres morphometriques (diameétre ovocytaires, Epaisseur de
la membrane vitelline et diametre du noyau) des ovocytes matures des femelles de P.
cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El Kala (EI-Mordjéne), Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora) ou cours de la période de Reproduction aprés une étude histologique.

El-Kala 252,01+11,86 A 02,19+0,30 A 48,45+3,49 A

Annaba 231,36+09,97 AB 02,04+0,14 AB 40,77+2,03 B

Skikda 206,96+10,54 B 01,56+0,13 B 35,82+2,47 B
P 0,007** 0,025* 0,004**

P: seuil de signification; non significatif (P>0,05); * trés ssignificatif (P<0,05); ** hautement
significatif (P<0,01) ; *** trés hautement significatif (P<0,001),

3.5.5.2.1. Evaluation du diameétre ovocytaires (um) chez P, cultrifera

L’évolution du diamétre ovocytaire moyen des femelles de P, cultrifera pendant la
période de reproduction est représentée par la figure 101. Nous notons que Les individus
récoltés au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjene) présentent une moyenne maximale de
I’ordre de 252,01£11,86 pm ; par contre, les individus récoltés au niveau du site de Skikda
(Stora) présentent une moyenne minimale de 1’ordre de 206,96+10,54 pm. Cependant, Les
individus récoltés au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) affichent une moyenne
intermédiaire de 1’ordre de 231.36+9.97 pm.

L’analyse de la variance ANOVA a un seul facteur contr6lé indique qu’il ya une
différence hautement significative entre les ovocytes (diameétre ovocytaire) au niveau des
trois sites d’étude (P<0,01). Le test de Tukey a permis de classer les sites étudié en trois
classes: la classe A regroupe le site d’El-Kala (EI-Mordjéne), la classe AB regroupe le site
d’Annaba (Saint-Cloud) et la classe B regroupe le site de Skikda (Stora) qui présente les
diametres les plus faibles (Tableau 87).
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Figure 101. Variations du diameétre ovocytaire (um) des ovocytes matures des femelles
P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El Kala (EI-Mordjene), Annaba
(Saint-Cloud) et Skikda (Stora) ou cours de la période de reproduction aprés une étude
histologique.

3.5.5.2.2. Evaluation de I’épaisseur de la membrane vitelline (wm) de I’ovocyte mature
chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude

Par ailleurs, les variations de I’épaisseur de la membrane vitelline (um) des ovocytes
matures des femelles P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El Kala, (El-
Mordjene) Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) ou cours de la période de reproduction
apres une étude histologique montrent une moyenne maximale chez les individus récoltés au
niveau du site d’El Kala (EI-Mordjéne) avec 2.19+0.30 um, suivie par les individus des deux
sites d” Annaba et de Skikda respectivement avec 2.04+0.14 pm et 1.56£0.13 pm.

L’analyse de la variance ANOVA a un seul facteur controlé indique qu’il y a une
différence tres significative (P<0,05) entre 1’épaisseur de la membrane vitelline (um) des
ovocytes matures des femelles P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El
Kala, (El-Mordjéne) Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora). Le test de Tukey a permis de
classer les sites étudiés en trois classes : la classe A regroupe le site El Kala (EI-Mordjéne), la
classe AB regroupe le site d’Annaba (Saint-Cloud) et la classe B regroupe le site de Skikda
(Stora) qui présente les épaisseurs membranaires les plus faibles. (Tableau 87).
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Figure 102. Variations de 1’épaisseur de la membrane vitelline (um) des ovocytes
matures des femelles P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude : El-Kala,
Annaba, et Skikda ou cours de la période de reproduction apres une étude histologique.

3.5.5.2.3. Evaluation du diametre du noyau (um) chez P. cultrifera

En outre, Les mémes observations ont eté enregistrées concernant les variations du diametre
du noyau (pum) des ovocytes matures des femelles P. cultrifera récoltées au niveau des trois
sites d’étude : El Kala, Annaba, et Skikda ou cours de la période de reproduction aprés une
étude histologique ou les individus récoltés au niveau du site d’El Kala (EI-Mordjene)
présentent une moyenne maximale de 48,45+3,49 um, suivie par celle des deux sites
d’Annaba (Saint-Cloud) et de Skikda (Stora) avec 40.77+2.03 pm et 35,82+2,47 pm
respectivement.

L’analyse de la variance ANOVA a un seul facteur contr6lé montre q’il existe une
différence hautement significative (P<0,01) entre le diamétre du noyau (um) des ovocytes
matures des femelles P. cultrifera récoltées au niveau des trois sites d’étude El-Kala (El-
Mordjéne), Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora). Le test de Tukey a permis de classer les
sites étudiés en deux classes : la classe A regroupe le site d’ El-Kala (EI-Mordjéne) et la
classe B regroupe les deux sites d’ Annaba (Saint-Cloud) et de Skikda (Stora) (Tableau 87).

158



RESULTATS

H w1 D
o o o
I I )

Diamétre du noyau (um)
w
o

20 -
10 -
0 .
El-Kala Annaba Skikda
Site

Figure 103. Variations du diamétre du noyau (um) des ovocytes matures des femelles P.
cultrifera récoltées au niveau des trois sites : d’El-Kala (EI-Mordjene), Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora) ou cours de la période de reproduction apres une étude histologique.

3.5.6. Analyse Immunogénétique du complexe d’espéces jumelles de P. cultrifera

3.5.6.1. Alignement des sequences cyt-b

Les séquences du cyt-b de 82 individus ont été amplifiées par PCR et séquencées, une fois
récupérées, les s€quences ont été nettoyées et alignées a 1’aide du logiciel Codoncode aligner
(v 5,0,2) licence disponible au niveau du laboratoire Génétique et Evolution des Populations
Végétales (GEPV) de I'université des sciences et technologies de Lille 1 (France). La figure
104 représente une partie de 1’alignement du cyt-b.
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Figure 104. Alignement des sequences cyt-b amplifiées par PCR et apres Séquencage.

160



105



RESULTATS

Le tableau 88 représente I’insertion d’autres groupes du genre Perinereisen plus de P.
cultrifera dont la distribution geographique est au niveau de 1’Atlantique nord, Baltique,
Méditerranée, Afrique du Sud, et Madagascar, nous avons intégre P. rulieri qui provient de
I’ Atlantique nord, Baltique et Méditerranée ainsi que P. marionii qui Se trouve dans les cotes
UK et en Méditerranée et enfin, P. aibuhitensis qui se trouve en Asie a 1’arbre phylogénétique
précédemment créé. Les résultats obtenus montrent que ces espéces proches a I’exemple de P.
rulieri se regroupent avec certains taxons de P. cultrifera de notre échantillonnage, et que P.
marionii avec celui de P. aibuhitensis, ce qui nous laisse supposer deux hypotheses possibles :
soit nos échantillons contiennent des espéces cryptiques, soit il y a partage d'haplotypes
mitochondriaux entre les espéces (Figure 105).

Tableau 88. Ajout des autres groupes du genre Perinereis.

Distribution géographiques
P. cultrifera Atlantique nord, Baltique, Méditerranée, Afrique du Sud, Madagascar
P. rulieri Atlantique nord, Baltique, Méditerranée
P. marionii Cotes UK, Méditerranée
P. aibuhitensis Asie
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Figure 105. Arbre phylogénétique basé sur les séquences de Cyt-b isolées chez P. cultrifera
des 9 populations avec I’ajout des autres groupes.

3.5.6.2. Comparaison des caractéristiques immunologiques chez Perinereis cultrifera et

Nereis diversicolor (Annélide polychetes) du littoral Est-algérien et des cotes de la
manche francaise :

Chez les Annélides polychetes, les cellules ceolomiques responsables des
mécanismes de défense cellulaire semblent étre représentées essentiellement par les
granulocytes, ces cellules assurent la fonction phagocytaire.

3.5.6.2.1. Observation des cellules immunitaires

1) Au niveau du littoral Est-algérien
Les colorations au rouge neutre du frottis coelomiques chez P. cultrifera et Nereis
diversicolor au niveau des deux sites d’étude: El-Kala (EI-Mordjéne) et Annaba (Saint-

162



RESULTATS

Cloud) ont permis 1’observation au microscope photonique qui révéle la présence de trois

types de ceelomocytes chez les individus des deux espéces récoltées au niveau de ces deux
sites cités.

a) Coloration au rouge neutre

Figure 106. Coloration au rouge neutre des ceelomocytes de P. cultrifera au niveau des sites
d’étude, El-Kala (EI-Mordjéne) , A, Annaba (Saint-Cloud) , B.. (C I: Ceelomocyte type I, C
Il : Ceelomocyte type II, C III : Ceelomocyte type III, LC : Liquide Ceelomique, O: Ovocyte)
(x600).

Les cecelomocytes repérées au niveau du liquide ceelomique des individus des deux
especes sont celles de type I, de type II, et de type III. Seul les ceelomocytes de type I sont
absentes chez les individus de P. cultrifera récoltés au niveau du site d’ Annaba (Saint-Cloud).

163



rd

RESULTATS

Figure 107. Coloration au rouge neutre du ccelome chez N. diversicolor (C I: Ceelomocyte
type 1, C II: Ceelomocyte type II, C III: Ceelomocyte type III, LC: Liquide Ccelomique,)

(x600).

b) Coloration par frottis sanguin
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Figure 108. Coloration par frottis sanguin chez P. cultrifera au niveau des sites d’étude, El-
Kala (El-Mordjene), A, Annaba (Saint-Cloud), B. (C I: Coelomocyte type I, C II:
Ceelomocyte type I1, C III: Ceelomocyte type 111, LC: Liquide Ceelomique) (x600).

Le frottis sanguin a révélé deux types de ceelomocytes au niveau du liquide ceelomique
des individus de P. cultrifera qui sont celles de type I, et de type 1l au niveau des deux sites.
Les ceelomocytes de type III sont absentes chez les individus de P. cultrifera au niveau des
deux sites.

2) Au niveau de la manche frangaise

Les observations au microscope photonique des ceelomocytes chez Nereis diversicolor
révelent la présence des deux groupes : éléocytes et granulocytes.

a) Les éléocytes : cellules adhérentes et trés polymorphes. Ce sont des cellules de tres
grande taille mesurant en moyenne 30um de diametre sur le vivant. Elles apparaissent
bourrées d’inclusions colorées en jaune qui correspondent aux gouttelettes lipidiques et
possédent un petit noyau central ; par ailleurs, on observe des phagosomes contenant des
sarcolytes, ce sont des véritables cellules phagocytaires qui apparaissent immobiles lors de
I’observation (Figure 109).
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Figure 109. Observation d’un agréagat d’¢éléocytes chez Nereis diversicolor dont les
lobules lipidiques sont visibles a travers la membrane. (x1200) (Beri, 1988).

b) Les granulocytes : Cellules adhérentes a cytoplasme granuleux, c’est une lignée
tres hétérogéne. Dhainaut (1984) distingue trois catégories de granulocytes (Figure 110) :

» Les granulocytes I: Ce sont des cellules de 6 a 7um de diamétre qui se presentent
sous deux formes : ovalaire et effilée forme qu’elles perdent aprés étalement sur lame,
elles prennent alors une forme circulaire caractéristique différente de celle d’autres
granulocytes.

» Les granulocytes Il : constituent la catégorie numériquement la plus importante, ce
sont de relativement grandes cellules (5 a 6 um de diamétre), au cytoplasme fortement
coloré en vert par suite de ’abondance de granule de tailles diverses, ces cellules
possédent un noyau légerement excentré.

