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Introduction

La biologie de la reproduction concerne la formation des gameétes, la fécondation et le
développement. Elle comprend également le mode de formation et la structure des glandes
sexuelles, les aspects physiologiques et notamment le role des hormones sexuelles.

L’¢tude de la biologie de la reproduction des vertébrés inférieurs a porté¢ sur la mise en
évidence des modalités du développement sexuel en relation avec les facteurs du milieu
auquel ils sont inféodés, en tenant compte du rdle joué par les centres supérieurs de régulation

et par les facteurs hormonaux.

De nos jours, il existe encore de nombreuses espéces dont la biologie est connue de maniére
imparfaite. Leur étude mérite d’étre entreprise et approfondie, notamment a une époque ou la
diminution de la biodiversité impose des mesures de protection adaptées. Parmi ces especes,
Bufo mauritanicus fait I’objet de ce travail. Prélevé dans la zone humide de Beni-Belaid (Jijel,
Algérie), son étude permettra d’apporter quelques éléments complémentaires a la
connaissance de la biologie de la reproduction des amphibiens et de comprendre 1’importance

du milieu environnant sur cette derniére.

Les Amphibiens sont des vertébrés inférieurs intermédiaires évolutifs entre les poissons et les
reptiles. Outre leur connaissance pour comprendre leur biologie et participer a leur protection,
les amphibiens sont considérés depuis longtemps comme un matériel privilégié pour les
études physiologiques ou encore pour comprendre les modalités du développement
embryonnaire, les lois de ’embryologie causale et les aspects moléculaires du développement
(Exbrayat, 2003). Les cellules des Amphibiens étant de grande taille, un grand nombre de
recherches en microscopie photonique ont utilisé ces animaux comme modeles (Grassé,
1986).

lls représentent le passage de la vie aquatique a la vie terrestre et sont parmi les premiers
vertébrés a avoir colonisés le milieu terrestre. Leurs stratégies de reproduction sont trés
diversifiées (Duellman and Trueb, 1986), tout spécialement au regard de I’affranchissement
progressif du milieu aquatique. Certaines especes présentent des adaptations tout a fait
particuliéres pour s’affranchir de ce milieu aquatique (Lamotte et Lescure, 1977). Par leur
mode de vie comportant deux phases, les Amphibiens sont également considérés comme

d’excellents indicateurs de 1’état de santé du biotope.

Chez presque toutes les especes du monde vivant, la reproduction n’a lieu qu’a certaines

périodes cycliques. Chez certains mammifeéres, elle peut avoir lieu au cours de périodes assez
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Introduction

longues et méme toute 1’année chez quelques formes supérieures. Il est bien connu qu’il n’en

est pas de méme des autres vertébrés (Pujol, 1985).

La classe des Amphibiens comprend trois sous-classes, ce sont les Labyrinthodontes, les
Lépospondyles et les Lissamphibiens. Les deux premiéres sous-classes sont-des groupes
fossiles alors que les Lissamphibiens correspondent aux formes vivantes actuelles. Ces
derniéres sont divisées en trois ordres: Salientia ou Anoures, Caudata ou Urodeles et
Gymnophiona ou Gymnophiones connus également sous le nom de Cécilies (Delsol, 1995).
Les Anoures regroupent les Amphibiens sans queue tels que les grenouilles, les rainettes et les
crapauds ; les Urodeles sont beaucoup plus discrets que les Anoures et comportent les tritons
et les salamandres alors que les Gymnophiones sont des animaux allongés et fouisseur vivant

exclusivement dans les zones intertropicales.

Chez tous les Amphibiens des difféerences morphologiques entre les males et les femelles
peuvent étre observées. Le dimorphisme sexuel peut étre trés poussé chez certaines d’entre
elles, se traduisant alors par des caracteres sexuels secondaires permanents ou temporaires
dont le développement atteint son amplitude maximale pendant la période de reproduction
(Grassé, 1986).

Les Amphibiens Anoures des pays tempérés (Europe, Amérique du Nord) se reproduisent une
seule fois par an et leur spermatogenese est discontinue. Un certain nombre d’Anoures de
régions chaudes, notamment d’Afrique, semblent avoir un cycle sexuel plus ou moins continu

leur permettant de se reproduire en toute saison.

Depuis déja bien des années, des études faites sur les Anoures males ont permis de mettre en
évidence trois types de cycle d’activité sexuelle en fonction de la présence simultanée ou non
des différents stades de la spermatogenése dans les tubes séminiferes (Cei, 1942, 1944 ;
Galgano, 1952 ; Delso et al., 1981, 1995). On notera alors des cycles a spermatogenése
discontinue, a spermatogenese potentiellement continue et des cycles a spermatogenése
continue. Ces trois types de cycles pourraient représenter trois états progressifs de
spécialisation du cycle sexuel (Cei, 1965) : un état représenté par des formes d’activité
gonadique continue avec des poussées successives arythmiques dans les pays a faibles
variations annuelles de température, un état représenté par une spermatogenése

potentiellement continue dans les pays tempérés avec de sensibles variations saisonnieres de
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Introduction

température et pour terminer, un état adapté a des climats froids et représenté par une

spermatogenese discontinue se régularisant suivant un rythme interne propre.

Les cycles a spermatogenese continue sont caractérises par des poussees spermatiques
successives plus ou moins rapprochées, de telle sorte que des cystes a des stades trés
différents coexistent dans un méme tube séminifere. La formation de spermatozoides se fait
toute 1’année, avec toutefois une période plus active en vue de la reproduction. Ce cycle est
celui des espéces de pays chauds présentant de faibles écarts de température annuelle (Cei,
1949 ; Mondal et Basu, 1960 ; Basu, 1962). Ce type de cycle a été décrit chez des Anoures
tropicaux ou sub-tropicaux d’origine africaine comme Phrynobatrachus calcaratus
(Gueydan-Baconnier, 1980), ou indienne comme Rana erythrea, Rana grahami (Champy et
Coujard, 1939), Rana hexadactyla (Basu, 1968) et sud-américaine comme Bufo paronemis,
Bufo granulosus (Cei, 1949), Bufo arenarum (Houssay, 1954).

Les cycles de reproduction des males des especes africaines sont assez peu connus. Plusieurs
travaux ont cependant permis de mettre en évidence des cycles annuels continus chez
plusieurs especes (Bufo regularis, Ptychadena maccarthyensis, Ptychadena oxyrhynchus,
Phrynobatrachus calcaratus, Xenopus laevis ; Delsol et al., 1980, 1981, 1995 ; Exbrayat et
al., 1998 ; Gueydan-Baconnier, 1980 ; Gueydan-Baconnier et al., 1984a, b ; Pujol, 1985 ;
Pujol et Exbrayat, 1996, 2000, 2002 ; Van Wyk et al., 2005 ; Du Preez et al., 2005). Chez ces
espéeces, la spermatogenese se réalise par petites divisions et différenciations successives. Des
spermatozoides sont observés pendant toute 1’année dans les tubes séminiféres. Chez
Nectophrynoides occidentalis, le cycle de reproduction des males est au contraire de type
discontinu. La spermatogenése se déroule pendant la saison humide et les spermatozoides sont
évacués aussitdt apres leur constitution (Gavaud, 1975, Xavier, 1986).

L’ovogenese des especes chez lesquelles le méle posséde un cycle a spermatogenese continue
ou potentiellement continue est relativement moins connue que celle des espéces a cycle
discontinu. On sait toutefois qu’en élevage certaines de ces especes peuvent pondre plusieurs
fois, ce qui suggere des vitellogenéses successives ou permanentes. Dans ce type de cycle,
I’ovogenése a été partiellement étudiée chez Phrynobatrachus calcaratus (Gueydan-
Baconnier, 1980) et par quelques observations concernant Bufo regularis (Salami-Cadoux,
1979 ; Pujol, 1985).
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Introduction

Nous appuyant sur ces travaux concernant les cycles de reproduction des Anoures males et
femelles en particulier, le but de notre travail est de comprendre et déterminer le type de cycle
et les modalités de la reproduction de Bufo mauritanicus, en relation avec les conditions

externes.

L’étude et le choix du terrain concernent la zone humide de Beni-Belaid. La principale
caractéristique de ce site est I’humidité et la présence d’cau en quantité relativement
importante a conditionné la mise en place d’un couvert végétal qui lui est totalement inféodé.
Cette végétation est en effet caractérisée par une composition spécifique directement liée au
degré et a la durée d’inondation des différentes parties du site. La présence de l’eau a
également directement conditionné le développement d’une faune qui lui est largement
tributaire : les micro-organismes planctoniques, les invertébrés aquatiques, les poissons, les

amphibiens, les reptiles, les oiseaux et les mammiféres (Benessaiah et Belhaj, 1998).

La zone de Beni Belaid est une zone qui revét une importance au niveau international et elle
est ’objet d’une stratégie de conservation de la biodiversité dont le facteur « eau » est un

élément principal incontestable.

Les amphibiens et les reptiles participent & la diversité biologique du site et constituent un
véritable réservoir de ressources alimentaires pour de nombreuses espéces de mammifeéres et

d’oiseaux. Les reptiles contribuent également a réguler les effectifs de rongeurs.

Le présent travail est divisé en quatre chapitres. Dans le premier chapitre, nous traiterons
quelques données bibliographiques sur la zone humide de Beni-Belaid, le second chapitre
sera consacré a la biologie de la reproduction des Amphibiens Anoures, le matériel et les
méthodes feront I’objet du troisiéme chapitre et enfin dans le dernier chapitre nous aborderons

successivement les résultats et les discussions suivis par une conclusion générale.

17



Chapitre I: Présentation de la région d étude



Chapitre I : Présentation de la région d étude

I.1. Apercu sur les zones humides

Au sens de la convention de Ramsar (Iran) signée en 1971 par plusieurs pays dont 1’ Algérie,
les zones humides sont « des étendues de marais, de fagnes, de tourbiéres, ou d’eau naturelle
ou artificielle, permanentes ou temporaires, ou I’eau est statique ou courante, douce, saumatre
ou salée n’excédant pas Six metres ». En résumé, il s’agit de toute zone dans laquelle s’est
développé un milieu propice aux flores et faunes aquatiques, dépendant étroitement de 1’eau.
Les zones humides assurent plusieurs avantages économiques a 1’homme a travers la
production halieutique, le maintien des aquiféres pour 1’agriculture, la stabilisation des cotes,

la production de bois mais ce sont les zones les plus vulnérables a 1’action de 1’étre humain.
I.2. Coordonnées géographiques et localisation générale du site

La zone humide de Béni-Bélaid se situe dans la wilaya de Jijel, sur le littoral Est Algérien,
elle dépend de la daira d’El-Ancer et de la commune de Kheiri Oued Adjoul et fait partie de la
plaine de Béni-Bélaid. Elle est située a quelques 32 kilometres du chef lieu de la wilaya, dans
le prolongement de la vaste plaine agricole de Belghimouz. La région d’étude se caractérise
par une altitude qui va depuis Om au bord de mer jusqu’a 8 a 10 m a I’intérieur des terres
(Doumandji, 1997).

Les coordonnées geographiques de la zone humide de Béni-Bélaid sont 6° 5’ 6’” de longitude
Est et 36° 53> 28 de latitude Nord ®. Selon la figure n° 1, ce site est donc limité :

- au nord, par un cordon dunaire et la mer méditerranée,

- au sud, par des terrains agricoles,

- a ’ouest, par I’embouchure de I’oued El-Kébir,

- a I’est, par des terrains marécageux.

! Article ler, Convention sur les zones humides (Ramsar, Iran, 1971).
2 Article Iliéme, Atlas des zones humides algériennes d’importance internationale (Alger,
2002).
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Figure 1 : Situation géographique de la zone humide de Beni-Belaid.

La superficie du site est évaluée a environ 120 hectares et englobe le plan d’eau libre, les
prairies inondables, la peupleraie située a I’ouest, les terres inondables entourées de roseliéres

et les dunes au nord (Benhalla, 1997).