» Les granulocytes I11 : cellules de petite taille : 3 a 5um de diamétre caractérisées par
la présence d’un volumineux noyau, sphérique central, leurs cytoplasme est trés réduit
et granuleux, sur le vivant ce sont de petites cellules qui émettent de nombreux et fins
filopodes qui leur conferent une grande mobilité sur un support.

166



RESULTATS

Figure 110. Vu microscopique du ccelome chez Nereis diversicolor montrant les trois types
de granulocytes: granulocyte | (G1), granulocytes Il (G2), granulocytes Il (G3) (x7700
(Beri, 1988).
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4. DISCUSSION

Le milieu marin recoit une grande variété de catastrophes naturelles et anthropiques
par I’apport de contaminants, dont beaucoup ont le potentiel d’endommager le matériel
génétique, ou d’interférer avec le processus de division cellulaire. Les étres vivants sont
constitués de certaines biomolécules (acides nucléiques, protéines) d’'une complexité telle
que ces molécules sont dotées de propriétés biologiques notamment la reproduction (Bergeron
et Regnault, 1980).

Les Annélides sont des invertébrés marins utilisés comme bioindicateurs de pollution
marine. Un indicateur biologique est un ensemble d’organismes qui par référence a des
variables biochimiques, cytologiques, physiologiques, éthologiques ou écologiques permet, de
facon pratique et slre, de caractériser I’état d’un écosystéme ou d’un éco-complexe et de
mettre en évidence aussi précocement que possible leurs modifications naturelles ou
provoquées (Blandin, 1986).

L’ Algérie a connu un développement urbain, agricole, industriel et touristique, ce qui
menace la qualit¢ de son milieu marin. L’évacuation des rejets urbains et industriels
directement en mer représente une des principales causes de la détérioration de 1’écosysteme
cotier engendrant des dysfonctionnements des différents compartiments physiques et
biologiques de cet écosystéeme. Plusieurs travaux scientifiques réalisés ont confirmé cette
situation (Boutefnouchet et al., 2005 ; Taleb et Boutiba, 2007 ; Sifi et al., 2007 ; Alioua et
al., 2008 ; Bordjiba et al., 2009, Guemouda et al., 2014).

Cependant, la compréhension de I’impact de cette pollution est limitée par la complexité
de nombreux états (eau, seédiment, parametres physicochimiques de I’eau). Afin de mieux
comprendre les réponses biologiques en particulier biochimique des organismes marins vis-a-
vis des polluants, on a besoin de mettre en eévidence les variations des facteurs
environnementaux qui agissent de facon certaine sur la dynamique de ces espéces (Salvat,
1967).

4.1. Parametres physico-chimiques de I’eau de mer

La température de I'eau de mer, la salinité, I'oxygéne dissous et le pH sont des
composantes importantes de la qualité de I'eau de mer.

La température est un facteur écologique important, elle joue un réle fondamental dans
la répartition des espéces et la limitation de certaines activités biologiques (Rodier, 1996).
Elle controle I’intensité de la reproduction (la quantité des gametes produits) (Mackie et
Scloesse, 1996) et stimule le processus de la gamétogenése en corrélation avec d’autres

facteurs ce qui entraine des variations dans les taux d’accumulation des polluants (Tran et al.,
2001 ; 2002).

De plus, la variation de la température a des effets sur tous les autres paramétres
mesurés comme le pH, la conductivité électrique, le taux des sels dissous comme elle a un
effet sur toutes les réactions de dégradation, de minéralisation des matieres organiques et le
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développement des micro-organismes responsables ou non de ces transformations.
L'accroissement de la température favorise avec d'autres facteurs la productivité primaire et
donc une augmentation de nourriture pour la faune aquatique (Bremond et Vuichard, 1973).

Dans les trois sites d’étude, les résultats obtenus ne montrent pas de grandes variations
au niveau des sites, et la température moyenne a El-Kala ( EI-Mordjéne) est supérieure a celle
des autres sites. Les résultats obtenus concordent avec les travaux réalisés au niveau du littoral
Algerois par Rouibah et al. (2005), ou ils ont enregistrés une valeur de température dans une
station contaminée inférieure a celle de la station de référence.

Les valeurs trouvées lors de notre étude sont inférieures a celles trouvées a partir de
I’étude réalisée au niveau du site de Skikda (Gueddah, 2003; Kara, 2007; Bordjiba, 2009), au
niveau de la baie d’Alger (Bachari-Houma, 2011), et par Allouti (2011) au niveau d’El Kala
et de Skikda, ou les résultats obtenus montrent que la température en Mai dans le site d’El-
Kala est inférieure a celle du site de Skikda, et le contraire est enregistré au mois de Juillet en
concordance avec nos résultats. Ces fluctuations sont en relation avec les conditions
climatiques, notamment la température de 1’air. D’aprés Vincke (1982), les températures les
plus basses sont observées en hiver et les plus elevées en été. Aussi, les températures les plus
basses sont observées en général en profondeur et les plus élevées en surface en relation avec
la température de l'air. Cependant, la température de surface peut étre inferieure a celle du
fond a cause de la circulation générale, l'influence des apports continentaux et les conditions
méteorologiques. Les conditions météorologiques sont trés défavorables avec les fortes
précipitations.

Les données statistiques indiquent qu’il n’existe pas de différence entre les trois sites
étudies, et aussi la diminution de la température dans les sites contaminés dans notre travail ne
montre pas clairement I’effet de la pollution sur la température de 1’cau. des travaux ont été
réalisé dans le but de déterminer la qualité des eaux rejetées par le séparateur API de la
direction régionale du transport des hydrocarbures a Skikda et leurs effets sur la qualité des
caux dans le point d’évacuation, par Belkadi et Kharaaf (2004), ont enregistré une faible
température dans le point de prélévement, et sur un site voisin : le complexe de raffinage de
pétrole de Skikda, ou Bentayeb et Mechtouf (2007) rapportent aussi que la température était
tres élevée.

La salinité détermine en grande partie les processus biologiques, mais également les
processus chimiques dans 1’eau. Elle est connue aussi par son influence sur la biodisponibilité
des métaux (Durou et al., 2006). Elle conditionne la répartition et la dynamique des
especes (Verschuren et al., 2000 ; Llanso et al., 2002 ; Teske et Wooldridge, 2003 ;
Giménez et al., 2005 ; Pasquaud, 2006).

Dans ce travail, les résultats obtenus a partir des mesures du taux de la salinité effectués
pendant la période estivale (Mai), sont supérieurs a ceux détermines par Allouti (2011), dans
les sites d’El-Kala (EI-Mordjene) et de Miramar (Skikda) au mois de Février. Cette variation
obtenue entre la période hivernale et estivale serait du fait de I’action conjuguée des fortes
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températures qui engendrent de fortes évaporations et une baisse des précipitations (Soucek,
2007).

En comparant les résultats obtenus, il nous a été confirmé I’inexistence d’une différence
entre les sites étudiés, malgré la différence enregistrée entre les périodes d’étude, ou la
diminution de la salinité durant ’hiver et le printemps peut étre due a 1’effet de la dilution par
les eaux de pluies, par contre son augmentation en période estivale est due a I’augmentation
de la température et a la nature du substrat. Ces observations sont en accord avec les travaux
réalisés au niveau de la cOte Oranaise par Rouane-Hacene (2013), du site de Skikda par
Gueddah (2003), et de la baie d’ Alger (Bachari-Houma, 2011).

L'oxygéne dissout est consommé lors de l'oxydation hétérotrophe de la matiére
organique, et la respiration par la faune, et la flore aquatique. La quantité d’oxygéne dissout
dans I’eau est nécessaire a la vie aquatique et a l’oxydation des matiéres organiques
essentielles a la vie aquatique en tant que nourriture (Tran et al., 2001 ; 2002).Trois facteurs
influencent les variations de concentration en oxygeéene dans l'eau : la production d'O, par
photosynthése ; La respiration entrainant une consommation de 1'O, et la réaération, c’est-a-
dire les échanges entre I'eau et l'air qui sont d'autant plus rapides que la surface de I'eau est
agitée (Hubiche, 2002).

L’oxygéne dissout des eaux de mer dans le site d’El-Kala (Mordjéne) est relativement
élevé par rapport aux autres sites étudiés, ceci pourrait étre expliqué par les mouvements de la
marée, qui engendre un brassage continu de la masse d’eau et par conséquent un
enrichissement de la phase dissoute. Nos resultats sont en accord avec ceux trouves dans la
baie d’Alger par Bachari-Houma (2011), et dans la cOte Oranaise pendant la période
automnale par Rouane-Hacene (2013). Les valeurs faibles d’Oxygéne ont été enregistrées
dans les sites d’Annaba (Saint-Cloud) et de Skikda (Stora). Le site de Skikda (Stora)
caracterisé par la présence des polluants organiques due aux rejets industriels de la plateforme
pétrochimique.

Le pH (Potentielle d’hydrogéne), expression de l'acidit¢ du milieu, il compte parmi les
parametres physicochimiques qui conditionnent le milieu aquatique et influencent un
grand nombre de processus biologiques et chimiques (Pezo et al., 1985).

Il est lié aux variations de la température, de la salinité, de 1’oxygene dissout, du taux de
CO:z2 et des terrains traversés (Ben Bouih, 2000). Le pH est compris habituellement entre 6 et
8,5 alors que dans les eaux tiedes, celui-ci est compris entre 5 et 9 (Hceflcd, 2007). Les
données collectées ne montrent pas une variation importante entre les trois sites, et présente
généralement des valeurs similaires, 1’alcalinité des différents sites d’étude enseigne une
bonne qualité du milieu pour la biodiversité et la production de la faune et de la flore
aquatiques. Les observations ont été signalées au niveau du site de Skikda (Gueddah, 2003 ;
Gueddah, 2006 ; Kara, 2007; Bentayeb et Mechtouf, 2007, Allouti, 2011), au niveau d’El-
Kala (Benchikh, 2009; Allouti, 2011), au niveau du golfe d’Annaba (Sifi, 2009), du littoral
Algérois (Rouibah et al., 2005 ; Bachari-Houma, 2011), et a Oran (Rouane-Hacene, 2013).
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4.2. Effets du stress environnemental sur la diversité biologique

D’aprés Afli et al. (2005), La biodiversité, ou diversité biologique, est la variété et la
variabilité de tous les organismes vivants. Ceci inclut la variabilité génétique a l'intérieur des
especes et de leurs populations, la variabilité des especes et de leurs formes de vie, la diversité
des complexes d'espéces associées et de leurs interactions.

Plusieurs auteurs ont noté une diversité remarquable des écosystémes marins littoraux
en méditerranée (Boudouresque, 1997 ; Ramos-Espla et Sanchez-Lizaso, 2002 ; Ballesteros,
2003). Cette diversité ainsi que la richesse de ces écosystéemes permet la prolifération de la
faune et de la flore associée. Les polychétes sont souvent une composante importante de toute
communauté benthique (Papageorgiou et al., 2006). Sur les cbtes Tunisiennes, le total
d’especes de polychétes signalées (375 espéces) pour 1300 km de c6tes (Zaabi-Sendi, 2013),
parait un peu loin en comparaison avec d’autres régions Méditerranéennes, telles que les cotes
francaises qui comptent 641 espéces (Dauvin et al., 2006) et I'Italiec avec 876 espéces
(Castelli et al., 2008). Néanmoins, ce nombre est plus élevé pour les cotes Marocaines qui
listent 80 espéces (Dakki, 2004).

En Méditerranée, le total d’especes inventorié est de douze mille especes animales et
végétales, mais inégalement répartis entre les différents groupes zoologiques. Par ailleurs,
chaque année, plusieurs dizaines de nouvelles espéces apparaissent en Méditerranée, Afli
(2005), a signalé que la biodiversité de la Méditerranée orientale est inférieure a celle de la
Meéditerranée occidentale.

Les inventaires effectués nous ont permis de mettre en évidence les différentes espéces
qui sont associées a notre espéce (P. cultrifera). Des especes de la famille des nereidae : N.
falsa, P. macropus, Pl. dumerilii, N. diversicolor; avec la présence d’autres annélides
polychétes qui sont : Lepidonotus clava, Scolelepis squamata, Lumbrinereis sp, Terebellidae
et des espéces non identifiées. En Plus de cette espéce, d’autres espéces ont été inventoriées
comme Diodora greaca, Patella sp, Tricoliaspeciosa et une espéce de mollusque bivalve :
Mitylus galloprovincialis, ainsi que des espéces d’arthropodes : Eriphiaverrucosa, Isopoda sp
non identifiée et une espéce d’arthropode amphipode non identifiée : Amphipoda sp, mais
surtout six especes d’annélides polychetes se présentant comme suit :

Lors de nos prospections, Perinereis cultrifera (Gribe, 1840) a été trouvée dans le site
d’El-Kala (EI-Mordjéne), de Annaba (Saint-cloud), et de Skikda (Stora). Elle est connue en
Algérie sous 1’appellation vernaculaire de « ver vert de roche », exploitée de facon régulicre,
de par sa répartition géographique, elle intéresse les pays de la facade atlantique (France,
Grande Bretagne, Portugal) et du pourtour méditerranéen (Algerie, Espagne, France, Italie,
Tunisie) (Meghlaoui, 2015, Guemouda, 2015, Younsi, 2006 ; 2014, Rouabah et Rouabah,
2007), a Roscoff par Cabioch et al. (1968), au Golfe normano-breton par Retiere en (1979),
en Manche (Dauvin et al., 2003), et dans les cotes Tunisiennes par Ayari (2009).

Perinereis macropus (Claparede, 1870) habite en mer basse, dans les fentes des rochers,
a un niveau ¢€levé et dans les Algues calcaires de la Manche, et de 1’ Atlantique (Fauvel, 1923).
Elle se trouve dans les roches calciques. Pendant notre période d’étude, cette espéce a été
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trouvee a El-Mordjene (El-Kala), Stora (Skikda). Elle a été repérée au niveau des cotes
Tunisiennes par Ayari (2009) et Zaabi-Sendi (2013) dans un sédiment de texture sable
grossier a 2 m de profondeur.

Platynereis dumerilii (Audouin et Milne-Edwards, 1833) présente au niveau du site El-
Mordjene (El-Kala), est une espece identifiée depuis 1968 a Roscoff par Cabioch et al.(1968),
au Golfe normano-breton par Retiére (1979), dans la Baie de seine par Bellan (1961). Elle se
trouve au niveau des dragages cOtiers et en mer basse parmi les Algues, dans un tube
muqueux ou membraneux, en Mer du Nord, en Atlantique (Fauvel, 1923), en Manche
(Dauvin et al., 2003), en c6tes Tunisiennes par Ayari (2009) dans les sédiments de sable fin, a
2.5 m de profondeur (Zaabi-Sendi, 2013).

Nereis falsa (Quatrefages, 1865) a été localisee dans la Manche (Guernesey);
I’Atlantique (Maroc), a I’est de 1’ Algérie, la Méditerranée (Naples, Monaco), et I’ Adriatique
(Fauvel, 1923). Elle a été trouvée au niveau des trois sites d’étude (EI-Mordjene, Saint Cloud,
Stora). Des études antérieures ont été réalisées sur cette espece et ont montré que sa présence
se limitait uniquement au site d’El-Kala (EI-Mordjene) (Y ounsi, 2006).

Nereis diversicolor (Miller, 1776) est présente sur les cbtes et dans les estuaires du
Maroc jusqu’en Scandinavie (Gillet et Torresani, 2003), dans l'estuaire de la Loire. Elle forme
des populations abondantes dans les vases fluides ou vit Scrobicularia plana, et constitue un
élément important des chaines trophiques, largement consommée par le crustacé Crangon
crangon et le poisson Dicentrar chuslabrax & des densités variant de 35 & 3700 individus/m?
(Scaps, 2002) et dont la biologie est abondamment documentée. Durant notre période d’étude
elle a été recensée au niveau d’El-Kala et de Skikda.

Lepidenotus clava (Montagu, 1808), est une espece qui a €té repérée depuis 1968 a
Roscoff par Cabioch et al. (1968), en Manche (Dauvin et al., 2003). Elle habite sous les
pierres dans la zone littorale, distribuée en Manche, en Méditerranée, en Atlantique, au Cap
de Bonne-Espérance, et a I’Océan Indien (Fauvel, 1923). Elle a été signalée dans les cotes
Tunisiennes par Trigui EI-Menif et al. (2007), Ayari et Afli (2003, 2008), Ayari (2009), et
par Zaabi-sendi (2013) dans la station de Dar Allouch a 38 m de profondeur dans un sédiment
gravier et au large de Dar Allouche & 60 m de profondeur dans un sédiment rocheux (substrat
dur). Au niveau de nos sites d’échantillonnage, cette espece a été présente au niveau du site
de Skikda.

Sur le plan répartition et abondance de toutes ces especes, les Annélides polychétes y
dominent, mais les bivalves (Mollusques) et les crustacés sont aussi trés communs,
I’association entre ces trois embranchements est assez classique (Ayari et Afli, 2003; Bigot et
Amoureux, 2008).

L’indice de diversité est plus élevé a la station d’El-Kala par rapport aux autres sites
durant toute la période d’étude la classant comme site riche en matiére de biodiversité. Les
mémes observations ont été enregistrées au niveau du site d’El-Kala (Guemouda, 2015 ;
Younsi, 2014 ; Larba, 2014). L’étude de la biodiversité des Gastéropodes au niveau de la
méditerranée (Espagne) montre que 1’indice de diversité et I’indice de Shannon-Weaver sont
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en rapport avec la richesse des espéces. La valeur de I’indice de diversité diminue avec la
richesse des gastéropodes (Damerd;ji et al., 2005).

La richesse en especes au niveau du site EI-Mordjéne (El-Kala) le classe comme site de
référence. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Weisshappel et Svavarsson
(1998), qui ont noté que la structure de la biocénose benthique peut étre influencée aussi par
de nombreux facteurs environnementaux, comme la température, la profondeur, le type de
sédiment et les apports en matiére organique. L’analyse taxonomique de la faune associée
montre que la répartition des différents embranchements n’est pas homogéne car elle révele
une dominance des annélides suivie par les mollusques et les arthropodes. Les polychetes y
dominent, mais les bivalves et les crustacés y sont aussi tres communs. Les cdtes Tunisiennes
conferent une biodiversité particuliere (Afli et al., 2005), avec 27 % de Mollusques, 15 % de
Crustacés, 13 % de poissons, 10 % d’Annélides Polychetes, 8 % de Bryozoaires, 8 %
Foraminiféres, de 5 % Plathelminthes, 4 % de Spongiaires, 3 % de Nématodes, 3 %
d’Echinodermes et 4 % pour d’autres espéces (Meghlaoui, 2015, Guemouda, 2015 ; Younsi,
2014 et Gasmi, 2010).

Les algues (a quelques exceptions pres) empruntent a 1’eau de mer tous les ¢léments
minéraux qui leur sont nécessaires pour leur survie et leur développement et ne demandent au
substrat qu’un point de fixation. Nous avons pu recenser trois sortes d’algues au niveau des
sites d’étude (El-Kala, Annaba, et Skikda). Ulva lactuca, pousse généralement au niveau de
I’étage médio littoral supérieur a I’infra littoral, jusqu’a 10 metres de profondeur. Elle a une
grande tolérance a la pollution et aux apports anthropiques, d’ou une présence dans les ports,
dans les zones de ruissellement d’eau douce, et les flaques. Les algues rouges ou Rhodophytes
sont représentés par Corallina elongata (Linné, 1758). Les Corallines sont des Rhodophycées,
eucaryotes, en majorité des algues marines, avec plus de 564 especes qui se trouvent sur les
bords de mer a travers le monde. Corallina elongata est une algue calcifiée qui pousse dans
les zones basses et moyennes littorales, sur les cotes rocheuses. Corallina elongata fournit un
habitat pour de nombreux petits animaux qui se nourrissent de micro-organismes logés dans
ses touffes denses. Cette algue ne tolére pas I’effet desséchant de 1’air et devient blanche en
s’exposant au soleil (Gayral, 1975). Enfin, Colpomenia sinuosa a réellement une tres large
distribution qui englobe toutes les mers du monde, tropicales a tempérées. Pour les cotes
francaises, des observations fiables ont été faites a la Réunion, en Polynésie, en Corse, en
Provence, a I'étang de Thau, sur les cotes atlantiques, et aux Caraibes.

4.3. Effets du stress environnemental sur les parametres morphométriques

L’étude des paramétres morphométriques, a savoir la taille, le nombre de sétigéres, le poids
corporel et le diamétre ovocytaire a été entreprise pour ’espéce P. cultrifera afin de déceler
un éventuel effet de la pollution sur la reproduction des femelles de cette espéce.

Les réponses des organismes a la contamination chimique de 1’environnement leur
permettent, dans une certaine limite, de se maintenir ou de rétablir un certain équilibre. Ces
mécanismes homéostatiques se traduisent a 1’échelle de 1’individu par une dépense d’énergie
(Le Gal et al., 1997), ou le colit énergétique d’un stress environnemental se solde par une
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diminution de la qualité d’énergie disponible pour la reproduction et la croissance et en
conséquence par une réduction de la fitness des individus. Une modification de la croissance
peut refléter un changement de la quantité d’énergie présente dans un organisme et suggérer
I’existence d’une diminution de la conversion énergétique en tissus somatiques.

Les organismes peuvent augmenter leur survie dans un environnement pollué par le
développement d’une résistance avec une réponse évolutive aux polluants. Cependant,
I’évolution de cette résistance est habituellement accompagnée d’une forme physique
couteuse, tels que la réduction de la reproduction, de la croissance (Wirgin et Waldman, 2004)
ou de la tolérance réduite aux différents facteurs de stress (Meyer et De Giulio, 2003). Le
suivi mensuel des mesures biométriques montre une évolution similaire chez les femelles des
trois populations provenant des trois sites : le poids, la longueur totale du corps et le nombre
de sétigéres. Le poids augmente progressivement au début de la période d’étude, atteignant
une valeur maximale au cours des deux mois Avril et Mai dans les trois sites d’étude. Cette
augmentation est suivie d’une diminution du poids au début de Juin. Ceci correspond a la
période de la différenciation sexuelle. Un certain nombre d’auteurs ont observé que
différentes especes de bivalves exposées a des pollutions environnementales pouvaient
présenter une croissance lente (Peteiro et al., 2006). Elle peut aussi étre associée a des
épisodes de stress chimique qui implique une perte de poids des tissus des organismes, liée a
une mobilisation des réserves énergétiques pour leur détoxication (Modassir et Ansari, 2000).

Bien que les trois populations présentent une évolution similaire, on constate que les
valeurs enregistrées chez les femelles d’El-Kala (EI-Mordjéne) sont toujours élevées par
rapport a celles des femelles des deux autres sites, Cela est en accord avec plusieurs travaux
réalisés sur Nereis diversicolor montrant que ces parametres biomeétriques chez les vers en
provenance du site contaminé n’ont jamais atteints une valeur supérieure a celles du site sain.
Ils ont également confirmé que les vers vivant dans des milieux perturbés présentent un stade
du gain du poids réduit (Durou et al., 2007 ; Durou et al., 2008 ; Mouneyrac et al., 2009 ;
Gillet et al., 2008).