1.3. Etude du milieu
1.3.1. Caractéristiques physiques du milieu

1.3.1.1. Relief et géologie

La plaine de Béni-Bélaid est située dans 1’une des séries complexes de la zone cotiére du
secteur des massifs anciens de la Petite Kabylie; elle est délimitée par des chaines
montagneuses formées essentiellement de terrains métamorphiques et recouvertes de
lambeaux Oligo-Miocénes (argilo-gréseux) et traversées par des roches éruptives datant du
miocéne ®. Ces montagnes d’Age jeune sont trés accidentées, entaillées par des vallées
profondes a évolution morphologique tres rapide. La plaine elle-méme se caractérise par des
dépdts de charriages, d’alluvions d’argiles, de limons, de sable fin et grossier du quaternaire.
Dans son ensemble, le terrain est relativement plat et I’altimétrie n’excede pas 10 metres. En
allant d’Ouest vers 1’Est, le cordon dunaire limitant la partie Nord de la zone est plus large, ce

qui explique Iétroitesse de la partie Est de la zone et la pauvreté de sa végétation @,

! Article ler, Convention sur les zones humides (Ramsar, Iran, 1971).
2 Article Iliéme, Atlas des zones humides algériennes d’importance internationale (Alger,
2002).
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1.3.1.2. Pédologie

Dans les endroits nus du cordon dunaire ou il est continuellement remanié par le vent, le sable
est de couleur blanche ou beige friable et sans structure. Dans les endroits couverts de
végetation, il est friable en surface, de plus en plus humide et compact en profondeur et de
couleur beige a gris. Au niveau de la partie inondée, le sol est formé de dépots de vase et de
sédiments qui, au fil des ans, ont fini par former une couche compacte.

La région de Jijel présente quatre types principaux de sols : des sols bruns parfois lessivés de
texture moyenne a fine, des sols bruns calcaires sur marnes de texture lourde généralement
peu épais sur les fortes pentes et caractérisés par une bonne capacité de rétention, des sols
encore peu érodés sur substrats calcaires et des sols d’apports alluviaux profonds, de texture

variable, particulierement riche en éléments fertilisants (Berchiche, 1997).
1.3.1.3. Hydrologie

Le site de Béni-Bélaid constitue le prolongement de la plaine alluviale de Belghimouz, d’une
superficie de 1800 hectares, drainée par un réseau hydrographique caractérisé par une
fréquence élevée de confluences, des crues rapides et puissantes. La plaine de Béni-Bélaid
favorise 1’abondance des ressources en eau fluviale. Lors des crues de faible récurrence, il se
produit des débordements et des inondations qui donnent lieu a la constitution de marécages
persistants et temporaires comme ceux du lac de Béni-Bélaid.

Le phénomeéne d’hydromorphie ainsi provoqué empéche la culture des sols
approximativement du mois de décembre jusqu’aux mois de mars et avril. Le lac de Béni-
Bélaid est alimenté, par temps d’orage par les eaux de mer via I’estuaire de 1’Oued El Kébir,
par I’Oued Adjoul, ainsi que par les eaux de pluies et les résurgences de la nappe phréatique.
Les valeurs hydrologiques du site sont de telle sorte que le lac de Béni-Bélaid, en période de
faible pluviosité, assure 1’alimentation des réserves en eaux souterraines, notamment celle de
la nappe aquifére de Belghimouz. En période de fortes pluies, il assure la régulation des crues,

et sert dans la rétention des eaux excédentaires de 1’Oued Adjoul.
1.3.2. Caractéristiques climatiques

Le site est sous I’influence directe de la Mer Méditerranée, il est protégé par une chaine
montagneuse situee en bordure d’une vallée élargie et ouverte uniquement du c6té Nord. La

zone a laquelle il appartient est caractérisée par un bioclimat méditerranéen humide a variante
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douce, trés pluvieuse qui recueille plus de 1100 mm par an, avec une température moyenne
annuelle de 18°C @.

1.3.2.1. Données climatiques de la région d’étude

Faute de station météorologique au niveau de la zone humide de Beéni-Bélaid, nous avons
utilisé les données climatiques représentées par les valeurs mensuelles moyennes des
températures et des précipitations prélevées a la station météorologique du port de Djendjen
située a Om d’altitude. Les valeurs illustrées dans les tableaux I et II portent sur les deux

années d’échantillonnage dans la région d’étude.
1.3.2.1.1. Température

La température est le facteur climatique le plus important. C’est celui dont il faut examiner en
priorité les répercussions écologiques (Dreux, 1980). D’un mois a un autre la température
moyenne s’accroit ou diminue lentement. L’animal est sensible a ces faibles variations
(Doumandji et Doumandji-Mitiche, 1994).

Le tableau n° 1 résume les valeurs moyennes mensuelles des températures prélevées durant

les deux années d’étude.

Tableau 1: Les températures mensuelles moyennes enregistrées au niveau du port de Djendjen
durant la période 2003-2004

Mois Jan | Fév | Mar | Avr | Mai |Jui | Juil | Aol | Sep | Oct | Nov | Déc | Moyenne
Année annuelle
2003 1241118146 |16,5|189 (256|281 |28,6|24,7|22 |17,4]| 133 19,5
2004 12,7 1135|142 155|175 22,1 | 25,7 | 27,3 | 24,7 | 23,0 | 15,2 | 13,7 18,8
T(°C)Moy | 12,6 | 12,7 | 14,4 |16 |18,2|239|26,9 |28 |24,7 (225|163 |135 19,1

Les températures les plus élevées sont enregistrées pendant les mois de juillet et aodt, tandis
que les températures basses sont enregistrées les mois de janvier et février pour les deux
années d’¢tude. Le mois le plus chaud est le mois d’aofit ou on a enregistré une moyenne de

28°C, alors que le mois de janvier s’avére le plus froid avec une température moyenne de

12,6°C.

2 Article Iliéme, Atlas des zones humides algériennes d’importance internationale (Alger,
2002).
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1.3.2.1.2. Pluviométrie

La région d’étude est 1'une des régions les plus arrosées de toute 1’Algérie. Il tombe en
moyenne plus de 1000 mm/an. Les pluies interviennent principalement en automne, en hiver
et au printemps. Les étés sont généralement secs, c’est d’ailleurs 1a une caractéristique du
climat méditerranéen (Emberger, 1971).

Le tableau n° 2 révéle les hauteurs mensuelles et annuelles des précipitations enregistrees au
cours des deux années d’étude 2003-2004.

Tableau 2 : Répartition mensuelle et annuelle des pluies au niveau du port de Djendjen

Mois Jan Fév | Mar | Avr | Mai [Jui | Juil | Aol | Sep | Oct | Nov | Déc Année
Année

2003 369,0 | 88,4 |26,3|140,9|566 |04 |24 |00 |1146|67,4|106,0 |241,7 | 12137
2004 151,2 | 66,7 | 74,2 98,2 |70,0/412|10 |6,2 |838 |354]|3226 |188,8 |1139,3
Hm(mm) | 260,1 | 77,6 | 50,3 | 119,6 | 63,3 20,8 | 1,7 | 3,1 | 99,2 |514 |2143 | 2153 | 1176,7

Hm : hauteur moyenne des précipitations en mm.

Selon les années, on constate que la répartition annuelle des précipitations moyennes est
inégale : les minima sont enregistrés pendant les mois de juillet et ao(t, alors que les maxima
se situent en décembre et janvier.

Selon Seltzer (1946), les températures minimales diminuent de 0,4°C, tous les 100m
d’altitude alors que les températures maximales diminuent de 0,7°C. Les précipitations
annuelles augmentent de 40 mm tous les 100 m d’altitude.

Il n’y aura donc pas de corrections a porter compte tenu que notre station d’étude varie de Om
jusqu’a 8 a 10m d’altitude, ce qui autorise I’utilisation des données climatiques de la station
météorologique du port de Djendjen. Pour mieux définir la nature du climat de la région par
I’établissement d’une synthése climatique, seront considérées les données obtenues pendant

une période de dix années.
1.3.3. Synthése des données climatiques
1.3.3.1. Diagramme ombrothermique de Gaussen

Proposé par Bagnouls et Gaussen en 1953, ce diagramme nous permet d’étudier I’intensité et
la durée de la période de sécheresse. Sa réalisation consiste a porter sur un méme graphique

la courbe des preécipitations moyennes et celles des températures moyennes (M+m)/2 (Figure
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2). La hauteur moyenne des précipitations sur une période de dix ans est enregistrée dans le

tableau suivant.

Tableau 3 : Moyenne des précipitations sur une période de dix ans (1995-2004)

Mois Jan Fev | Mar | Avr | Mai | Jui | Juil | Aol | Sep | Oct | Nov | Déc | Année
Parametre

H(mm) |1435|836 (518|734 |486|142|35|14,1|67,4|64,4|170,8| 1822|9175
H : hauteur des précipitations en mm.

D’apres le tableau 3, on constate 1’irrégularité de volume et de la répartition du régime
pluviométrique durant les dix années prises en considération.

Le tableau n° 4 résume la moyenne des maxima M, la moyenne des minima m et la moyenne
mensuelle (M+m)/2 sur une période de dix ans (1995-2004) relevées a la station
météorologique du port de Djendjen.

Tableau 4: Moyenne mensuelle des températures enregistrées sur une période de dix ans

(1995-2004)

Mois Jan | Fév | Mar | Avr | Mai | Jui | Juil | Aol | Sep | Oct | Nov | Déc | Moyenne
Parameétres annuelle
M (°C) 16,4 | 16,6 | 18,5 |20,0 | 22,8 |27 |29,5|30,8|27,8|2572|20,3 175|227

m (°C) 93 |87 |105(11,8|151 /18,8 |21,1|226|19,9|16,9|12,7|9,1 |147
M+m /2 129 (12,7 1145|159 |19 |22,9|253|26,7|239|21,1|16,5|133 18,7

M (°C) : température moyenne maximale

m (°C) : température moyenne minimale

M+m / 2 : température moyenne mensuelle

Sur une moyenne de dix années successives, il apparait que le mois d’aott est le mois le plus

chaud avec une température moyenne égale a 26,7°C, alors que le mois de février s’avére le

mois le plus froid avec une température moyenne de 12,7°C.
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Figure 2 : Diagramme ombrothermique de la région d’étude sur
une période de 10 ans (1995 — 2004).

: courbe des précipitations,
: courbe des températures,
: période humide,

: période séche.

PS

Le diagramme ombrothermique de la région d’é¢tude pour les dix années prises en
considération montre I’existence de deux périodes, I’une séche et I’autre humide. On constate
que la période séche va de la mi-mai a la fin du mois d’aott alors que la période humide

s’étale sur les autres mois de 1’année soit 7 mois et demi environ.
1.3.3.2. Climagramme d’Emberger

La réalisation du climagramme pluviométrique d’Emberger nécessite le calcul d’un quotient

par la formule proposée par Stewart (1969).

Q=3,43P/ (M-m) avec,

Q : quotient pluviométrique d’Emberger,

P : pluviométrie moyenne annuelle exprimée en mm,

M : moyenne des températures maximales du mois le plus chaud exprimée en °C,
m : moyenne des températures minimales du mois le plus froid exprimée en °C.
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Ce quotient permet de situer la zone d’étude par rapport aux étages bioclimatiques représentés
dans le climatogramme d’Emberger (Figure 3). Le quotient pluviométrique Q est calculé en
prenant en considération une période s’étalant sur 10 ans depuis 1995 jusqu’a 2004. Ce
quotient est égal a 142,4. En rapportant cette valeur sur le climatogramme d’Emberger, il

apparait que la région d’étude appartient a 1’étage bioclimatique humide inférieur et au sous-
étage bioclimatique a hiver chaud.
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Figure 3 : Position de la zone humide de Béni-Bélaid dans le
climagramme d’Emberger.