Comme le poids, la taille des individus augmente progressivement au début de la
période d’étude, atteignant une valeur maximale au cours du mois Avril et Mai dans tous les
sites suivie d’une diminution de la taille au début de Juin. Ces résultats s’alignent avec ceux
des variations mensuelles du poids. Bien que les trois populations présentent une évolution
semblable, on constate que les valeurs enregistrées chez les femelles d’El-Kala (EI-Mordjéne)
sont toujours élevées a celles enregistrées chez les femelles des deux sites Annaba (Saint-
Cloud) et Skikda (Stora). Ceci est en accord avec une étude réalisée montrant 1’effet du stress
environnemental sur les Annélides Polychetes dans le site de Skikda et El-Kala (Boucenna,
2011), en révélant I’existence d’un effet pollution sur le poids et la taille chez les femelles de
P. cultrifera. Les individus récoltés a Skikda (site contaming) sont plus petits que ceux
récoltés a El-Kala (site sain) et que la différence entre les deux populations est trés hautement
significative. Dutrieux et al. (1989), indiquent que I’exposition chronique a des polluants
organiques d'une espece de Nerididae, Nereis, entraine une diminution de la taille moyenne
en fonction du gradient de pollution.
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Le nombre de sétigéres augmente progressivement au début de mois de Février pour
atteindre des valeurs maximales au mois de Juillet ou on constate que les valeurs enregistrées
chez les femelles d’El-Kala (EI-Mordjéne) sont toujours élevées par rapport a celles
enregistrées chez les femelles de Annaba (Saint- Cloud) et de Skikda (Stora).

Les résultats indiquent qu’il existe une augmentation linéaire du nombre de sétigeres, et
aucune relation n’existe avec les autres paramétres biométriques. Certains individus posséedent
un grand nombre de sétigeres avec une petite taille, et d’autres présentent des caractéristiques
inverses. Cinar et Altun (2007) confirment que chez le Nereidae Pseudonereis anomala, la
longueur du corps augmente par addition de nouveaux métameres dans la région postérieure,
tandis que la largeur des métameres antérieurs augmente proportionnellement avec
I’augmentation du poids, de méme qu’Omena et Amaral (2001) expliquent que la largeur de
la partie antérieure du corps augmente au fur et a mesure que la partie postérieure s’allonge.
La croissance chez les Annélides Polychetes se fait par ajout de nouveaux métameéres au
niveau de la zone de croissance postérieure (Anderson, 1973; Glasby et al., 2008).

Une étude sur I’effet de la résistance de Nereis diversicolor aux métaux a montreé une
diminution importante des facteurs de croissance en comparaison avec la population non
résistante (Pook et al., 2009) que chez P. cultrifera ainsi que chez d’autres espéces de
Néréidés ; les caractéristiques biométriques différent fortement selon la localisation
géographique (Rouabah et Scaps, 2003; Cinar et Ergen, 2005; Cinar et Altun, 2007; Rouhi et
al., 2008).

A une échelle géographique plus large on remarque que les individus adultes
provenant de la Manche et I’Océan Atlantique sont plus gros que ceux de la
Méditerranée. Nos résultats sont accord avec Cazaux (1965), il a indiqué que le poids des
adultes a Arcachon atteint couramment 3 g pour 115 a 120 segments. Sur la coéte Nord
Bretagne, Scaps et al. (1992) ont observé de gros individus pesant entre 3 et 6,6 g
avant que ne se manifestent les modifications caractéristiques de I’épitoquie. A
Salammbd, Zghal et Ben Amor (1989) rapportent que les individus matures épitoques
ont un poids moyen de 0,25 g et un nombre moyen de segments de 97. Scaps et al., (1992)
ont indiqué que cette variabilité des caractéristiques biométriques se retrouve aussi a
petite échelle spatiale sur la cote Nord Bretagne. Ainsi le poids des individus adultes,
établis apres migration au niveau de la zone a Fucus serratus, est significativement
plus élevé que celui des individus qui sont demeurés dans la frange supérieure de cette
ceinture algale.

4.4. Effets du stress envirennomental sur la croissance ovocytaire

Les individus sexuellement différenciés pour les trois populations provenant des trois
sites d’étude ont été observé a chaque mois d’échantillonnage, leur pourcentage a ét¢ maximal
durant la période d’étude jusqu’au mois de Mai, ce qui indique que la majorité de la
population était sexuellement mature, et sur le point de se reproduire ; cependant les individus
sexuellement indifférenciés ont été tres marqués a partir du mois de Juin a Juillet, ou on
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constate également une nette diminution de la population d’age mir pendant ces deux mois,
et ceci est forcément le résultat de la mort des géniteurs.

Nos résultats sont en accord avec les travaux sur P. cultrifera présente en Algeérie
(Rouabah et Scaps., 2003 ; Rouabah et al., 2008), seclon ces auteurs, ’augmentation de la
proportion des individus des deux sexes correspond a la période la plus intense de la
reproduction, ainsi que la différenciation sexuelle des individus de la deuxieme géneration,
tandis que sa diminution est en raison de la mort des individus matures apres reproduction, si
elle est accompagnée par I’augmentation de la proportion des individus immatures, elle refléte
I'apparition d'une nouvelle génération d'individus indifférenciés.

Le sexratio déterminé pour les deux populations de P. cultrifera révele que les femelles
sont plus nombreuses que les males, ce résultat va dans le méme sens que celui de plusieurs
auteurs qui démontrent qu’il existe un déséquilibre entre les deux sexes en faveur des femelles
chez d’autres espéces de Nereidae (Fidalgo et Costa., 2003 ; Durou et al., 2007 ; Durou et al.,
2008 ; Mouneyrac et al., 2009), cela est probablement di du fait qu’il est trés difficile
d’identifier les plaques spermatiques (Rouabah et Scaps., 2003 ; Rouabah et al., 2008) ;
cependant notre résultat est contradictoire avec celui de Prevedelli et Simonini (2003) qui ont
rapporté que le sex ratio chez une population de P. cultrifera prélevée au niveau d’un habitat
saumatre (lagune de Venise) est en équilibre.

L’étude biométrique de la croissance ovocytaire des trois populations de P. cultrifera,
nous a permis de constater qu’elle est asynchrone contrairement a ce qui est couramment
admis, puisque nous avons rencontré chez le méme individu des ovocytes présentant des
diamétres différents ; par ailleurs, chez des especes voisines tel que Platynereis dumerilii
(Fischer et Dorresteijn, 2004) et Nereis virens (Hoeger et al., 1999), la croissance ovocytaire
est synchrone. En effet, les ovocytes libres dans le ceelome ont montré des fluctuations
remarquables de diamétre, tandis que les plus grandes valeurs enregistrées au cours des mois
d’Avril et de Mai suggérent que la période de reproduction est concentrée pendant ces deux
mois de I’année.

Ce résultat est en accord avec Rouabah et Scaps (2003) qui ont déterminé le cycle
ovogénétique de P. cultrifera échantillonnée a partir de Saint-Cloud (Annaba), ils ont
confirmé que la croissance ovocytaire s’étale sur une période de 16 mois, et que la
reproduction se déroule en fin Avril début Mai, la méme étude a mis en évidence deux
groupes de femelles qui sont présents au cours d’ovogenése, 1’un portant un grand diametre
ovocytaire, et I’autre un petit diametre, cette derniere observation a été confirmé par Rouabah
et al (2008) sur deux populations, en provenance de Pointe Pescade et Figuier (baie d’Alger),
ils ont démontré également que la maturité des ovocytes a lieu apres 9 a 12 mois des le
recrutement des ovogonies.

P. cultrifera est une espéece semelpare, la reproduction conduit a la mort des individus
apres libération des gamétes ; cependant on constate qu’au mois de Juin il existe quand méme
un groupe de femelles portant un diameétre important, qui diminue au cours de Juillet, ce qui
ne laisse pas suggérer que c’est une nouvelle cohorte de femelles en processus d’ovogénese,
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cette remarque a éeté constatée par Golding et Yuwono (1994) chez N. diversicolor qui
suggerent qu’il existe des individus qui ne parviennent pas a se reproduire, chez lesquelles la
ponte a été bloquée, et la vie prolongée, cela a été expliquée par la présence d’une deuxieme
ponte, cela est en accord avec Rouabah et al (2008) qui ont démontré que la reproduction chez
P. cultrifera en provenance de la baie d’Alger a lieu durant toute I’année, mais elle est plus
intense a partir du mois de Mars a Mai.

Chez Nereis virens, I’ovogenése se déroule en presque une année et demi, en trois
phases : une premiere phase de croissance lente, une phase intermédiaire durant laquelle les
ovocytes augmentent de taille d’environ six fois, et une derniére phase pendant laquelle les
ovocytes atteindront leur stade final de développement (Hoeger et al., 1999); de méme
d’aprés Zribi et al. (2007), I’ovogenése se déroule de la méme fagon chez la plupart des
Nereidae ; chez Perinereis macropus, trois catégories d’ovocytes ont été classées en fonction
de leur taille, celle de la prévitéllogénése, celle de la vitéllogénése, durant laquelle les
ovocytes ont une taille nettement importante ; et celle au stade final de maturité ou les
ovocytes atteignent leur diamétre maximal.

Il est a noter que le diamétre ovocytaire enregistré chez les femelles des deux sites
Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) a été nettement inférieur a celui enregistré chez les
femelles d’El-kala (EI-Mordjene), cela se traduit par le stockage des réserves au cours du
processus de I’ovogenése qui semble inférieur chez cette population. Cependant, alors qu’aux
mois de Juin et Juillet, le résultat s’explique vraisemblablement par 1’apparition de femelles
de la nouvelle génération en cours de ’ovogenese.

4.5. Effets de la pollution sur les paramétres biochimiques des ovocytes

Les organismes vivants ont la capacité¢ unique d’extraire de I’énergie a partir de leur
environnement et de la transformer pour construire leurs propres matieres. Chez les animaux,
au moment ou la nourriture prise excéde la demande en énergie pour les processus
physiologiques de I’animal, 1’excés de cette énergie Sera stockée sous forme de glycogene et
lipides (Ware., 2011 ; Durou et Mouneyrac. 2007) pour étre utilisé plus tard pour survivre a la
carence alimentaire, répondre aux exigences de maintenance, croissance, et reproduction, et
dans les mécanismes de défense contre les facteurs de stress (Durou et al., 2007a et b). Au
moment de I’augmentation de la demande en énergic tel qu’au moment de la
reproduction ou bien du stress, ses réserves emmagasinées sont alors mobilisées. Les lipides
et les glucides fournissent les sources d'énergie essentielles et facilement disponibles
pour la plupart des invertébrés aquatiques, bien que leur importance comme sources
primaires ou secondaires de I'énergie varie au sein des espéces (Taghon et al., 1994) ; en
fonction des saisons, le statut de reproduction de 1’organisme et la durée de 1’état de stress.