Légendes :

Q : quotient pluviométrique d’Emberger,

m °C : Température minimale du mois le plus froid,
* Emplacement de la zone d’étude
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L’usage du quotient pluviométrique d’Emberger permet de proposer une classification des
climats méditerranéens qui s’est avéré fort utile en écologie, en particulier pour I’étude de la

répartition spatiale des especes et des peuplements végétaux (Ramade, 2003).
I.4. Caractéristiques écologiques

Le site est constitué d’un plan d’eau libre d’une superficie de 10 hectares, entouré d’une
végetation lacustre composé de Tamarix, d’aulne glutineux, de Fraxinus angustifolia, de
phragmites (Phragmites australis) et de typha (Typha angustifolia) ; d’une peupleraie
(Populus alba) ageée, au sein de laquelle coulent de nombreux ruisseaux avec un sous bois
constitué de Nerium oleander et de Rubus ulmifolius, d’un cordon dunaire séparant le lac de la
mer, recouvert d’une végétation inféodée a 1’écosystéme dunaire, d’une zone inondable qui
s’asséche entiérement en été ; et enfin d’un espace agricole qui occupe une faible superficie

entre le lac et la zone d’inondation (Boumezbeur et Ameur, 2003 ; Anonyme, 2002).
1.4.1. Données bibliographiques sur la flore

Le site de Béni-Bélaid est caractérisé par une mosaique de groupements végétaux dont on

reconnait les groupements suivants :

- les groupements de garads (marais et/ou étang) et de dépressions ou la végétation est souvent
organisée en ceintures ou en lignes paralleles. Trois ceintures peuvent ainsi étre déterminées :
ce sont les hydrophytes représentés par Ceratophyllum sp. et Myriophyllum sp., un
peuplement de Nymphaea alba et de Jussiena repens, les ampiphytes représentés Apium
crassipes, des carex, des joncs et des iris et les hygrophytes représentés par Lippia nodiflora
et Cotula coronopifolia ;

- les groupements de 1’Oued El-Kebir sont dominés par Typha angustifolia, Potamogeton
pectinatus et Apium crassipes. Sur les rives, on rencontre Tamarix gallica qui est tres

abondant ;

- les groupements de ripisylves et d’aulnaies constitués d’un cortége d’especes forestieres

dont la strate arborée est représentée par Alnus glutinosa ;

- les groupements de foréts hygrophiles composés principalement par Populus alba, d’Ulmus

campestris, Fraxinus angustifolia et de Nerium oleander accompagnés d’un nombre
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important de lianes (Rubus ulmifolius, Hedera helix, et Cynanchum acutum non signalé a
I’Est) ;

- les groupements de prairies humides sont sous forme de grandes clairiéres occupées
principalement par Lippia nodiflora, Pulicaria dysenterica, Xanthium strumarium, Carex

flaca, des massifs de Rubus ulmifolius et Vitex agnus castus ornent ces prairies ;

— les groupements de xérophiles représentés par plusieurs faciés, les uns dominés par Diotis

maritima, les autres par Retama monosperma bovei ou par Echinophora spinosa (espece
remarquable et rare). Signalons enfin deux especes rares, Matthiola incana et Calystegia

soldanella.
1.4.2. Données bibliographiques sur la faune
Le site de Béni-Bélaid présente une faune rare et particuliéere notamment par la présence :

- d’une avifaune riche et diversifiée comprenant plusieurs espéces rares tel est le cas de
Porphyrio porphirio, Aythya nyroca ou peu commune comme Alcedo atthis, et Acrocephalus

scirpaceus ;

- d’especes endémiques représentées par Pseudophoxinus callensis, Barbus callensis, Rana

perezi, Bufo mauritanicus ou menaceées et localisées telles que Emys orbicularis ;

- d’odonates d’origine africotropicale qui constituent une faune relictuelle comme Acisoma
panorpoides ascalaphoides, Diplacodes lefebvrii, Trithemis annulata, Hydrocyrius columbae,

Anisops sardea et Mesovelia vittigera ;

- de la loutre Lutra lutra espéce rare a 1’échelle mondiale mais abondante dans ce site.
1.5. Originalité du site

Le site de Béni-Bélaid est qualifié de site original pour plusieurs raisons :

- sa situation en étage bioclimatique de végétation humide, alors que les complexes humides

de Numidie s’étendent sur I’étage subhumide (De Belair et al., 1997) ;
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- son développement sur substrat alluvionnaire et partiellement sablo-dunaire, favorisant le
voisinage de deux groupes d’écosystémes, hydro-hygrophile et xérophile ;
- la diversité de ses groupements vegétaux, composés essentiellement de forét hygrophile,

étangs, ripisylves, estuaire d’un grand oued, prairies humides et de dune littorale ;
- la présence d’especes endémiques ou menacées ;

- la présence d’une avifaune riche et diversifiée comprenant plusieurs espéces rares ou peu

communes ;
- la présence d’une faune relictuelle d’origine afro-tropicale.

En conclusion, le site de Béni-Bélaid est un espace d’interférence ou peuvent cohabiter une

flore et une faune d’origines biogéographiques diverses.
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Chapitre I1 : Biologie de la reproduction des Amphibiens Anoures

I1.1. Quelques généralités sur les Amphibiens

Les Amphibiens constituent un groupe de vertébrés qui s’est différenci¢ depuis plus de 300
millions d’années (Weiserbs et Jacob, 2005). La classe des Amphibiens est divisée en trois
ordres qui rassemblent toutes les espéces actuelles : les Gymnophiones qui représentent un
groupe tropical, les Urodeles tels que les salamandres et les tritons, et les Anoures représentés
par les crapauds et les grenouilles. Sur les quelques 40.000 especes de vertébrés actuellement
recensées dans le monde, on ne compte qu’environ 4000 espéces d’amphibiens (Le Garff,
1991). Le mode de reproduction des amphibiens est défini par une combinaison de
caractéristiques, comprenant le site de reproduction, I'emplacement des pontes (terrestre ou
aquatique) et le site de développement des larves (Salthe, 1969 ; Salthe et Duellman, 1973).
Le mode ancestral de reproduction des amphibiens est supposeé inclure la fécondation externe,
I’oviparité et 1’absence de soins parentaux (Duellman et Trueb, 1986 ; Wake, 1992). Le
systeme urogenital des amphibiens est formé par des organes sexuels primaires, les gonades,
et des organes accessoires qui comprennent les conduits.

Chez les amphibiens anoures, les testicules sont pairs, de forme ronde et compacte, et
généralement jaunatre (Goin et Goin, 1962; Santos et Oliveira, 2008; Duellman et Trueb,
1986). lls sont entourés par une capsule de tissu conjonctif mince et fibreux, la tunica
albuginea, qui enveloppe les tubes séminiféres (Oliveira et al., 2002; Santos et Oliveira,
2007).

Parmi les Amphibiens, certains genres, espéces, familles ou méme certains ordres possedent
des testicules plurilobés (Pujol et Exbrayat, 2000). Parmi les Urodéles, le nombre de lobes
testiculaires est fonction de 1’age de I’animal chez les Salamandridae (Delsol et al., 1995). Les
Amphibiens Gymnophiones, sauf rares exceptions, ont des testicules composés de plusieurs
lobes situes les uns derrieres les autres et de taille et de forme plus ou moins irréguliéres selon
les espéces (Wake, 1968). Parmi les Anoures, Bufo regularis possede, contrairement a la
plupart des autres espéces, une paire de testicules qui n’ont pas 1’aspect allongé habituel mais
celui d’une bandelette irréguliére plus ou moins repliée sur elle-méme présentant souvent

plusieurs lobes irréguliers (Pujol, 1985).

La transition d'une vie totalement aquatique a une vie partiellement terrestre, représente un
défi majeur dans I'evolution des vertébrés et a conduit a une explosion des adaptations
reproductives (Zug et al., 2001). Parce que la fécondation externe est la condition ancestrale

des premiers amphibiens, 1’eau est nécessaire a la reproduction.
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La majorité des espéces d'amphibiens sont terrestres pendant la plus grande partie de leur vie.
Pourtant, leurs processus de reproduction ne sont pas fondamentalement adaptés a
l'environnement terrestre, mais reflétent 1’ascendance aquatique du groupe dans la mesure ou
ils sont encore tributaires d'un retour a I'eau pour se reproduire (Lofts, 1974).

Les Amphibiens, intermédiaires évolutifs entre les poissons et les reptiles sont des tétrapodes
ectothermes et présentent des cycles sexuels particulierement adaptés a leur milieu de vie
(Exbrayat et al., 1997).

Une stratégie reproductrice peut étre considérée comme un succes de la combinaison
physiologique, morphologique, et comportementale agissant de facon a produire le nombre
optimal de progeéniture sous certaines conditions environnementales (Tyler, 1976 ; Duellman
et Trueb, 1986). Les stratégies de reproduction sont aussi importantes pour la survie des

espéces qui sont physiologiquement et morphologiquement adaptées a I'environnement.

Les modes de reproduction sont modifiés par la sélection naturelle afin de produire les
stratégies les plus efficaces possibles, et ils refletent un compromis entre de nombreuses
pressions sélectives. Certains éléments des stratégies de reproduction sont : les contréles
endogenes et extrinseques des cycles gamétogénétiques, la fécondité y compris le nombre et
la taille des ceufs, la fréquence de ponte, la durée du développement, I’effort de reproduction

et les contraintes environnementales.

Dans cette partie du chapitre, nous présenterons le schéma général des grandes étapes de la
spermatogenese, une synthese des cycles sexuels et des modes de reproduction
essentiellement chez les Amphibiens Anoures.

11.2. Appareil génital male des Anoures
La figure n°4 illustre le systeme reproductif des males Anoures.
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Figure 4 : Représentation schématique de 1’appareil uro-génital des
males Anoures. (Tyler, 2003)

Chez les Anoures, sauf exception, les testicules de forme ovale sont situés de chaque c6té de
la ligne médiane du corps contre la face ventrale des reins auxquels ils sont rattachés par un
repli péritonéal, le mesorchium, parcouru par les canaux efférents et par des ramifications de
I’artére testiculaire issue de 1’aorte descendante (Delsol et al., 1995; Lofts, 1974; Tyler,
2003).

Les testicules remplissent la double fonction commune aux vertébrés : produire les gametes
males, les spermatozoides, et sécréter les hormones sexuelles males, les androgenes, a

I’origine des caractéristiques sexuelles secondaires (Lofts, 1974; Rastogi et al., 2005).
11.3. Cycle de reproduction des males

En fonction des différentes régions géographiques qu'ils occupent et de la diversité des
conditions écologiques dans lesquelles ils vivent, les amphibiens affichent une variété de
modes de reproduction. Chacun de ces modes, a son tour, peut étre divise en sous-catégories
selon le degré de variabilité interne et des facteurs externes responsables du déclenchement et

de I'entretien du cycle de reproduction (Rastogi et al., 2005).
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11.3.1. Cinétique de la spermatogenése et cycles spermatogénétiques

Le cycle spermatogénétique est I’ensemble des divisions et des différenciations cellulaires
qui, a partir de la spermatogonie souche, aboutissent aux spermatozoides (Vaissaire, 1977).
L’¢laboration des spermatozoides se déroule dans les tubes séminiféres, de la paroi vers la
lumiere, c'est-a-dire en direction centripete, suivant des coordonnées spatio-temporelles tres
précises. Les différentes phases du cycle spermatogénétique chez les vertébrés, en particulier
chez les Amphibiens, sont expliquées par la figure n° 5, montrant le schéma général de la
spermatogenese.
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Figure 5 : Schéma général de la spermatogenése.
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/fr/2/2b/SPERMATOGENESE.JPG)

La spermatogenése a fait 1’objet de si nombreuses recherches, celle des Amphibiens suit le
schéma général de la gamétogenése male.
La spermatogenése est 1’ensemble des processus qui différencient les spermatogonies en

spermatozoides. Cette évolution se fait en trois phases, une période de multiplication qui
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aboutit a la constitution d’un stock de spermatogonies, la période d’accroissement qui mene la
spermatogonie au stade de spermatocyte de premier ordre, et enfin celle de la maturation,
caractérisée d’une part par la division réductionnelle (méiose) qui se situe entre spermatocyte
de premier et de deuxieme ordre et la phase de spermiogenése qui transforme la spermatide en
spermatozoide (Kayser, 1963).

La spermatogenése est soumise a des variations cycliques et le processus débute en général a
I’extrémité borgne du tube séminifére pour progresser vers son embouchure.

Dans les tubes séminiferes adultes, les différentes couches de cellules germinales représentent
les phases de la spermatogenése qui s'effectuent de fagon centripéte, depuis la spermatogonie
située contre la lame basale jusqu'au spermatozoide libéré dans la lumiére.

Chez plusieurs especes africaines, la maturation des spermatogonies en spermatozoides

s’effectue en 21 jours (Gueydan-Baconnier et al., 1984a).

Les spermatides vont s’allonger et se transformer en spermatozoides au cours de la
spermiogenése (Pierantoni et al., 2002). Ceci rend difficile I’étude in vivo des différentes
étapes de la progression des cellules germinales et a nécessité le développement de systémes
in vitro (Russel and Steinberger, 1989; Jegou, 1993).

La spermatogenese est régulée par diverses interactions cellulaires a 1’extérieur du testicule
(Fasano et al, 1998 ; Chieffi et al., 1991). Les différents types cellulaires se trouvent dans le
tissu germinal des tubes séminiferes (Figure 6). On note ainsi la présence de spermatogonies a
la base de I’épithélium germinal, des spermatocytes et des spermatides disposées selon une
direction centripéete et des spermatozoides dans la lumiére du tube séminifére (Oliveira et al.,
2003).

. . - |
. *
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Lo\ - > 2 z
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interstiticl spermatocytes 11 spermatozoides
(en faisceaux)

Figure 6 : Coupe histologigue du testicule de Crapaud adulte. Organisation en cystes des cellules

germinales. (http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/PetitBuffon/amphibien/uro/uro 13.html)
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Au niveau de cet épithélium, il existe également un arrangement cystique, c'est-a-dire que les
cellules germinales qui sont au méme stade de différenciation sont regroupées et associées a
des cellules de Sertoli, pour former des cystes spermatogénétiques, (Wake, 1968; Lofts,
1974; Rastogi et al., 1988; Oliveira et al., 2002, 2003). L’organisation histologique du
testicule des anoures et la spermatogenese ont été décrits en détail chez 1I’Anoure Bufo
arenarum en microscope photonique et électronique a transmission (Burgos et Fawcett, 1956;

Scheltinga and Jamieson, 2003) (Figure 7).
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Spermatocyte
primaire

Spermatogonie
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Spermatozoides mdrs

Figure 7 : Représentation schématique de 1’arrangement des spermatocystes a la base du

tube séminifére de Bufo arenarum. Les cellules folliculaires représentent les cellules de

Sertoli de la terminologie actuelle. (Burgos et Fawcett, 1956 ; Scheltinga and Jamieson,
2003).

La spermatogenese des Anoures a été décrite en microscopie photonique chez Bombina
bombina, Bombina pachypus (Champy, 1913; Scheltinga et Jamieson, 2003), Bombina
variegata (Obert, 1976) ; Discoglossus pictus ( Champy, 1923; Favard 1955; Sandoz 1970,
1974, 1975) ; Alytes obstetricans (Champy, 1913, 1923 ; Scheltinga et Jamieson, 2003 ;
Grasse, 1986), Xenopus laevis ( Kalt, 1976, 1977 ; Gambino et al., 1981 ; Bernardini et al.,
1990 ; Kobayashi et al., 1993 ; Takamune et al., 1995) ; chez les Bufonidae Bufo vulgaris,

37



Chapitre I1 : Biologie de la reproduction des Amphibiens Anoures

Bufo calamita, Bufo pantherinus (Champy, 1913 ; Scheltinga et Jamieson, 2003), Bufo
regularis (Pujol, 1985 ; Neyrand de Leffemberg et Exbrayat, 1995 ) et Bufo mauritanicus
(Kisserli et Exbrayat, 2006).

Les cellules de Sertoli jouent un réle important dans le déroulement de la spermatogenése
(Elftman, 1963 ; Vaissaire, 1977). Les testicules possedent donc un role mécanique, de
soutien, de protection et de nutrition des cellules germinales, un réle dans la libération des
spermatozoides matures dans la lumiére du tube séminifére et un réle endocrinien.

Chez les Amphibiens Anoures, trois types de cycles sexuels peuvent étre mis en évidence, a
savoir les cycles a spermatogenese discontinue, continue ou potentiellement continue (Delsol
et al., 1995 ; Exbrayat et al., 1997).

11.3.2. Cycles a spermatogenese discontinue

Chez les espéces a spermatogenese discontinue, les spermatogonies se divisent au méme
moment dans 1I’ensemble du testicule et évoluent de maniére synchrone (Delsol et al., 1981).
A Tintérieur du tube séminifére, les cellules sont donc a des stades assez proches. Les
modalités peuvent étre différentes selon les espéces. Chez Rana temporaria, espece
européenne, I’activité spermatogénétique a été décrite par Van Oordt (1956) en février-mars
les testicules évacuent les spermatozoides et ne contiennent plus que des spermatogonies,
alors que durant la période allant d’avril a octobre, la spermatogenése s’accomplit et les
testicules sont finalement remplis de spermatogonies primaires et de spermatozoides. Ce stock
ainsi formé sera évacué a la prochaine période de reproduction. Par contre, chez 1’espece
Nectophrynoides occidentalis, la spermatogenese se déroule pendant la saison humide et les
spermatozoides sont évacués aussitt apres leur constitution (Gavaud, 1975 ; Xavier, 1986).

On considére habituellement que la spermatogenése discontinue caractérise les especes des
régions froides et des régions tempérées. En effet, dans ces pays la période de chaleur
nécessaire pour que les testicules fabriquent les spermatozoides est courte et la
spermatogenese doit se réaliser rapidement. Dans les régions chaudes, au contraire, la

spermatogenese serait en général continue (Delsol et al., 1995).
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11.3.3. Cycles a spermatogeneése continue

Les especes qui appartiennent a ce type de cycle se caractérisent par une évolution
spermatogénétique se réalisant par petites poussées successives plus ou moins rapprochées et
présente donc une allure plus ou moins continue.

Les cycles de reproduction des males des amphibiens africains sont assez peu connus.
Plusieurs travaux ont cependant permis de mettre en évidence des cycles annuels continus
chez plusieurs especes (Bufo regularis, Ptychadena maccarthyensis, Ptychadena
oxyrhynchus, Phrynobatrachus calcaratus, Xenopus laevis; Delsol et al., 1980, 1981, 1995 ;
Exbrayat et al., 1998 ; Gueydan-Baconnier, 1980 ; Gueydan-Baconnier et al., 1984a,b;
Neyrand-de Leffemberg et Pujol, 1984 ; Pujol, 1985 ; Pujol et Exbrayat, 1996, 2000, 2002 ;
Van WyKk et al., 2005, Du Preez et al., 2005). Récemment, ce type de cycle de reproduction a
été confirmé chez Bufo mauritanicus (Kisserli et Exbrayat, 2006).

Les Amphibiens tropicaux soumis a un cycle de reproduction réellement continu présentent
une spermatogenése a vitesse variable d’une espéce a une autre. Selon Gueydan-Baconnier et
al (1984a et b), la spermatogenése de Phrynobatrachus calcaratus est plus rapide que celle de
Ptychadena maccarthyensis.

Selon Cei (1949), les especes Bufo paracnemis, Bufo arenarum, Bufo granulosus,
Leptodactylus prognathus, Leptodactylus ocellatus reticulatus, Leptodactylus laticeps,
Physalaemus fascomaculatus, Pseudis paradoxa et Pseudis mantidactyla sont toutes

caractérisées par un cycle spermatogénétiques de type continue.

11.3.4. Cycles a spermatogenése potentiellement continue

Ces cycles de reproduction présentent une grande souplesse chez les espéces d’amphibiens ou
une simple variation de température peut provoquer le démarrage ou, au contraire, ’arrét des
processus de la reproduction, et ceci quelle que soit la période. Tel est le cas pour Rana
esculenta. Un cycle de ce type a été reconnu chez Leptodactylus bufonius, Lepidobatrachus
asper et Rana tigrina (Galgano, 1934, 1936 ; Cei, 1949 ; Van Oordt, 1960 ; Basu et Mondal,
1961).

Neyrand de Leffemberg et Exbrayat (1991) ont démontré 1’importance du facteur abiotique,
la température et son influence sur la cinétique de la spermatogenése chez deux espéces
d’Anoures, Rana esculenta et Rana lessonae. Ainsi les cycles spermatogénétiques de ces deux
especes s’averent de type potentiellement continu, c'est-a-dire qu’il existe en permanence des

divisions de spermatogonies mais que la poursuite de la spermatogenése est soumise aux

39



Chapitre I1 : Biologie de la reproduction des Amphibiens Anoures

facteurs externes et, en particulier, aux conditions de température. En hiver, on observe
quelques spermatogonies en division et des spermatocytes primaires ; au printemps, c’est a
dire en avril-mai, toutes les catégories spermatogénetiques sont représentées (Delsol et al.,
1981 ; Guyetant, 1986).

Divers travaux dans lesquels Rana esculenta est considérée comme une espéce unique ont
permis de mettre en évidence les effets de la température sur la gamétogenese. Pendant
I’hiver, si des individus sont placés artificiellement dans des conditions de température
estivale, la spermatogenése est observée ; inversement, aux périodes normales d’activité
sexuelle, la spermatogenése est arrétée chez des animaux qui sont élevés artificiellement dans
des conditions de température hivernale (Galgano, 1934 ; Lofts, 1964). En outre, il a pu étre
démontré que la température de 1’ordre de 20°C représente une limite thermique au dessous
de laquelle la spermatogenese est ralentie aussi bien chez Rana esculenta que chez Rana
lessonae (Neyrand de Leffemberg et Exbrayat, 1987). Egalement, une étude comparative de la
vitesse spermatogénétique chez les deux espéces par histoautoradiographie a été réalisée
(Neyrand de Leffemberg, 1988). A 20°C, la spermatogenese démarre plus rapidement chez

Rana esculenta que chez Rana lessonae.

11.4. Cycle de reproduction des femelles

Chez les Amphibiens Anoures dont les males ont un cycle de reproduction de type continu,
les cycles des femelles sont moins connus (Exbrayat et al., 1997). Pujol (1987), au cours
d’une étude faite sur les individus femelles de Bufo regularis, a procédé a une étude
quantitative des ovaires et a montré que toutes les €tapes de 1’évolution des follicules étaient
représentées tout au long de 1’année.

L’examen des oviductes des mémes animaux a permis de mettre en évidence une constance
dans la structure glandulaire de ces organes. Le cycle de ces femelles parait donc réellement

continu.

11.4.1. Appareil génital femelle

La figure ci-dessous, nous montre la structure générale du systeme reproducteur d’une femelle

Anoure.
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Figure 8 : Représentation schématique de la structure générale du systéme

reproducteur d’une femelle Anoure. (Tyler, 2003)

Les ovaires des Anoures sont deux masses symétriques situées de chaque coté de la colonne
vertébrale sur la face ventrale des reins. lls constituent des sacs creux divises en lobes a
I’intérieur desquels les ovocytes font saillie. Le nombre de lobes est trés variable d’une espéce
d’Amphibien a une autre (Spengel, 1876; Bhaduri, 1953; Horton, 1984; Tyler, 2003).

La taille des ovaires varie beaucoup suivant 1’age de ’individu et la période de 1’année en
fonction du cycle vitellogénique. Ces ovaires polylobés sont attachés a la paroi dorsale du
corps par une double extension du péritoine appelé le mésovarium.

Le cycle sexuel de 1’ovaire des batraciens est synchrone de celui des testicules.