Lorsque ces réserves d'énergie atteignent un seuil critique, les protéines peuvent étre
aussi une source importante d’énergie, bien qu’ils ne sont pas synthétisés et stockés dans ce
but (Le Gal et al.,, 1997). Faire face a un stress environnemental peut induire un
ajustement physiologique compensatoire en terme de changement dans le métabolisme
énergétique qui lui-méme demande la majorité de la dépense en énergic de 1’organisme
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(Durou et al., 2008). Une telle altération se traduit par I’ensemble des réponses de I’individu
au niveau de la croissance, taux de mortalité, période et succés de la reproduction (Postma et
al., 1995 ; Marchand et al., 2004 ; Xie et Klerks., 2004). Mayer et al (2002) ont suggéré
I’utilisation des niveaux des réserves métaboliques afin d’examiner les perturbations du
métabolisme énergétique. De méme que Smolders et al (2004) ont signalé que ce parametre
est le plus sensible et le plus rapide a évaluer dans les conditions sous optimales de
I’environnement. Parmi les réserves énergétiques, les protéines jouent wun role
fondamental dans I'organisme biologique. Elles peuvent assurer la catalyse biochimique, la
régulation hormonale et s'intégrer dans la cellule en tant que constituants structuraux en méme
temps que les lipides et les glucides (Jacob et Monod, 1961). A C6té des protéines, les
glucides et les lipides jouent un réle important dans la constitution des réserves destinées au
développement de l'embryon chez les Annélides (Rouabah-Sadaoui et Marcel, 1995).
Beaucoup d'auteurs se sont intéressés par ailleurs a I'étude de I'impact de la pollution sur la
biochimie des organismes polychetes. Ils ont utilisé beaucoup d'especes comme
biondicateurs de la pollution : Nereis diversicolor, Nereis virens, Neanthes succina,...
.etc. (Douhri et al., 2009, Durou et al.,2006, Gillet et al., 2008 , Rhee et al. ,2007). Cependant
moins sont ceux qui ont basés leurs études sur la relation entre la reproduction et la biochimie
de ces organismes.

Les résultats obtenus concernant I'évolution des taux de protéines révéle des différences
qui varient avec la période d'activité sexuelle surtout au mois de février ou I’on constate un
pic avec un taux plus élevé chez P.cultrifera suivi d'une diminution apres la période de
maturation sexuelle (mars et avril) chez la méme espece. Ces résultats s'accordent avec ceux
de Porchet (1974) chez P, cltrifera. Il rapporte que la teneur en protéines totales augmente
progressivement pendant la maturation sexuelle. L'étroite relation entre les taux de protéines
et le cycle reproductif est due au fait ces derniers interviennent dans la formation des gameétes
(Holland, 1978 ; Ansell et al., 1980) et sont également utilisés comme source d'énergie en
particulier pendant la gamétogénése (Mann et Glomb, 1978 ; Barber et Blace, 1981).
Rouabah-Sadaoui et Marcel (1995) ont montré que la teneur en protéines totales augmente
progressivement pendant la maturation du clitellum chez Eisenia fetida. L'évolution du taux
de glucides chez P. cultrifera pendant la période de février a mai 2012 montre que les
quantités de glucides sont dans I'ensemble relativement faibles. Cependant, on note une
augmentation considérable de ces taux au cours de la maturation des ovocytes (mars et avril)
chez P. cultrifera et au mois de juillet (maturation des ovocytes). Ces résultats
s'accordent avec ceux de Porchet (1974) chez P. cultrifera, ou la teneur en glucides
augmente considérablement au cours de la maturation sexuelle.

Nos resultats sont egalement en accord avec ceux de Rouabah-Sadaoui et Marcel
(1995) chez Eisenia fédita ou ils rapportent que la teneur en glucides augmente
considérablement au cours de la maturation du clitellum, en particulier le galactose, le
mannose et les hexosamines. D'aprés Freites et al.,(2002a) et dans le cas de Mytillus
galloprovincialis, il existe des variations considérables dans les proportions des différents
constituants biochimiques pour la méme espece provenant de localités différentes. Ces
fluctuations sont dues aux capacités nutritives plus ou moins grandes des eaux, et de la
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qualité de nourriture disponible également (Pérez-Camacho et al., 1995 ; Fernandez-Reiriz
et al.,, 1998 ; Albentosa et al., 1999). Il existe, en effet, de grandes différences dans les
compositions biochimiques des espéces de plancton et donc dans leur capacité nutritive
(Delaunay et al., 1993).

L'analyse quantitative des lipides montre que les taux de lipides sont élevés durant la
période de maturation des ovocytes (mars a avril), suivi d'une chute durant la période de ponte
(fin d'avril a mai) chez P. cultrifera. Ces reésultats s'accordent avec ceux de (Garcia-Alonso et
al., 2006) ou chez Nereis virens et pendant la maturation des ovocytes, les gouttelettes
lipidiqgues se concentrent pres du noyau de chaque ovocyte. Ces observations ne
correspondent pas a ceux de Rouabah-Sadaoui et Marcel (1995) chez Eisenia fetida ou les
taux de lipidiques sont relativement faibles et marquant une légére augmentation au cours de
la maturation du clitellum. Ces résultats ne concordent pas avec ceux de Caner (1981) chez P.
cultrifera. 1l rapporte que le taux de lipides diminue durant la maturation des ovocytes.
Fontaine (1982) dose chez P. cultrifera les lipides totaux du liquide ccelomique, des
ceelomocytes et des ovocytes en fonction de 1'age des vers. Il trouve que les lipides constituent
12,5 a 26,6 % du poids sec. Rouabah-Sadaoui et Marcel (1995) ont rapporté par ailleurs que
les polychétes sont plus riches en lipides que les lombriciens.

Les mémes resultats ont été rapportés chez les Bivalves : Tapes decussatus et T.
philipinarum (Beninger et Stephan , 1985), ainsi que chez Dreissena polymorpha (Nalepa et
al., 1993) et chez I'huitre Crassostrea gigas (Pazos et al.,1996), ou les teneurs en lipides
augmentent au cours de la maturation sexuelle et diminuent vers la fin de l'activite de
reproduction.

4.6. Evaluation des taux de vitellogénines et de vitellines

Le stress environnemental perturbe 1’ovogénese en ciblant la synthése des vitellines et
des vitellogénines et donc en agissant sur le processus de vitellogénése chez les especes
étudiées.

Chez le Néréidien P. cultrifera, la vitellogénine (175 kDa) est clivée apres incorporation
dans I’ ovocyte (Baert, 1985, 1986). La protéolyse de la vitellogénine aboutit a I'accumulation
dans I’ ovocyte mir, d'une protéine de 15 kDa (Baert, 1987) et d'un complexe
lipoglycoprotéique de 400 kDa composé de plusieurs polypeptides de 98, 83, 22, 20 et 16 kDa
(Baert, 1984), celle-ci semble étre synthétisée par les éléocytes, cellules tres proches des
ovocytes au niveau ccelome ; elle est transmise a travers la membrane vitelline cependant, ces
cellules ont un double role : un réle fondamentalement nourricier et un réle immunitaire.

Dans les jeunes ovocytes de P. cultrifera ont été identifiées Cinque lipoglycoprotéines
assimilables a des vitellines (V1 a Vs), mais parmi celles-ci seule la plus Iégére (Vs) a permis
de montrer que Vi a Vs sont immunologiquement apparentées. Des études métaboliques ont
permis, in vivo, de conclure a l'existence d'une relation précurseur-produit entre V; et Vs,
cette derniére étant une vitelline mature. De plus, ces études ont montré le role des
Ceelomocytes dans la synthése et la sécrétion d'une fraction vitellogéne analogue a V1 qui est
incorporée dans les ovocytes (Baert, 1986).
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La vitelline, composant majeur du vitellus, est une substance qui a été identifiée dans
les ovocytes chez de nombreux animaux et dont la purification a souvent été achevée. Outre
I'importance quantitative de ce type de matériel dans les ovocytes, les vitellines d'origines
diverses possédent certaines caractéristiques communes tel que un poids moléculaire élevé
compris généralement entre 200 et 600 Kd, une composition sous-unitaire complexe avec
plusieurs polypeptides de poids moléculaires variables toujours retrouvés au sein de ces
molécules et une nature lipoglycoprotéique (Baert, 1986).

Le fait que I'ovocyte soit capable d'assumer de fagon autonome ses synthéses vitellines
a souvent été considéré comme un caractére primitif (Bilinski, 1976). Parmi les Annélides
Polychetes, les Néréidiens ont longtemps semblé répondre a ce critére. Chez les vers marins,
les résultats obtenus par autoradiographie ont en effet montré que I'ovocyte est capable de
synthétiser un matériel protéique a destination des globules vitellins (Dhainaut, 1970a).

Le suivi mensuel du taux de vitellogénines et de vitellines montre une augmentation
considérable de la quantité de vitellogénines et de vitellines chez les femelles durant le mois
d’avril.. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Baert et al. (2011).

En tout état de cause, il peut étre conclu que la croissance rapide des ovocytes au
moment de maturité va de pair avec une "accélération” du processus d'accumulation du
composant majeur du vitellus (Baert, 1986). Les résultats obtenus montrent une perturbation
trés prononcée de la croissance ovocytaires par I’apport ralenti des éléments essentiels du
vitellus ; cependant, des études antérieures ont montré que le métabolisme ovocytaire se
déroule en deux phase successives, durant la premiére, I’ovocyte élabore des substances de
réserves d’abord lipidiques puis protéiques suivie d’une 2°™ ou celui-ci synthétise des
réserves essentiellement glucidiques (Porchet et Dhainaut, 1973). Les ganglions cérébroides
secretent une hormone qui controles développement ovocytaire. Cette hormone exerce une
double action ; d’une part, elle est inhibitrice de la croissance des ovocytes et d’autre part, elle
est indispensable a leur métabolisme.

Les résultats montrent un ralentissement du passage des constituants vitellins vers les
ovocytes des femelles provenant des deux sites pollués d’Annaba et de Skikda, ceci pourrait
s’expliquer soit par une perturbation de synthése de I’hormone cérébrale (Durchon et Porchet,
1971) soit par I’'imperméabilité de la membrane vitelline bloquant la diffusion des matériaux
vitellins sont méme un dysfonctionnement des éléocytes qui se sont concentrés beaucoup plus
sur les réponses immunitaires par rapport au stress environnemental.

4.7. Evaluation du taux d’ADN et d’ARN ovocytaires

Des études menées sur les indicateurs biochimiques du stress chez les organismes
aquatiques (Livingston, 1982) montrent qu’ils Peuvent aider éventuellement a prédire les
effets toxiques d’un polluant ou a évaluer la bonne santé des organismes marins in
situ. D’autres travaux montrent que les effets toxiques d’un polluant sur la croissance
peuvent aussi étre détectés en examinant les macromolécules (Mehrle et Mayer., 1980). En
grandissant, les organismes synthétisent et accumulent de I’ARN utilis¢é pour la
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synthese des protéines. ARN et le ratio ARN/ADN peuvent étre utilisé comme un index de
croissance (Wilder et Stanley, 1983).

L’ovocyte accumule en grande quantité les matériaux protéiques mais 1’¢laboration des
protéines dépend de la synthese préalable d’ARN, pour laquelle I’ADN chromosomique et
nucléolaire sert de matrice. Le nucléole, lieu de synthése de I’ARN ribosomal, émet des
extrusions qui se répartissent dans le nucléoplasme et correspondent a une augmentation de la
quantité de I’ADN qui sert de matrice pour la synthése d’ARNr (Daas, 2005).

L’évaluation du taux d’ADN révéle une diminution de ce dernier au niveau des deux
sites pollués Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) par rapport a El-Kala (EI-Mordjéne) de
maniére trés hautement significative au cours des deux mois suivants Avril et Mai
correspondant a la période de reproduction.