11.4.2. Cycle ovarien

Les cellules germinales primordiales se divisent en produisant des ovogonies qui se
multiplient a leur tour par divisions mitotiques. Les ovogonies sont transformées en ovocytes
primaires en entrant en prophase de la premiére division méiotique (Van Gansen, 1986).
Lorsque les ovogonies entrent dans la premiére division meéoitique, elles deviennent des
ovocytes primaires qui sont ensuite soumis a un processus complexe de cyto-différenciation et
de division dont le résultat est la production de gametes femelles (Dumont, 1972; Holland et
Dumont, 1975; Brummett et Dumont, 1977; Dumont et Brummett, 1978; Kanamadai et
Saidapur, 1982; Exbrayat et Collenot, 1983; Exbrayat, 1986; Villecco et al., 2002; Sanchez et
Villecco, 2003).
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La figure n° 9 montre un exemple de stades prévitellogéniques au cours du cycle

ovogenétique chez Xenopus laevis (Hausen et Riebesell, 1991).

Figure 9 : Les différents stades prévitellogéniques au cours du cycle ovogénétique de Xenopus

laevis. A: fin du stade ovocyte I, B: début du stade ovocyte Il, C: fin du stade ovocyte Il
(Hausen et Riebesell, 1991).

Les ovocytes provenant des ovogonies sont enveloppés par une seule couche de cellules
somatiques (épithélium folliculaire) pour former les follicules ovariens. Aprés la formation
des follicules par le recrutement des ovocytes, ils suivent une séquence complexe de

développement.

Comme chez la plupart des vertébrés inférieurs, I’ovogenese des Amphibiens est caractérisée
par un stade diplotene trés long au cours duquel les chromosomes prennent un aspect plumeux
caractéristique tandis que le cytoplasme devient le siége d’une vitellogeneése importante.
Toute la croissance de I’ovocyte se produit pendant le stade diploténe, avant, pendant et
méme apres la vitellogenése (Van Gansen, 1986 ; Sanchez et Villecco, 2003).

Les principaux événements au cours de cette séquence sont I'accumulation du vitellus dans le
cytoplasme de 'ovocyte et la formation de l'enveloppe vitelline qui 1’entoure. Bien que le role
de l'ovocyte dans la synthese des constituants vitellins ne soit pas négligeable, la contribution
majeure vient du foie sous forme de vitellogénine, séquestrée dans le sang par les cellules du
follicule et transférée a 1’ovoplasme par le processus complexe de vitellogenése (Villecco et
al., 2002).

Au cours de la vitellogenése, 1’événement majeur est 1’accumulation des nutriments sous

forme de protéines vitellines dans 1’ovocyte. Chez la plupart des Amphibiens Anoures, le
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stade Il ovogénétique représente le début du processus vitellogénique, caractérisé par
I’incorporation et I’accumulation dans le cytoplasme du vitellus sous forme de plaquettes
vitellines (Wallace, 1985), qui comprend jusqu'a 85 pour cent du total des protéines d'ceuf et
est responsable de Il'augmentation remarquable dans la croissance de [’ovocyte.
L’accumulation du vitellus fournit les matériaux nutritifs nécessaires a 1'embryogenéese
(Follett et Redshaw, 1974 ; Sanchez et Villecco, 2003). Ces matériaux nutritifs,
collectivement désignés sous le nom de vitellus se composent de 45% de phosphoprotéines,
de 25% de lipides et de 08% de glycogene (Barth et Barth, 1954).

Le développement des gonocytes ovariens comprend diverses étapes successives, la
multiplication des ovogonies, I’entrée en prophase méiotique, la croissance de 1’ovocyte
diploténe avant la vitellogenése, la croissance de I’ovocyte pendant et aprés la vitellogenese et
enfin la maturation. Le début du stade diploténe coincide donc avec le déclenchement de la
croissance ovocytaire. Des modifications cellulaires se produisent en méme temps, ainsi, le
follicule se forme et la différenciation corticale de I’ovocyte commence. Les nucléoles de
I’ovocyte se multiplient et son cytoplasme devient trés basophile, ce qui est lié a une forte
teneur en acides ribonucléiques. Le gonocyte au début du stade diploténe, est plus ou moins
polyédrique et devient sphérique. Les cellules préfolliculeuses proches du jeune ovocyte
tapissent completement la surface ovocytaire. Les cellules folliculeuses constituent ainsi la
granulosa monostratifiée typique des Amphibiens lorsque le follicule sera définitivement
formé. A la fin de la croissance prévitellogénique, la surface de Iovocyte est hérissée de
courtes microvillosités qui refoulent les cellules folliculeuses. La granulosa est enrobée de
fibroblastes et de fibres de collagene. Le noyau diplotene, arrondi et turgescent, prend le nom
de vésicule germinative. Pendant cette période, les nucléoles augmentent en nombre de
maniere massive et présentent une évolution remarquable qui permet de reconnaitre au sein
des diplotenes prévitellogéniques une série continue de classes bien définies (Van Gansen et
Schram, 1972).

La croissance du cytoplasme est encore plus importante que celle du noyau. L’asymétrie
manifeste de la cellule germinale initiale se maintient de maniere discréte dans le jeune
ovocyte diploténe ou le noyau est d’emblée 1égérement excentrer dans la cellule arrondie. La
figure n° 10 montre la structure de la région périphérique animale d’un ovocyte d’ Amphibien

en phase de vitellogenése.
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Figure 10 : Représentation structurale de la région périphérique animale d’un ovocyte

vitellogénique d’ Amphibien. CF: cellule folliculaire; SV: strate vitelline ou zone pellucide;

MV: microvillosités; ZC: zone corticale; CV: cytoplasme vitellin (Van Gansen, 1986).

Chez les Amphibiens vivant dans la nature, la maturation est généralement suivie de la ponte
des ovocytes mirs. La fécondation détermine 1’achévement du processus méiotique. Les

Amphibiens sont des espéces ovipares. Il existe cependant quelques especes ovovivipares ou
vivipares comme la Salamandre noire, Salamandra atra, le Crapaud vivipare africain
Nectophrynoides et plusieurs genres de Gymnophiones comme Typhlonectes, Siphonops et
Dermophis. Chez ces espéces, le développement embryonnaire se déroule dans les conduits

génitaux maternels, sans qu’il n’y ait formation d’un organe de type placentaire (Van Gansen,

1986).

La taille et le nombre d’ceufs varient chez les différentes especes d’amphibiens. Ces
variations sont attribuables aux exigences adaptatives des especes a la diversite de

I’environnement dans lequel elles pondent leurs ceufs pour assurer leur développement
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(Guraya, 1976, 1979; Del Pino et al., 1986; Del Pino, 1989; Villecco et al., 1996, 1999, 2000,
2002; Uribe, 2001, 2003; Sanchez et Villecco, 2003; Exbrayat, 2006).

Le nombre définitif des follicules primordiaux est établi dans 1’embryon (Skinner, 2005).
Toutefois, chez les Amphibiens, comme chez les autres vertébrés inférieurs, 1’ovogonie
persiste dans 1’ovaire adulte ovogénétique au cours des cycles de reproduction pour générer

ainsi une nouvelle cohorte d’ovocytes chaque année (Van Voorhis, 1999).

11.4.3. Développement et maturation des gonades femelles

Selon Perez (2005), La maturation méiotique de 1’ovocyte du Xénope s’établi aprés plusieurs
divisions mitotiques, les cellules germinales diploides (2n chromosomes) subissent une phase
de réplication de I’ADN, pendant laquelle les chromatides sceurs se répliquent, les cellules
deviennent alors tétraploides (4n chromosomes). Cette étape est appelée la phase S pre-
méiotique, qui prépare les cellules a entrer dans un type de division cellulaire spécifique, la
méiose. Celle-ci leur permettant de se diviser pour former des gameétes haploides (n
chromosomes). La méiose est un processus clé de la reproduction sexuée, avec la fécondation,
elle permet le brassage de ’information génétique a 1’origine de la formation d’un individu
unique. La meiose consiste en une série de deux divisions cellulaires successives, la division
réductionnelle, responsable de la séparation des chromosomes homologues, directement
suivie de la division équationnelle au cours de laquelle les chromatides sceurs sont séparées.
Chez la femelle, la cellule germinale diploide (I’ovogonie) entrée en méiose (I’ovocyte
primaire) ne donnera, en fin de division, qu'un seul gameéte haploide fécondable (I’ovocyte
secondaire puis ovotide et ovule).

Au cours du processus de maturation de I’ovocyte, on assiste a un premier arrét du
phénomene physiologique en prophase de premiére division méiotique suivi de la premiere
division de méiose et enfin arrét en métaphase de deuxiéme division méiotique.

Parallelement a la croissance ovocytaire, il y a apparition d’une pigmentation de 1’ovocyte,
permettant de distinguer le p6le animal du pble végétatif. Chez le Xénope, les critéres de taille
et de pigmentation ont permis de définir six stades appelés stade de Dumont (Dumont, 1972).
En stade VI de Dumont (prophase I), I’ovocyte I de Xénope est prét a reprendre le cycle
méiotique. A ce stade, les nucléoles sont de tailles différentes et plus centralement localises
(Hausen et Riebesell, 1991).

Au moment de 1’ovulation, I’arrét en prophase I est levé sous I’effet de la progestérone, une

hormone stéroidienne sécrétée par les cellules folliculaires environnantes stimulées par une
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premiére hormone, la LH ou hormone de I’ovulation. L’ovocyte I reprend alors le cycle
méiotique et progresse dans des étapes dites de maturation méiotique. Cette derniére est
marquée, en premier lieu, par la rupture de I’enveloppe nucléaire appelée GVBD (Germinal
Vesicle BreakDown) suivie par I’achévement de la premicre division méiotique. La fin de la
méiose I est signalée par 1’émission d’un premier globule polaire, ce qui est lié a une division
asymétrique de 1’ovocyte I; seul I’ovocyte secondaire (I’ovocyte II) continuera le cycle

méiotique, le globule polaire sera détruit (Figure 11).

Péle animal Tache de maturation

Hémisphén{

animal progestérone

MATURATION

Hémisphére
végétatif

Péle végetatif
A) Ovocyte immature B) Ovocyte mature

Figure 11 : Différenciation des stades ovogénétiques et induction de la maturation de

I’ovocyte chez le Xénope. (http://fr.wikipedia.org/wiki/X%C3%A9nope)

Le GVBD se caractérise morphologiquement par [’apparition d’une tache claire de
dépigmentation au pdle animal de la cellule. Aprés ces événements, 1’ovocyte entre en
seconde division de méiose, sans passer par une interphase. Pour le Xénope comme pour tous
les vertébrés, le processus de maturation s’acheve lorsque I’ovocyte est arrété une seconde
fois en métaphase de deuxiéme division de méiose. A ce stade, ’ovocyte II mature attend
d’étre fécondé. Cet arrét en métaphase 11 de méiose ne dure pas plus que quelques heures, si
I’ovocyte n’est pas fécondé a temps, il dégénére et entre dans une voie apoptotique (Figure

12).
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Figure 12 : Croissance de ’ovocyte, maturation ovocytaire et méiose.

GV: vésicule germinale; GVBD: Germinal Vesicle Breakdown
(Suwa et Yamashita, 2007).

Ainsi, des événements biochimiques régulent la maturation méiotique des ovocytes (Maller,
2003 ; Karaiskou et al., 2001). Ces évenements se traduisent par une voie de signalisation
conduisant a I’activation du MPF (M-phase Promoting Factor) qui correspond au complexe
Cdk1/Cycline B, inducteur d’entrée en phase M, aussi bien mitotique que méiotique, de toutes
les cellules eucaryotes. L’activit¢ du MPF (Maturation Promoting Factor) est essentielle a la
reprise de la méiose | et donc a I’entrée en phase de maturation méiotique.

L’inducteur physiologique de la maturation méiotique de l’ovocyte de Xénope est la
progestérone, qui induit une ou plusieurs voies de signalisation conduisant a 1’activation du
MPF et permettant la reprise de la méiose (Maller, 2003 ; Karaiskou et al., 2001).