Cette diminution peut étre due a I’interaction des produits chimiques rejetés par les
zones industrielles et urbaines. Les travaux de Guemouda (2015) ont mentionné I’effet de la
pollution par le dosage des hydrocarbures chez les individus de P. cultrifera recoltés au
niveau des deux sites Annaba (Saint-Cloud) et Skikda (Stora) par rapport a El-Kala (El-
Mordjene). Ces résultats confirment les travaux de Hamdani (2011), qui montre que
L’évaluation saisonniére des taux d’ADN révele une diminution de ces taux a Sidi Salem par
rapport a El Battah de maniére trés hautement significative en hiver et en été. Nos résultats
concernant les acides nucléiques semble on accord avec ceux de (Tripathi et al., 2003), qui
ont également signalé une diminution significative d’ADN dans les tissus des gonades des
poissons exposés au diméthoate (Organophosphorés) : Corydoras punctatus CL50/24h
(17,92 mg/L).

Cependant, Nos résultats montrent que le stress environnemental stimule la synthese
de I’ARN ovocytaire. Le taux d’ARN chez P. cultrifera a tendance a augmenter au niveau des
deux sites d’Annaba (Saint-Cloud) et de Skikda (Stora) par raport a El-Kala (EI-Mordjéne),
ceci explique une induction de sa synthese. Cette induction peut étre due a I’interaction des
produits chimiques provoquant une stimulation du systeme de détoxification afin de
synthétiser les divers enzymes adéquates (GST, GSH, MDA, mono-oxygénases, réductases,
etc...).

Nos résultats sont accord avec ceux de Kermiche (2011) apres traitement des femelles
de Gambusia affinis a la CL50/96h du Cd, les résultats montrent une diminution du taux
d’ADN d’une part et une augmentation du rapport ARN/ADN d’autre part.

4.8. Effets du stress environnemental sur I’activité des biomarqueurs

La surveillance de la contamination chimique dans un écosysteme ne permet pas
d'évaluer son impact sur les organismes, les populations et les communautés constitutives. La
réponse des organismes a la contamination en termes d'effets sublétaux, ne peut étre evaluée
que par des mesures de parametres biologiques, physiologiques ou biochimiques (Mc Carthy
et Shugart 1990). En effet, si I'écologie numérique détecte des modifications dans les
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communautés d'un écosysteme, il est nécessaire de disposer d'indicateurs plus précoces
révélant un risque de modification de I'écosysteme.

L’inhibition ou I’induction in vivo des biomarqueurs est un bon outil environnemental
pour évaluer I’exposition et les effets potentiels des xénobiotiques sur les organismes
(Dembélé et al., 2000; Ozmen et al.,1999; Mc longhlin et al., 2000; Sturm et al.,2000; Varo et
al., 2001). La capacité d’un organisme de s’adapter a un environnement altéré par la
contamination anthropogénique, dépend principalement des mécanismes efficaces de la
détoxification de divers composés endo et exogénes (Jakanovic, 2001). Chez les organismes
aquatiques, ces mécanismes sont les premiers sollicités par la présence des xénobiotiques
(Roche et al., 2003). Toutes les réponses a un stress externe, incluant les Eléments Traces
Meétalliques (ETMs), impliquent des changements dans les profils d’expression génique.
Quelques réponses sont le résultat de ’exposition a un composé chimique, d’autres sont
compensatoires, c’est a dire qu’elles reflétent la réponse d’un organisme aux dommages
moléculaires ou aux dysfonctionnements cellulaires provoqués par la présence du composé
chimique (Ankley et al., 2006). La présence de métaux constitue un stress majeur susceptible
de perturber les grandes fonctions physiologiques des animaux (Labrot et al., 1996).

4.8.1. Effets du stress environnemental sur I’activité enzymatique de I’ AChE

Plusieurs travaux ont porté sur ’utilisation de la mesure de l’activité des enzymes
impliqués dans la dégradation de certains neurotransmetteurs tel que 1’acétylcholinestérase
(AChE) pour la mise en évidence de I’exposition d’organisme a des produits toxiques
(Sarker et al., 2010).

Il a été constaté une forte inhibition de I’activité enzymatique de I’AChE chez les
individus de P. cultrifera récoltés au niveau des sites de Saint-Cloud (Annaba) et Stora
(Skikda) comparativement a ceux récoltés a El-Mordjéene (El-Kala). Cela témoigne de
I’exposition de ces organismes aux polluants tels que : les métaux lourds et les hydrocarbures.

Nos résultats confirment cette inhibition, ou des études ont déja mis en évidence
I’inhibition de ’activité de I’ AChE par des contaminants incluant certains agents surfactants,
les hydrocarbures combustibles et les métaux lourds ( Kammenga et al., 2000; Dellali et al.,
2001). D’autres études ont montré que les éléments métalligues comme le mercure, le
cadmium, le cuivre ou le zinc inhibent I'activité de I'acétylcholinestérase (Varo et al., 2012;
Tuetal., 2012).

L’activité de I’AChE augmente au printemps, et diminue en été puis devient plus ou
moins stable en automne et en hiver. La valeur maximale de I’activit¢ de I’AChE a été
enregistrée au mois d’Avril au niveau des trois sites quant aux plus faibles ont été constatées
au mois d’Aott. Moulton et al. (1996) ont étudié les effets de température sur la toxicité de
deux inhibiteurs du cholinestérase pesticides aldicarbe ([méthylthio] 2-méthyl-2-
propionaldehyde O-oxime[méthylcarbamoyle]) et acéphate (O, S acetylphosphoramido-
diméthyl- thioate) sur les moules d'eau douce Elliptio complanat. Aprés une exposition de 96
h, ces auteurs ont montré que l'augmentation de la température expérimentale de 21 a 30 °C,
provoque I’inhibition de I’ AChE. Par ailleurs, Scaps et Borot (2000) expliquent que la salinité
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et la température peut également affecter l'activité de l'acétylcholinestérase chez Nereis
diversicolor .En outre, les études effectuées sur D. trunculus au niveau du golfe d’ Annaba ont
montré une diminution de l'activité de I’AChE en rapport avec la pollution métallique (Amira
et al., 2011; Soltani et al., 2012 ; Belabed, 2013) et sur les Patella caerulea (Boumaaza,
2014). Hamza-Chaffai et al. (1998) ont également constaté que des niveaux élevés de cuivre
ou de métaux lourds peuvent également affecter I’acétylcholinestérase chez le bivalve.

4.8.2. Effets du stress envirennomental sur ’activité enzymatique de la GST

La GST joue un réle important dans la détoxication des organismes (Cossu et al., 1997).
L’activité de la GST peut étre induite par certains polluants ( Regoli et al., 2004). signalent
I’induction de certaines isoenzymes de la GST par des substrats tels que les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) et les biphényles polychlorés (PCB).

Les individus présentent une activité enzymatique maximale de la GST au mois d’ Avril
et minimale au mois d’ Aot au niveau des sites (El-Kala, Annaba et Skikda) et ce durant toute
la période d’étude et ce, avec une induction de I’activité au niveau des sites pollués (Annaba
et Skikda) par rapport au site d’El-Kala. De plus, la stimulation de I’activité de la GST a été
observée par Won et al. (2011) chez 1’ Annélide polychéte Perinereis nuntia apres exposition
au Cd, et aussi chez Laeonereis acuta qui a subi le méme traitement (Sandrini et al., 2008).
Concernant les polluants organiques, on note egalement une induction de la GST avec le
flucycloxuron (pesticide) chez G. affinis (Zaidi et Soltani, 2011). P. cultrifera a fait 1’objet
d’une étude ot une induction de la GST chez les femelles récoltées d’ Annaba a été enregistree
par rapport a celles d’El-Kala (Tayebi et Malaoui, 2012). Des études similaires ont révélé une
induction de la GST chez les Mollusques Bivalves tels que Ruditapes decussatus suite a une
exposition a differents HAP (Hoarau et al., 2001). Nos résultats sont cohérants avec d’autres
¢tudes, ou I’induction de la GST a eu lieu chez Montastra eafaveolata exposée au
benzo(a)pyrene (Ramos et Garcia, 2007) et chez Montastra eaannularis (Downs et al., 2005).
Aussi, des études présentent des résultats similaires et indiquent une augmentation de
I’activité de la GST chez les individus de D. Trunculus récoltés au niveau d’un site pollué
(Amira et al., 2011 ; Soltani et al., 2012).

4.9. Effets du stress environnemental sur la structure ovocytaire

L’étude histologique du ceelome des femelles de la population de P. cultrifera au cours
du mois d’Avril permet de dégager des données trés intéressantes sur le cycle ovogenétique
de cette espece.

Ceci suggére que la période de la reproduction est concentree pendant la saison printaniere et
que la croissance ovocytaire est asynchrone puisque chez le méme individu, nous avons
rencontré des ovocytes présentant des diameétres a peu pres similaires. Cette croissance a été
¢galement observée chez d’autres espeéces notamment Platynereis dumerilii (Fisher et
Dorresteijn, 2004) ; en outre, chez une espéce voisine de Néreidés tel que Perinereis
macropus, la croissance ovocytaire est asynchrone ou 1’on retrouve tous les stades de la
vitellogenése chez le méme individu (Zribi et al., 2007).
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Les résultats obtenus montrent une perturbation tres prononcée de la croissance
ovocytaire par 1’apport ralenti des éléments essentiels du vitellus ; cependant, des études
antérieures ont montré que le métabolisme ovocytaire se déroule en deux phases successives,
durant la premiere, 1’ovocyte élabore des substances de réserves d’abord lipidiques puis
proteiques suivie d’une 2°™ ol celui-ci synthétise des réserves essentiellement glucidiques
(Porchet et Dhainaut, 1969). Les ganglions cérébroides secretent une hormone qui contrdle le
développement ovocytaire. Cette hormone exerce une double action ; d’une part, elle est
inhibitrice de la croissance des ovocytes et d’autre part, elle est indispensable a leur
métabolisme (Porchet, 1974).

D’autres études cytologiques ont montré que les globules vitellins en formation sont
situés a proximiteé des dictyosomes. On y decele de nombreuses vésicules morphologiquement
identiques a celles élaborées par 1’appareil de Golgi. Ces vésicules semblent matérialiser le
processus par lequel s’effectue le transfert du matériel protéique depuis les dictyosomes
jusqu’aux globules protéiques soulignant ainsi le role de I’appareil de Golgi dans 1’édification
du vitellus (Caro et Palade, 1964 ; Janieson et Palade, 1967). Les travaux de Baert et al.
(1984) indiquent que les globules lipidiques représentent 16,4% du poids ovocytaire et qui
sont essentiellement des triglycérides et des stérols libres et que les acides aminés les plus
importants sont la glutamine, la leucine et I’alanine ; ces composés sont a la base des
vitellines comme chez les insectes (Hagedorn et Kunkel, 1979) et chez Nereis virens (Fisher,
1979).

Les résultats montrent un ralentissement du passage des constituants vitellins vers les
ovocytes des femelles provenant des deux sites pollués Annaba et Skikda, ceci pourrait
s’expliquer soit par une perturbation de synthése de I’hormone cérébrale (Durchon et Porchet,
1971) soit par I’imperméabilité de la membrane vitelline bloquant la diffusion des matériaux
vitellins soit méme un dysfonctionnement des éléocytes qui se sont concentrés beaucoup plus
sur les réponses immunitaires par rapport au stress environnemental.

4.10. Analyse phylogénétique du complexe d’especes jumelles de P. cultrifera

De nombreux travaux ont montré I’existence de complexes d’especes jumelles chez les
Annélides polychétes appartenant aux genres Arenicola, Capitella, Eulalia, Glycera, Hediste,
Marenzelleria, Neanthes, Nephtys et polydora ( Rohner et al., 1997 ; Sato et Masuda, 1997).
Les données de la littérature indiquent que Perinereis cultrifera peut étre considérée
comme une espece a répartition cosmopolite.