Egalement, Masui et Markert (1971) et Sheng et al., (2001), ont démontré que la progestérone
pourrait induire ’activit¢ de MPF dans les ovocytes, et ils ont ainsi établi la nature
extranucléaire de la voie de signalisation de la progestérone dans les ovocytes de Xenopus.

La maturation ovocytaire est induite par des actions séquentielles de trois principales
substances: I’hormone gonadotropique (GTH) sécrétée par I'hypophyse, I'hormone induisant
la maturation (MIH) synthétisée et sécrétee par les cellules folliculaires entourant les
ovocytes, et le facteur promoteur de la maturation (MPF) produit et activé dans le cytoplasme
ovocytaire (Yamashita, 2000).

Chez les mammiferes, existent deux hormones gonadotropiques GTHs (LH et FSH). Chez les
poissons, GTH comprend deux types (GTH I et GTH II). GTH | est responsable de la
croissance ovocytaire, par contre GTH Il est responsable de la maturation ovocytaire,

stimulant les cellules folliculaires pour la synthése et la sécrétion de MIH qui représente un
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stéroide qui interagit avec les récepteurs membranaires situés sur la surface ovocytaire (Suwa
et Yamashita, 2007).

11.4.4. Atrésie folliculaire

La majorité des follicules est vouée a I’involution ou atrésie folliculaire (Gordon, 1994).
L’atrésie se définit comme étant la régression du follicule jusqu’a sa disparition dans le
stroma ovarien (Thibault et Levasseur, 2001). L’atrésie folliculaire est le processus normal
qui permet d’¢éliminer les cellules inutiles, qui ne se sont pas développées correctement et/ou
qui sont endommagées (Guthrie et al., 1995). Pour définir 1’atrésie folliculaire, deux types de
critéres sont généralement utilisés, soit les critéres morphologiques tels la taille du follicule, le
nombre et ’aspect des cellules de la granulosa, le nombre de pycnoses, soit des criteres
fonctionnels telle la production d’cestrogéne, androgene et de progestérone, liaison de LH et
FSH sur les récepteurs. Le mécanisme le plus probable par lequel I’atrésie opére est
1I’apoptose (Hirshfield, 1991; Tilly, 1996).

Le premier signe observable d’atrésie se manifeste tout d’abord dans les cellules de la
granulosa. Dans les granulosae, 1’apoptose est associée a une diminution de la différentiation
cellulaire ainsi qu’a une baisse de production d’cestradiol et d’inhibine. Les granulosae
dégénerent et perdent ainsi leur activité aromatase (aromatase P450), pour finalement entrer
en apoptose (Garrett et Guthrie, 1997). La perte de ’activité s’étend ensuite aux cellules de la
theque, diminuant ainsi leur production d’androgenes et d’cestradiol (Driancourt et al., 1991;
Maxson et al., 1985). Au niveau stéroidogénique, bien qu’un follicule atrésique comporte des
niveaux moindres d’cestrogéne qu’un follicule sain, il posséde des niveaux beaucoup plus
élevés de progestérone (Guthrie et al., 1994). Quant a I’ovocyte, il n’est affecté que pendant
les derniéres étapes de ’atrésie folliculaire (Driancourt et al., 1991).

L’atrésie  folliculaire implique plusieurs événements importants tel un clivage
internucléosomique de I’ADN par les endonucléases (Arends et al., 1990), une condensation
de la structure nucléaire, une diminution du contenu protéique et une réduction du volume
cellulaire (Darzynkiewicz et al., 1992; Desoize et Sen, 1992; Guthrie et al., 1994). Plusieurs
facteurs ont été demontrés comme étant anti-apoptiques tels le bFGF, le TGFa, I’EGF (Chun
et al., 1994; Tilly et al., 1992; Tilly et Hsueh, 1993), ainsi que les gonadotrophines FSH et
LH (Chun et al., 1996; Tilly et Tilly, 1995).
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I1.5. Régulation hormonale de la reproduction chez les Amphibiens

Le systeme endocrinien des amphibiens, comme chez les autres vertébrés, se compose d'une
série de glandes endocrines.

Les glandes endocrines sont définies en tant que glandes sans canal de sécrétion interne, ce
qui signifie qu'elles libérent leur produit de sécrétion dans le sang et non dans des conduits qui
meénent a des surfaces internes ou externes de I'organisme (Norris et Lopez, 2005).

L'activité  reproductrice des amphibiens anoures est synchronisée et adaptée
fondamentalement aux conditions environnementales, les plus importantes sont la
température, les photopériodes, I'numidité et les approvisionnements alimentaires (Fernandez
et Ramos, 2003).

Différentes études montrent que 1’activité reproductrice chez les anoures est controlée par des
mécanismes endocriniens par l'intermédiaire de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique qui
joue un réle central dans la régulation de nombreuses fonctions physiologiques (Whittier et
Crews, 1987). Toutefois, comme ces vertébrés sont extrémement sensibles aux influences
environnementales, la glande pinéale est également un important régulateur de I'activité
reproductrice.

Chez les animaux présentant une reproduction saisonniere, la glande pinéale est considéréee
comme un transducteur neuroendocrinien de la photopériode et la température, et semble étre
impliqué dans la coordination du changement cyclique de la reproduction avec les saisons de
I'année.

Le réle des androgenes dans la reproduction des amphibiens males et la variation saisonniere
dans les niveaux plasmatiques de la testostérone ont été analysés chez plusieurs especes
d'amphibiens (Specker et Moore, 1980; Licht et al., 1983; Pierantoni et al., 1984, 2002;
Rastogi et al., 1986; Delgado et al.,1989; Itoh et al., 1990; Guarino et al., 1993; Kao et al.,
1993; Canosa et Ceballos, 2002; Canosa et al., 2003). Dans bien des anoures, il a été signalé
que les taux plasmatiques de testostérone étaient plus élevés en hiver et diminuent
sensiblement au cours de la saison de reproduction lorsque se produit la spermatogenése
active (Rastogi et al., 1976; Pierantoni et al., 1984; Delgado et al. 1989; Itoh et al., 1990;
Guarino et al.,1993; Canosa et Ceballos, 2002).

Chez les Amphibiens, la testostérone (T) et la 5-dihydrotestostérone (DHT) ont été décrites
comme les principales hormones androgénes sécrétées par les testicules.

Cependant, Kime et Hews (1978) ont constaté que les testicules de Rana catesbeiana

produisent également Sa-pregnan-3p, 17,20a-triol.
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La concentration plasmatique des stéroides sexuels a travers le cycle de reproduction a été
déterminée chez plusieurs espéces d'Amphibiens (Mendonca et al., 1985; Woodley,1994;
Houck et al., 1996; Houck et Woodley, 1996).

Chez les especes telles que Xenopus laevis (Wetzel et Kelley, 1983), Pachymedusa
dacnicolor (Rastogi et al., 1986), Rana catesbeiana (Mendonca et al., 1985), et Taricha
granulosa (Specker et Moore, 1980), le comportement de reproduction semble étre associé a
des niveaux ¢levés d’androgeénes plasmatiques. Toutefois, d'autres études n'ont pas déterminé
de corrélation entre les androgenes et le comportement (Wada et al., 1976; Moore, 1987). Une
relation entre les androgénes et le développement des caracteres sexuels secondaires a été
clairement établi (D 'Istria et al., 1974; Rastogi et al., 1976; Specker et Moore, 1980; Itoh et
al., 1990).

Chez plusieurs especes, comme Rana esculenta (D 'Istria et al., 1974; Rastogi et al., 1976),
Bufo japonicus (Itoh et al., 1990) et Taricha granulosa (Specker et Moore, 1980), le niveau le

plus bas des androgenes est enregistrée en été lorsque la spermatogenese est maximale.

Il est connu que la spermiation des amphibiens est sous le contrdle hormonal et que l'injection
d'extraits hypophysaires ou des gonadotropes stimule ce processus (Nagahama, 1986;
Parvinen et al., 1986; Pudney, 1998; Ishii et Itoh, 1992). La spermiation des amphibiens a été
un facteur important pour une variété d'études comparatives. Par exemple, ce processus de
spermiation a bénéficié d’une large attention dans 1’étude de la spécificité zoologique parmi
les gonadotropes des vertébrés et leur physiologie (Lofts, 1974; Licht, 1973). Chez le crapaud
méle Bufo arenarum, comme dans d'autres Amphibiens, la spermiation est le résultat d’une
conséquence de l'accouplement pendant la saison de reproduction ou en réponse a une dose
unique de I'normone lutéinisante (LH) ou human chorionic gonadotropin (hCG) (Rosemblit et
al., 2006).

Dans une étude précédente, Bramucci et al (1997) ont étudié le role de I’ACE et de ’ANG 11
dans la stéroidogenése ovarienne et la production de prostaglandines chez Rana esculenta. La
production de 17b-cestradiol, de la progestérone, et de PGE2 a ét¢é modulée par I’ACE
ovarien, d'autre part, [Val5] ANG II a modul¢ la production de la progestérone et de PGF2aa,

alors que la production d’androgénes n'a pas été influencée.

Ces études ont suggéré l'existence de deux voies, indépendamment régulées par I'ACE et

I’ANG II, modulant la stéroidogenése ovarienne et la production des prostaglandines.
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L'objectif de cette recherche était d'étudier le role de L’ACE (angiotensine- converting
enzyme (ACE)) et de ’ANG II dans la stéroidogenése testiculaire de I’Amphibien Rana

esculenta et dans la production des prostaglandines.

Le systéme de reproduction chez les animaux est controlé par 1’axe gonado hypothalamo-
hypophysaire, dans lequel des gonadotrophines (GTH), synthétisés et sécrétée par
I'nypophyse, jouent un réle important (Kano et al., 2005).

Il est impossible de séparer 1’appareil hypothalamo-hypophysaire de la fonction de
reproduction puisque tout le fonctionnement gonadique est étroitement dépendant des
hormones hypophysaires dont la synthése et I’excrétion sont sous le controle de
I’hypothalamus et d’un mécanisme de rétro-action, impliquant les sécrétions gonadiques elles
mémes. La figure n° 13 illustre schematiquement la régulation hormonale de la vitellogenése
et de la maturation ovocytaire (Van Gansen, 1986).

Les étroites relations fonctionnelles qui existent entre I’hypothalamus et ’hypophyse ont une
base morphologique (Dubois, 1991). Ces relations morphologiques et fonctionnelles sont déja

visibles au cours de I’ontogenése.
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Figure 13 : Représentation schématique de la réqulation hormonale de la vitellogenése et de la

maturation de I’ovocyte. HG: hormones gonadotropes; HO: hormones cestrogeénes; P:

progestérone (Van Gansen, 1986).
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Les techniques morphologiques ne se limitent plus a 1’étude de la structure des cellules ou des
rapports existant entre les neurones hypothalamiques et les cellules antéhypophysaires, elles
permettent d’avoir accés aux aspects fonctionnels puisqu’il est possible maintenant de mettre
en évidence les facteurs intervenants dans la régulation des cellules antéhypophysaires ou des
neurones eux-meémes.

L’observation au microscope photonique de coupes colorées du lobe antérieur de I’hypophyse
révele la présence de plusieurs types cellulaires mais le microscope électronique confirme la
richesse du lobe antérieur de 1’hypophyse qui est une véritable mosaique de différents types
cellulaires. L’emploi des techniques immunocytologiques, a permis de confirmer 1’existence
de cing types fonctionnels de cellules hypophysaires. Ce sont les cellules somatotropes, les

corticotropes, les gonadotropes, les thyréotropes et les lactotropes.

Les gonadotropines jouent un réle central dans la régulation de la fonction de reproduction
chez le méle et la femelle ; elles sont en effet les intermédiaires essentiels du systeme nerveux

central sur les activités endocrines et gameétogénétiques (Combarnous, 1991).

L’hypophyse est la principale glande endocrine contrdlant les processus physiologiques des
vertébrés (Grandi et Chicca, 2004). Chez tous les vertébrés, I’hypophyse est constituée de
deux types de tissus endocriniens, 1’adénohypophyse et la neurohypophyse (Hazon et
Balment, 1997 ; Miki et al., 2005). Les hormones neurohypophysaires sont chez les poissons,
comme chez les autres vertébrés, deux nonapeptides dont ’action est similaire a celle de
I’ocytocine et de la vasopressine (Hazon et Balment, 1997).

La capacité fonctionnelle de I’ensemble de I’hypophyse dépend de son association nerveuse et
vasculaire avec I’hypothalamus. Ces connexions sont responsables du controle des sécrétions
hypophysaires en réponse a des stimuli externes et endogenes intégrés dans le cerveau
(Frazzetta, 1975 ; Duellman et Trueb, 1986). L’adénohypophyse est soumise a régulation par
les substances neurosécrétrices qui sont conduites par les fibres nerveuses du tractus
hypothalamo-hypophysaire et les vaisseaux sanguins du systéme porte hypophysaire.
L’hypophyse est un lien important dans le systéme neuroendocrinien, méme si toutes ces

sécrétions sont contrélées directement ou indirectement par le cerveau.

Chez les amphibiens, les rapports structuraux entre 1’hypothalamus et I’hypophyse répondent
au modele typique des tétrapodes (Wingstrand, 1966). Des similitudes entre les amphibiens et
d'autres tétrapodes peuvent donc étre également prévues dans les relations fonctionnelles, qui

ont eté étudiées de maniére approfondie chez certains mammifeéres.
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L'hypophyse est étroitement liée a la surface ventrale du diencéphale. La partie infundibulaire
de la glande, la neurohypophyse, se compose de deux régions, la pars nervosa et I'éminence

médiane (Figure 14).

Artére hypophysaire

Tractus hypothalamo-hypophysaire

Eminence médiane

Figure 14 : Section sagittale de la région hypophysaire de la grenouille, Rana

temporaria. PD : pars distalis, PI : pars intermedia, PN : pars nervosa.
(Frazzetta, 1975 ; Duellman et Trueb, 1986).

L hypophyse de Bufo regularis est située immédiatement au dessous du sillon médian de la
formation proéminente de I’hypothalamus (Thireau et Marolle, 1968 ; Norris et Lopez, 2005).
Elle est de forme ovoide, semblable a celle des autres anoures. La pars distalis est irriguée de
nombreux sinusoides qui se rejoignent pour former le systeme capillaire porte-hypophysaire.
L’adénohypophyse se compose de trois régions : la pars intermedia, la pars distalis et la pars
tuberalis, bilatérale. Cette derniére est absente chez certaines Amphibiens (Frazzetta, 1975 ;
Duellman et Trueb, 1986).

La pars distalis produit six hormones : la FSH, la LH, la prolactine, la TSH, ’ACTH et la
GH. Deux hormones gonadotropiques, la FSH ou folliculo stimulating hormone et la LH ou
hormone lutéinisante sont libérées cycliguement en réponse a un stimulus externe sous la
médiation du cerveau. La prolactine possede plusieurs types d’effets tels que la prolifération
des mélanophores et la stimulation de la croissance larvaire (Bern et Nicoll, 1969 ; Frazzetta,
1975 ; Duellman et Trueb, 1986). La thyrotropine (TSH) stimule la sécrétion de la thyroxine,
I’adrénocorticotropine (ACTH) agit sur les cellules corticales des glandes surrénales pour la

production des stéroides adrénalines et la GH, entre autres, stimule la croissance.
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Il existe un lien étroit entre la période du cycle sexuel et les niveaux de circulation de la FSH
et de la LH. Les niveaux des gonadotropes, qui restent faibles au début de I'hibernation,
commencent a augmenter progressivement au cours du dernier tiers de la période
d'hibernation pour atteindre un pic juste avant I'ovulation (Polzonetti-Magni et al., 1998 ; Kim
et al., 1998). Selon Licht et al. (1983), Kim et al (1998), ce pic montre une concentration de
LH, quatre a six fois plus élevé que celui de la FSH. Le deuxiéme pic de FSH se produit au
cours de I'été, au moment ou les follicules ovariens se développent rapidement, parallelement
a l'augmentation de 1’indice gonadosomatique. Bien que la majorité des données concernant le
role des gonadotropes dans la reproduction des amphibiens ait été obtenue de maniere
indirecte, il est maintenant certain que les deux hormones sont impliquées dans le controle de
la sécrétion des stéroides ovariens (Kwon et Ahn, 1994).

Une corrélation positive des sécrétions entre la FSH et I'oestradiol-17 B (Polzonetti-Magni et
al., 1998) et entre la LH et la progestérone (Itoh et Ishii, 1990) a été rapportée. La stimulation
gonadotropique de la stéroidogenése semble dépendre sur une augmentation de I'AMPc
intracellulaire qui aurait pour conséquence l'activation des protéines.

Dans une récente éetude faite par Kano et al., (2005) ; Saito et al., (2002), ont prouvé la
présence de LH et de FSH chez le triton a ventre rouge, Cynops pyrrhogaster, en utilisant la

technique de clonage de I’ADNC.

Les hormones gonadotropes des anoures sont des glycoprotéines composées de deux sous-
unités, o et B (Pierce et Parsons, 1981). La sous-unité o, identique dans les deux hormones,
possede 97 résidus d'acides aminés. La sous-unité a a environ 70% de séquence identique
avec la sous-unité a des mammiféres (Hayashi et al., 1992a ; Combarnous, 1991). La sous-
unité B, qui est différente dans les deux hormones gonadotropes, leur confére leur activité
spéecifique. Chez la grenouille, par exemple, la sous-unité BFSH est composée de 107 résidus
d'acides aminés avec une masse moléculaire de 11782 Da (Hayashi et al., 1992), alors que la
sous-unité f LH est composée de 112 résidus d'acides aminés avec une masse moléculaire de
12675 Da (Hayashi et al., 1992b). La complexité des hormones glycoprotéiques trouve son
origine non seulement dans leur nature glycoprotéiques mais également dans la grande

complexité de leur portion polypeptidique.
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11.6. Les organes de reproduction des Amphibiens

Le développement et la structure des gonades ont été décrits dans ce qui précede. Bien que les
gonades soient principalement les organes reproducteurs, elles produisent et secretent des
hormones qui sont importantes dans le contréle endogene des cycles de reproductions et le
développement des caracteres sexuels secondaires.

Les Amphibiens affichent des cycles saisonniers de reproduction. Le développement des
gonades est affecté par la température ambiante (Lofts, 1974; Rastogi et al., 1987; Tanaka et
Takikawa, 1984). Ainsi, pour une compréhension du fonctionnement des mécanismes de la
reproduction chez les Amphibiens, il est important de prendre en considération la saison de
reproduction.

La GnRH (Growth hormone-releasing hormone), initialement isolée de 1’hypothalamus des
mammiferes, représente une neurohormone-clé dans la reproduction de tous les groupes de
vertébrés. Cette hormone décapeptide a été caractérisée comme le régulateur central du
systeme reproducteur, sa fonction la plus importante étant la libération des hormones
gonadotropes de I'hypophyse antérieure (Canosa et al., 2002).

L'activité endocrinienne des gonades est contrdlée par les gonadotropes hypophysaires.
L’hormone lutéinisante influence la production des hormones androgénes males, notamment
la testostérone, dans les cellules interstitielles des testicules. La testostérone facilite la
spermatogenese et promeut le développement des caracteres sexuels secondaires tels que les
excroissances nuptiales des pouces des males. Les follicules ovariens produisent des
cestrogeénes qui favorisent la prolifération dans 1’ovaire de 1’épithélium germinal et la
formation des follicules primaires, mais la maturation des follicules dépend de la FSH
hypophysaire. Chez 1’Anoure vivipare Nectophrynoides occidentalis, la progestérone est
sécrétée par le corps jaune. Les hormones produites par les glandes endocrines, leurs zones

cibles et leurs actions sont résumées dans le tableau n° 5.
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Tableau n°5 : Les glandes endocrines, leurs organes cibles et leurs actions (Frazzetta, 1975)

Glandes/ Hormones

Organes cibles

Actions

Hypophyse : Pars distalis
Follicule stimulating hormone
(FSH)

Hormone lutéinisante (LH)

Epithélium germinal

Tissu interstitiel du

testicule

Stimule la maturation des

follicules ovariens

Stimule la production de la

testostérone

Prolactine Oviducte inférieur Production de la gelée tubaire
Tégument Changements glandulaires
Tégument Prolifération des mélanosomes
Tissus de la queue et des Croissance
branchies
Hypophyse : Pars intermedia
Melanophore stimulating hormone | Tégument Change de couleur
(MSH)
Hypophyse: Pars nervosa
Antidiurétique hormone (ADH) | Reins Concentration de I’urine

Arginine vasotocin

Peau, reins, vessie

Augmentation de la perméabilité a

I’eau et aux sels

Gonades : testicules

Testostérone

Epithélium germinal

Tégument

Favorise la spermatogenése
Développement des caracteres

sexuels secondaires

Gonades : ovaires

(Estrogenes
Progestérone

Epithélium germinal
Cellules folliculeuses

ovariennes

Formation des follicules primaires
Déclencher la maturation des

ovules postvitellogeniques
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Le travail a porté sur Bufo mauritanicus et sur quelques exemplaires d’ovaires de Bufo
regularis prélevés de la collection du laboratoire de biologie générale de I’université
catholique de Lyon, afin de comparer 1’évolution du cycle ovogénétique de ces deux especes
africaine.

Comme 1l a été décrit dans I’introduction, le but de notre travail est d’étudier les différents
aspects de la reproduction du Crapaud de Maurétanie, Bufo mauritanicus Schlegel, 1841 en

mettant I’accent sur les cycles spermatogénétique et ovogénétique de cette espece.
I11.1. Matériel biologique

Le matériel biologique étudié concerne une population de Bufo mauritanicus composée de 39
individus répartis en 12 males et 27 femelles. Le nombre d’individus laisse apparaitre que le
taux de capture des femelles de Bufo mauritanicus est plus élevé a celui des males soit

69,23% pour les femelles et 30,77% pour les males.

Ce matériel a été obtenu a partir de captures répétées et aléatoires durant les années 2003 et
2004 dans la zone humide de Beni-Belaid (Jijel, Algérie).

Les captures moyennes sont faites a raison d’un individu méale par mois et de deux individus
femelles par mois durant 1’année 2003-2004. En effet, les males de 1’espéce prélevée du
terrain sont répartis en moyenne d’un seul individu par mois. On note une exception pour les
mois de juin et d’octobre ou on enregistre respectivement deux individus capturés.
L’échantillonnage des mois de mars et de mai est considéré nul.

Les animaux d’activité nocturne ont été capturés difficilement a la main car particuliérement
discréte. Les individus adultes, males et femelles ont été ramassés, de juin 2003 a mai 2004

justifiant ainsi un cycle annuel de reproduction.

I11.2. Méthodes utilisées

111.2.1. Caractéristiques biométriques liées au sexe
[11.2.1.1. Données biométriques concernant les males

Pour cela, plusieurs parameétres ont été pris en considération afin de caracteriser les individus
males du crapaud de Maurétanie. On note parmi ces parametres, la longueur du corps (cm), la

masse du corps (g), la densité de 1’animal : 1000x masse du corps (g) / longueur du corps
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(cm), la masse du testicule gauche (mg), le rapport gonado-somatique : 2 X masse du testicule

gauche (g) / masse du corps (g).
[11.2.1.2. Données biométriques concernant les femelles

Les mémes parameétres utilisés pour les males ont été appréciés pour caracteriser les individus
femelles. Ce sont la longueur du corps (cm), la masse du corps (g), la densité de I’animal :
1000 x masse corps (g) / longueur du corps (cm), la masse des ovaires (g), le rapport gonado-
somatique : 2 x masse de I’ovaire gauche (g) / masse du corps (g).