Cependant, le statut taxonomique de nombreuses espéces d’annélides polychétes
demeure & ce jour peu développé et celui de certaines espéces n’est toujours pas résolu.
Ainsi, le grand nombre d’espéces a répartition cosmopolite refléte en partie nos lacunes dans
ce domaine plutét qu’une réelle tendance a une large répartition géographique.
Fréquemment, une révision attentionnée révele qu’une espéce cosmopolite est souvent
composée d’un certain nombre d’espéces possédant une aire de répartition géographique
limitée (Kupriyanova et Badyaev, 1998). D’autre part, on peut noter que selon la
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localisation géographique des populations, le mode et la période de reproduction, la durée de
vie ainsi que la morphologie des individus varient fortement.

A TDéchelle géographique plus restreinte de la Manche-Atlantique et de la
Méditerranée et dans I’état actuel de nos connaissances, on peut donc émettre
I’hypothese que I’existence de deux stratégies de reproduction et de deux morphes distincts
est I’aboutissement d’un mécanisme de spéciation reflétant I’histoire évolutive des
populations. Cette hypothése semble particulierement bien étayée par les résultats d’ordre
morphologique et biochimique que nous avons obtenu lors de la comparaison des formes
épitoques présentes en Manche et en Méditerranée. En effet, nous avons constaté
d’importantes différences dans la morphologie et le nombre de paragnathes a la surface du
proboscis. La congruence des données d’ordre écologique, morphologique et biochimique
indiquent donc clairement que jusqu’a une révision plus poussée du complexe d’espéces
Perinereis cultrifera, ce nom spécifique devrait étre utilisé avec précautions de facon a
¢éviter des comparaisons non justifiées d’études a caractéres écologique ou biochimique
réalisées a partir d’individus issus de différentes régions géographiques.

Au cours des différents episodes géologiques qui ont bouleversé la mer
Me¢diterranée, il est connu que se sont succédées plusieurs périodes d’asséchement et
de remplissage qui aurait eu lieu a la transition Miocéne-Pliocene, il y a environ 6
millions d’années. Ainsi la majorité des auteurs s’accordent a reconnaitre que le peuplement
actuel de la Méditerranée est récent, au moins pour I’essentiel, a travers du détroit de Gibraltar
(Bellan Santini et al., 1994). La recolonisation se serait effectuée a partir des apports
d’especes provenant du proche Atlantique. Les résultats génétiques obtenus pour le gene
d’intérét cyt-b nous a révélé un brassage entre les individus des deux populations : de la
manche frangaise et de la MEéditerranée, ce qui nous a conduit a émettre deux
hypotheses possibles : soit nos échantillons contiennent des espéces cryptiques, ou bien
il y apartage d'haplotypes mitochondriaux entre espéces. Chez d’autres espéces, Drosophila
melanogaster et Drosophila similens des populations de Normandie/Méditerranée, et
Bretagne/Méditerranée, les résultats ont révélé des ressemblances entre les deux populations
(Ohnishi et al., 1983) ainsi qu’a celles établies entre les espéces parthénogénétiques de
némathodes du genre Meloidogyne (Van der Beek et al., 1998).

4.11. Etude de Paspect des cellules immunitaire chez P. cultrifera

Les invertébrés ne possedent pas de systéeme de défense aussi complexe que celui des
vertebres. En dehors de la phagocytose qui représente la fonction principale d’élimination des
bacteries, le liquide ccelomique joue aussi un role prépondérant dans la décense
antibactérienne de part les molécules qu’il contient. Des substances hémolytiques et
agglutinantes ont été signalées chez les Annélides oligochétes (Cooper et al., 1974) et chez les
polychétes (Russel et al., 1983). Chez ces derniers, les connaissances relatives aux cellules
ceelomiques sont beaucoup plus restreintes, chez diverses familles, un certain nombre
d’¢études relative a la cytophysiologie des cocelomocytes sont maintenant anciennes, chez
Arennicola marina (Fretter, 1953), chez Platynereis dumerilli ( Dales, 1964).
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Les ccelomocytes sont considérés comme les cellules immunitaires chez les coelomates
primitifs (Annélides, Mollusques). Ces cellules sont les leucocytes qui ont longtemps été
considérées comme les cellules principales (non spécifiques) du systeme de défense
immunitaire innée de ces animaux (Engelmann et al., 2005). Divers termes ont été utilisés par
les auteurs pour designer ces cellules : Amoebocyte, lymphocytes-like (Dales et Dixon, 1981),
les termes «Granulocyte» et «eleocyte» (Romieu, 1923). Chez la famille des Nereidae, Baskin
(1974) a introduit le terme de « granulocytes » pour les cellules ayant des granules denses.

Du point de vue des processus immunitaires, les données sont encore fragmentaires dans
le domaine humoral des substances hémagglutinantes et hémolytiques ont été décelées chez
Nereis virens (Russel et al., 1983). Dans le domaine des activités cellulaires, des réactions de
phagocytose liés a la défense antibactérienne ont été observées chez Arenticola marina
(Russel et al., 1983)..

Du point de vue morphologique, aprés des descriptions assez épisodiques (Dhainaut,
1966 a) , ce n’est qu’en 1984 que Dhainaut présente une analyse détaillée des différentes
catégories de ccelomocytes , et propose une classification et une terminologie , les
ceelomocytes sont ainsi subdivisés en éléocytes, en granulocytes (eux méme répartis en
plusieurs sous populations : granulocytes I, I, et 111) et en quelques types cellulaires plus
rares.

Du point de vue physiologique, ¢’est d’abord le role trophique des ceelomocytes vis-a-vis
des gametes qui a été démontré. Les €léocytes constituent la catégorie cellulaire impliquée
dans ce processus, Beart et Slomianny, (1987) démontrent que ceux-ci élaborent une
vitellogenine qui est ensuite captee par les ovocytes et stockée sous forme de vitelline. Les
éléocytes sont également impliqués dans la synthése des lipides neutres (Fontaine et al .,
1984a) et des phospholipides (Taki et al., 1988), substances qui participent a la formation des
réserves lipidiques de I’ovocyte. Les éléocytes assurent également le nettoyage du milieu
intérieur en capturant les sarcolytes libres dans le coelome (Dhainaut, 1966).

Les granulocytes représentent la deuxiéme grande catégorie de cellules coelomiques.
Tres peu de données relatives a leurs fonctions étaient connues jusqu’a une date récente, un
des premiers aspects fonctionnels qui a pu étre mis en évidence est leur intervention au cours
des processus d’encapsulation. Il a été montré que I’injection expérimentale de billes de latex
est suivie d’une encapsulation rapide des implants qui sont enveloppés par plusieurs couches
de granulocytes (Porchet-Henneré et al ., 1987) ,une réaction comparable est obtenue lors de
la pénétration de parasites (Porchet et Béri, 1987). Les capsules formées sont constituées de
plusieurs couches concentriques réparties en trois zones : une zone interne constituée par les
granulocytes Il qui au bout de 48h déversent par extrusion leur contenu granulaire & la surface
de I’implant, puis une zone intermédiaire représentée par les granulocytes I qui donnent une
structure rigide a la capsule grace a leurs microfilaments et leurs microtubules enfin, une
zone externe dans laquelle on trouve les granulocytes Il qui limiteraient le recrutement des
cellules.

En comparant les ceelomocytes chez P. cultrifera au niveau des deux sites d’étude : El-
Kala (EI-Mordjéne) et d’ Annaba (Saint-Cloud), il a été constaté 1’existence de trois types de
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ceelomocytes : Type | ; Type Il et type I11 ; en plus de ces trois types cellulaires, il existe aussi
les types 1V et V (Dhainaut, 1984). Chez N. diversicolor, il existe trois types de ccelomocytes
qui ont été décrit d’abord en utilisant la microscopie éléctronique (Dhainaut et Porchet-
Henneré 1988). Les ceelomocytes de type I existent aussi chez les Arenicolidae (Dales et
Dixon, 1981), les Ophelidae, les Glyceridae, les Nephtyidae (Klein, 1989). Les cecelomocytes
detype Il ne sont pas seulement présents chez les Polychetes mais aussi chez d’autres famille
tel que les Terebellidae (Dawe et al., 1968), les Arenicolidae (Klein, 1989) et chez les
Nereidae (Maramorosch, 1968). On les trouve aussi chez d’autres invertébrés tel que les
Mollusques, et les Arthropodes (Hildemann, 1970). La présence de trois types de
coelomocytes chez P. cultrifera récoltées au niveau du site d’Annaba (Saint-Cloud) contre
deux types seulement au niveau du site d’El-Kala (EI-Mordjéne) ceci refléte le niveau de
contamination du milieu et donc due aux mécanismes de défense adoptés par les espéces du
site d’Annaba (affecté par la pollution) comparativement aux especes présentes au niveau
d’El-Kala (Non affecté par la pollution).
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5. CONCLUSION

Notre étude a pour but de comparer les modes et périodes de reproduction, les
caractéristiques biologiques, génétiques et immunologiques chez Perinereis cultrifera du
littoral algérien et des cotes de la manche frangaise afin d’évaluer la qualité des écosystémes
marins (niveau de pollution marine) et d’étudier la phylogénie et I’'immunité de ces espéces
jumelles.

Dans un premier volet, une étude sur la reproduction grace a trois approches ont été
entretenues :

e Une approche écologique nous a permis I’identification de cinq especes de
nereidiens Perinereis cultrifera, Perinereis macropus, Platynereis dumerilii, Nereis falsa,
Nereis diversicolor avec d’autres espéces de différents embranchements : Diodora
graeca, Eriphia verrucosa, Phascolosoma granulatum, ainsi que trois espéces d’algues :
Colpomenia sinuosa Ulva lactuca Corallina elongata. Au niveau du site d’El-Kala, la
richesse et I'abondance sont les plus élevées par rapport a celles des trois autres sites, et selon
I'indice de Shannon - Weaver, les trois sites présentent une richesse en biodiversité et une
abondance équilibrée, ce qui place El-Kala comme site riche en matiére de biodiversité.
L’analyse des paramétres physico-chimiques de 1’eau de mer indique I’indifférence entre
les trois sites pour la température, le pH, la salinité, le taux d’O2 dissout.

e Une approche morphométrique et biologique consacrée a la révélation des effets
de la pollution sur les parameétres biométriques a savoir (poids, taille, et nombre de sétigéres)
et qui suivent la méme tendance avec une diminution au niveau des deux sites pollués
(Annaba et Skikda) et que le nombre de sétigéres n’est pas proportionnel a la taille. Les
parameétres morphométriques (Poids, taille, nombre de sétigeres, diamétre ovocytaire) sont
plus importants chez les femelles de P. cultrifera récoltées au niveau de la manche francaise
par rapport a ceux du littoral algérien.

Les paramétres liés a la maturité sexuelle et la reproduction ont montré
un sex ratio en faveur des femelles chez les trois populations, et un diamétre ovocytaire chez
les femelles des deux sites pollués (Annaba et Skikda) inférieur a celui des femelles d’El-kala,
et la période de reproduction de cette espéece se situe entre les deux mois d’Avril et de Mai.

e Une approche biochimique a été consacrée a 1’analyse de différentes réserves
métaboliques (protéines, glucides et lipides) au niveau des ovocytes, ou les fluctuations
mensuelles enregistrées varient selon la période de reproduction au niveau des ovocytes des
d’espéces.

Un autre aspect biochimique permettant 1’évaluation du taux de vitellines et de
vitellogénines de P. cultrifera a marqué une inhibition de la synthese de vitellogénines et de
vitellines chez les femelles prélevées a partir des sites pollués (Annaba et Skikda) par la
présence des polluants dans le milieu, et qui sont de nature multiple.
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L’étude quantitative des acides nucléiques (ADN et ARN ovocytaires) montre des
teneurs faibles en ADN au niveau des sites pollués (Annaba et Skikda) comparativement a
El-kala. En outre, ’analyse quantitative du taux d’ARN ovocytaire révéle une induction tres
significative de sa synthése.

Les variations mensuelles de 1’activité enzymatique des biomarqueurs ont indiqué
une inhibition de I’activité de I’AChE au niveau des deux sites pollués (Annaba et Skikda)
contrairement a El-Kala et ce, durant toute la période d’étude. Par ailleurs, les activités
enzymatiques pour la GST a permis d’enregistrer une induction de leur activités au niveau
des deux sites pollués (Annaba et Skikda). L’étude histologique démontre une ovogenese
asynchrone ou les ovocytes issus des femelles matures provenant des deux sites pollués
(Annaba et Skikda) sont Iégérement de plus faibles diameétres et les signes de vittelogenése
active sont de faible intensité.

Dans un deuxiéme volet, nous avons comparé entre deux populations de Perinereis
cultrifera de la manche francaise et du littoral Est algérien sur le plan phénotypique (poids,
taille et diameétre ovocytaire), sur le plan génétique en étudiant le gene mitochondrial cyt-b et
sur le plan immunitaire en caractérisant les coelomocytes en souffrance.

Une étude préliminaire a été réalisée concernant les marqueurs génétiques spécifiques
chez P. cultrifera (Annélide, Polychéte) de la Manche francaise et du littoral Algérien.
L’ADN génomique a été extrait selon la méthode CCDB puis des essais de PCR d’amorces
universelles et spécifiques ont été amplifiées. Les résultats ont montré que les amorces
specifiques a P. cultrifera sont cyt-b et rarement COI que nous attendons la confirmation de
nos collegues francais.

Enfin, nous avons séquencé 82 individus pour le géne cyt-b. Les résultats obtenus
montrent un mélange entre les especes des deux populations de la Manche francaise et du
littoral Algérien. En effet, les individus des différents sites se répartissent dans les
différents clades sans regroupement spécifique des individus par site de récolte. Cela laisse a
supposer qu’il existe un déterminisme purement environnemental et non génétique

En ce qui concerne I’aspect des ccelomocytes chez P. cultrifera, les premiers résultats
obtenus a partir des différentes observations au microscope photonique, ont montré qu’il
existe trois types de cellules : Ceelomocytes types I, 11, et III, en comparant I’aspect des
cellules détectées chez Nereis diversicolor. La présence des cellules immunitaires nous a
permis d’évaluer la qualité du milieu

A Tavenir, il serait intéressant de mener des recherches supplémentaires approfondies sur :

e [’ultrastructure des ovocytes.

e L'effet des métaux lourds et des hydrocarbures totaux sur la biologie, la biochimie et la
physiologie de cette espéce.

e L’utilisation d’une approche «multimarqueurs» en milieux marins, afin de mieux cerner
les réponses biologiques a des contaminations chimiques.
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e L’impact de la pollution sur I’immunité de Perinereis cultrifera et des polluants sur
I’expression génique de la métallothionéine.

e [’analyse moléculaire phylogénétique des espéces d’ Annélides Polychétes du littoral Est
Algérien.

e D’approfondir 1’étude par 1’endocrinologie (dosage hormonal) en fonction de la saison de
reproduction.

e D’étendre les sites d’étude de ’Est a Ouest (Jijel et Bejaia...).

e Complétant I’étude comparative par analyse des génes nucléaires ITS et d’étudier les
divergences génétiques entre les deux populations.
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6. RESUME

Parmi les espéces représentant un intérét commercial, le polychete Perinereis cultrifera
connu localement sous l’appellation vernaculaire de ver de rocher est 1’espece la plus
demandée. De par sa répartition géographique, elle intéresse les pays de la fagade atlantique
(France, Portugal) et du pourtour mediterranéen (Algérie, France, Italie, Tunisie).

Le but de ce travail est de comparer les modes et périodes de reproduction, les
caracteristiques biologiques, génétiques et immunologiques chez P. cultrifera du littoral
algérien et des cotes de la manche frangaise afin d’évaluer la qualité des écosystémes marins
(niveau de pollution marine) et d’étudier la phylogénie et I’immunité de ces especes jumelles,
dans cette étude comparative de populations de P. cultrifera présentes respectivement sur le
littoral Est Algérien en Méditerranée et en Manche Atlantique, nous avons choisis six
stations : trois stations localisées dans le littoral Est-algérien en Méditerranée :El Mordjéne
(El-Kala), Saint-Cloud (Annaba) , Stora (Skikda) et trois stations au niveau des cotes de la
manche francaise : Saint pabu, saint aubin, et Roscoff et cela, pendant la période qui s’étend
de Janvier 2012 a Décembre 2013. Une éetude sur la reproduction gréace a trois approches ont
été entretenues dans ce présent travail :

-Une approche écologique montre que la biodiversité des annélides polychéte dans les
trois sites (El-Kala, Annaba, Skikda ) du littoral algérien durant deux années 2012 et 2013
nous a permis d’identifier cinq espéces : Perinereis cultrifera, Perinereis macropus,
Nereis falsa, Platynereis dumerilii et Nereis diversicolor appartenant a la famille des
Nereididae en plus d’autres familles de polychéte recensées : Aphroditidae, Spionidae,
Terebellidae, et Lumbrineridae , ainsi que des espéces de la faune et de la flore associées ont
pu étre identifiées.

L’analyse des paramétres physico-chimiques de 1’eau de mer indique I’indifférence
entre les trois sites pour la température, le pH, la salinité, le taux d’O2 dissout.

-Une approche morphométrique et biologique a révélé un impacte de la pollution
environnementale sur la croissance et sur le diamétre ovocytaire chez les femelles d’ Annaba
et de Skikda, et que la période de reproduction de P. cultrifera est courte et a lieu durant les
mois d’Avril et de Mai. Les paramétres morphométriques (Poids, taille, nombre de sétigeres,
diametre ovocytaire) sont plus importants chez les femelles de P. cultrifera récoltées au
niveau de la manche francaise par rapport a ceux du littoral algérien.

-Une approche biochimique par I’étude quantitative des métabolites ovocytaires montre des
teneurs faibles en protéines, glucides, et lipides au niveau des sites pollués (Annaba et Skikda)
comparativement a El-kala. Concernant L'analyse du taux des vitellogénines et des vitellines :
constituants des réserves nutritives accumulées dans I'ovocyte au cours de sa croissance chez
P. cultrifera a révélé une inhibition de la synthése de ces paramétres au niveau des sites
pollués
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L’étude quantitative des acides nucléiques (ADN et ARN ovocytaires) montre des teneurs
faibles en ADN au niveau des sites pollués (Annaba et Skikda) comparativement a El-kala.
En outre, I’analyse quantitative du taux d’ARN révéle une induction de sa synthése.

L’analyse écotoxicologique de I’activité spécifique de I’AChE révele une forte inhibition
de cette enzyme, qui témoigne d’une neurotoxicité chez les individus récoltés au niveau des
deux sites pollués (Annaba et Skikda), par contre une induction de 1’activité enzymatique de
la GST a été enregistrée au niveau de ces derniers et qui également dle au stress
environnemental.

L’analyse histologique démontre une ovogenése asynchrone ou les ovocytes issus des
femelles matures provenant du deux sites pollués (Annaba et Skikda) sont Iégerement de plus
faibles diamétres et les signes de vitéllogénése active sont de faibles intensités.

-L’étude immunogénétique des populations de P. cultrifera du littoral Algérien et de la
Manche francaise a montré : d’une part la présence des trois types de cellules : Ceelomocytes
types I, 11, et I1l. La présence de ces cellules immunitaires nous a permis d’évaluer la qualité
du milieu, et d’autre part, le cyt-b est ’amorce spécifique de ces espéces et 1’étude
phylogénétique avec le gene cyt-b a révélé un mélange entre les individus des deux
populations.

Mots clés: Perinereis cultrifera, Reproduction, littoral Est-algerien, manche, Ccelomocytes,
Ovocytes, Stress environnemental, Dosage biochimique.
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6. Abstract

Among the species of commercial interest, the polychaete Perinereis cultrifera locally
known vernacular name rock worm is the species most sought. Because of its geographical
distribution, it interests the countries of the Atlantic coast (France, Portugal) and
Mediterranean (Algeria, France, Italy, Tunisia).

The aim of this study is to compare the patterns and breeding seasons, biological, genetic
and immunological characteristics in P. cultrifera the Algerian coast and the coast of the
French round to assess the quality of marine ecosystems (level of marine pollution ) and to
study the phylogeny and immunity of these sibling species, in this comparative study of
populations of P. cultrifera present respectively in coastal eastern Algeria in the
Mediterranean and Atlantic Channel, we selected six stations: three stations located in the east
coast of Algeria in the Mediterranean: EI Mordjéne (El-Kala), St. Cloud (Annaba), Stora
(Skikda) and three stations at the coast of the French round: Saint pabu, St. Aubin and
Roscoff and that during the period extending from January 2012 to December 2013. A
reproduction study using three approaches have been maintained in the present work:

-An ecological approach shows that biodiversity polychaete annelids in the three sites (El-
Kala, Annaba, Skikda) of the Algerian coast during two years 2012 and 2013 has allowed us
to identify five species: Perinereis cultrifera, Perinereis macropus, Nereis falsa, Platynereis
dumerilii and Nereis diversicolor belonging to the family of nereididae besides other
polychaete families identified: Aphroditidae, Spionidae, Terebellidae, and Lumbrineridae
and species of fauna and associated flora have been identified. Analysis of physico-chemical
parameters of seawater indicates indifference between the three sites to the temperature, pH,
salinity, dissolved O2 levels.

-A Morphometric approach showed a biological impact of environmental pollution on the
growth and the oocyte diameter in females Annaba and Skikda, and the breeding of P.
cultrifera is short and takes place during the months April and May. The morphometric
parameters (weight, size, number of sétigéres, oocyte diameter) are greater in females of P.
cultrifera harvested at the French round compared to those of the Algerian coast.

-A Biochemical approach for the quantitative analysis of metabolites oocyte shows low
levels of protein, carbohydrates, and lipids at polluted sites (Annaba and Skikda) compared to
El-Kala. The analysis concerning the vitellogénines rates and yolk: constituents nutrient
reserves accumulated in the oocyte during its growth in P. cultrifera revealed inhibition of the
synthesis of these parameters at polluted sites.

-The quantitative study nucleic acids (DNA and RNA oocyte) shows low levels of DNA
at polluted sites (Annaba and Skikda) compared to El-Kala. In addition, the quantitative
analysis of RNA levels reveals induction of its synthesis.

-The ecotoxicological analysis of specific AChE activity revealed a strong inhibition of
this enzyme, which shows a neurotoxicity in individuals collected at both polluted sites
(Annaba and Skikda) by induction against the enzymatic activity of GST was registered at the
customer, and due to environmental stress.
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-Histological analysis demonstrated an asynchronous oogenesis where oocytes from
mature females from two polluted sites (Annaba and Skikda) are slightly smaller diameters
and signs of active yolk are low intensities.

-The Study Immunogenetics populations of P. cultrifera the Algerian coast and the French
Channel showed: firstly the presence of three types of cells: coelomocytes types I, I, and I11.
The presence of these immune cells enabled us to evaluate the quality of the environment, and
secondly, the cytochrome-b is the specific primer of these species and phylogenetic study
with the cytochrome-b gene revealed a mixture between individuals of the two populations.

Keywords: Perinereis cultrifera, Reproduction, Algerian eastern coast, French round,
Cexelomocytes, oocyte, environmental stress, Biochemical analysis.
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