Dans les deux cas nous avons jugeé utile de regrouper les individus méles et femelles de cette
espece par classe de saison séche et humide, ces deux saisons qualifiant la zone d’étude, et
nous avons examiné quelle était la variabilité individuelle pour chaque paramétre, en

comparant les différentes données disponibles par rapport a I’influence du facteur climatique.
[11.2.1.3. Dimorphisme sexuel

Pujol et Exbrayat (2002) ont comparé les données biométriques des males a celles des
femelles d’une espece voisine de Bufo mauritanicus, Bufo regularis Reuss (1834) originaire
de la cOte togolaise plus précisément de Lomé.

L’indice de dimorphisme li¢ a la masse du corps est donc évalué suivant la formule :

Massemoyennedu male 5
Massemoyennede la femelle

Indice de dimorphisme =

111.2.2. Méthodes histologiques
[11.2.2.1. Microscopie photonique
111.2.2.1.1. Fixation, inclusion et coupes

Apres avoir été pesés et mesurés entre le museau et la pointe de 1’urostyle, les individus des
deux sexes ont été immédiatement fixés pendant plusieurs mois dans le formaldéhyde a 10%.
Dissequées, les gonades males et femelles gauches ont été pesés a leur tour et conservées dans
I’é¢thanol a 70% (Figure 15). Apres leur fixation, ces différentes gonades ont subi une
déshydratation par passage du tissu dans des bains d’éthanol de concentrations croissantes,

suivis d’un bain de butanol. Elles ont ensuite été incluses dans la paraffine pour étre coupés

59



Chapitre I11 : Matériel et méthodes

transversalement en section de 7um d’épaisseur a I’aide d’un microtome de Minot, puis les
coupes ont été collées a ’albumine glycérinée pour I’étude histologique et sur des lames

superfrost pour une étude immunohistochimique.

Membre >

antérieur .
Foie

Ovaire

Membre ¢ Fa
postérieur '; Wi i

Figure 15 : Dissection de Bufo mauritanicus femelle (face ventrale).

111.2.2.1.2. Les colorations classiques

Pour un suivi histologique approprié, les coupes ainsi obtenues sur testicules, ovaires et
oviductes ont été colorées par le trichrome de Masson-Goldner et I’azan de Romeis modifié
(Exbrayat, 2000). Les glandes pituitaires étudiées ont été colorées au trichrome de Cleveland
et Wolfe.

- Trichrome de Masson-Goldner

Le trichrome de Masson est une coloration qui permet de mettre en évidence les
structures tissulaires. Le colorant nucléaire peut étre I'némalun de Masson ou diverses
hématoxylines. Le colorant cytoplasmique est une fuchsine. Un colorant & base d'aniline
permet de différencier les fibres de collagene. Il est a noter que cette technique a donné
naissance a de nombreuses variantes, dont le trichrome de Masson-Goldner. Le principe est le
méme que celui du trichrome de Masson. Le colorant nucléaire employé est alors

I'nématoxyline de Groat qui donne des meilleurs résultats.

Reéactifs
- Hématoxyline de Groat ; fuchsine ponceau ; orange G molybdique ; vert lumiére acétique.

- Eau acetique a 1%.
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Mode opératoire

- Déparaffiner, hydrater.

- Hématoxyline de Groat : 5 min

- Eau courante jusqu'au virage au bleu
- Fuchsine ponceau : 5 min

- Eau acétique : ringage

- Orange G - molybdique : passage

- Eau aceétique : rincage

- Vert lumiere acétique : 10 min

- Eau acétique : rincage

- Déshydrater - monter.

N.B. - Il est nécessaire de changer les eaux acétiques aprés le passage de chaque panier.

L'hématoxyline de Groat est a employer exclusivement.

Reésultats
Les noyaux sont noirs, le réticulum endoplasmique gris, les cytoplasmes acidophiles
et les nucléoles roses, les sécrétions sont rouges ou verts. Les muscles sont rouges, les fibres

de collagene vertes.

- Trichrome de Cleveland et Wolfe

La technique de Cleveland et Wolfe est utilisée pour distinguer, sur coupes, les

différents types cellulaires de 1’adénohypophyse, caractérisés par leurs qualités tinctoriales.

Réactifs

- Erythrosine a 1% ; orange G a 2% dans acide phosphotungstique a 1% ; bleu d’aniline a 1%.

Mode opératoire

- Déparaffiner, hydrater

- Erythrosine : 3 min

- Eau distillée : rincer

- Orange G phosphotungstique : 30 s
- Eau distillée : rincer

- Bleu d’aniline : 1a 2 min

- Eau distillée : rincer
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- Déshydrater, monter

Résultats
Les cellules somatotropes sont roses, les thyréotropes violets, les corticotropes violet
péle, les lactotropes orangé et les gonadotropes ont un fond bleu avec granulations roses.

- Azan modifié

Ce sont des colorations en rouge nucléaire qui permettent une mise en évidence fine de
nombreuses structures histologiques.

Il faut éviter de colorer ensemble des coupes de tissus différent.

Mode opératoire

- Déparaffiner, hydrater.

- Rouge nucléaire : 15 min

- Rincer a I'eau.

- Orange G molybdique : 5 min

- Rincer a I'eau

- Bleu d'aniline : 225 min

- Laver a I'eau distillée (elle élimine du bleu).
- Ethanol & 95°

- Déshydrater.

- Monter.

Résultats

Les noyaux et certains cytoplasmes sont rouges, d'autres cytoplasmes sont jaunes ou
gris. Le collagéne est bleu. Les sécrétions peuvent étre de différentes couleurs selon leur
nature. Les mucopolysaccharides acides sont bleus.

[11.2.2.1.3. Colorations histochimiques

Pour caractériser les composés chimiques présents dans les tissus par des détections
histochimiques, certains organes ont été également debités en coupes a congélation épaisses

d’environ 14 pm et colorés au Noir Soudan pour la mise en évidence des lipides au niveau
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ovarien et testiculaire. Des colorations a I’APS et au Bleu alcian-APS ont été appliquées a

des coupes a la paraffine de 7 pm d’épaisseur pour la détection des mucopolysaccharides.

- Méthode a I'APS (Acide périodique, Schiff.) - Hématoxyline - Orange G molybdique

La méthode consiste a oxyder par I'acide périodique les glucides qui libérent alors un
groupement aldéhyde (CHO). Ces groupements ont la propriété de se combiner avec le réactif
de Schiff qui prend alors une teinte rouge vif.

Fixateurs
Il faut tenir compte, dans certains cas, du pouvoir oxydant du fixateur. Pour les

mucopolysaccharides, les fixateurs courants conviennent.

Mode opératoire

- Déparaffiner, hydrater

- Acide périodique : 10 min

- Eau courante : 10 min.

- Réactif de Schiff : 10 min

- Eau courante : 10 min

- Hématoxyline de Groat : 5 min
- Eau courante : 5 min

- Orange G - molybdique : 2 min
- Laver

- Déshydrater, monter

Résultats
Les composés A P S positifs sont rouges, les noyaux brun-bleus, les cytoplasmes

acidophiles jaunes et le collagene violet.

- Bleu alcian-APS

Cette coloration permet de mettre en évidence les mucopolysaccharides simples et
acides. Les colorants de la famille du bleu alcian sont des colorants basiques. Leur sélectivité
est accrue par abaissement du pH. L’ APS met en évidence I’ensemble des protéoglycannes.
Fixateurs

Tous les fixateurs usuels conviennent.
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Réactifs

- Bleu alcian a pH 2,5 ; réactif de Schiff ; hématoxyline de Groat ; orange G
molybdique.

- Acide périodique a 1 %

Mode opératoire

- Déparaffiner, hydrater

- Bleu alcian : 20 min

- Laver a I’eau courante

- Acide périodique : 10 min

- Eau courante : 10 min

- Réactif de Schiff : 10 min

- Eau courante : 10 min

- Hématoxyline de Groat : 5 min
- Eau courante : 5 min

- Orange G - molybdique : 2 min
- Laver

- Déshydrater, monter.

Résultats
Les mucopolysaccharides sont colorés du rouge au bleu, en passant par toute une
gamme de violets; les noyaux sont brun-bleus, les cytoplasmes acidophiles jaunes, le

collagene violet.

- Noir Soudan
Les colorants de la famille des Soudan sont des substances lysochromes qui se

dissolvent dans les lipides et peuvent ainsi les colorer.

Fixateurs

Matériel post-chromisé ou coupes a congélation.

Réactifs

- Noir Soudan B ; rouge nucléaire.
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Mode opératoire

- Déparaffiner (coupes post-chromisées)

- Ethanol a 70° (coupes a congélation et coupes déparaffinées) : 1 min
- Noir Soudan : 20 a 60 min (flacon bouché)

- Ethanol & 70° : 1 min

- Eau : rincer

- Rouge nucléaire : 30 s

- Eau : rincer

- Monter en milieu aqueux (sirop de Kaiser).

Résultats

Les lipides sont colorés en noir, les noyaux sont rouges.
[11.2.2.2. Techniques morphométriques

Tous les animaux sont pesés puis mesurés entre I’extrémité du museau et la pointe de
I’urostyle.

Les variations annuelles de 1’état de la gamétogenése le long des différents mois de I’année
2003-2004 ont été réalisées grace a une étude quantitative. Cette technique de comptage
histologique effectuée en microscopie photonique couplée a un analyseur d’image (Nikon
éclipse E400) a permis d’établir un échantillonnage rigoureux et représentatif des lignées

spermatique et ovogenétique permettant ensuite de définir la nature du cycle sexuel.
111.2.2.2.1. Techniques propres aux femelles

Apres dissection, 1’ovaire gauche, dont I’aspect et la couleur ont été pris en considération, a
été prélevé. L ovaire a donc été pesé puis conservé dans 1’éthanol 70° (Figure 16). L’oviducte

gauche a également été prélevé, pesé et conservé pour examen histochimique.
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Figure 16 : Représentation aprés dissection de I’ovaire de Bufo mauritanicus.
(échantillon du 23.06.03)

Pour I’examen histomorphométrique, comme pour les testicules, les gonades femelles, apres
leur fixation, leur déshydratation par passage dans des bains d’éthanol de concentrations
croissantes ont été immergeés dans des bains de butanol pur. Les ovaires ont ensuite été inclus
en paraffine, puis coupés au microtome de Minot a 7 um d’épaisseur. Les coupes d’ovaires
ont ensuite été colorées a 1’azan de Roméis modifié puis observées au microscope photonique

couplée a un analyseur d’image (Nikon éclipse E400).
111.2.2.2.2. Techniques propres aux males

Aprés avoir noté éventuellement la symétrie entre les deux gonades males, le testicule gauche
est disséqué sous loupe binoculaire, permettant ainsi de repérer le sens de coupe au cours du

montage histologique, puis il a été pesé (Figure 17).

Figure 17 : Représentation aprés dissection des gonades méles de Bufo mauritanicus.
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Les testicules gauches des différents individus étudiés ont été coupés transversalement en
sections de 5 a 7um d’épaisseur dans le sens postéro antérieur. Les coupes ont été colorées

par ’azan de Roméis modifié (Exbrayat, 2000).

Les différentes étapes de la lignée spermatogenétique des Anoures ont été décrites par de
nombreux auteurs (Witschi, 1924 ; Van Oordt, 1956 ; Basu, 1968).

Dans cette étude, nous essayerons d’appliquer la classification adoptée par Gueydan-
Baconnier (1980) et Pujol (1985) pour I’étude des différentes catégories cellulaires
spermatogénétiques suivantes :

- spermatogonies primaires situées contre la paroi des tubes séminiféres,

- spermatogonies secondaires de plus petite taille groupées en cystes et issues des divisions
successives des spermatogonies primaires,

- spermatocytes primaires subissant la méiose dont les étapes sont souvent reconnaissables,

- spermatocytes secondaires issus des spermatocytes primaires. Ces cellules sont de taille
beaucoup plus petite,

- spermatides se présentent comme de petits noyaux trés foncés aux formes d’abord arrondies
puis allongées en fonction de leur évolution,

- spermatozoides d’abord ancrés dans les cellules de sertoli en un faisceau trés dense, puis
libres dans la lumiére des tubes séminiferes et dans les canaux évacuateurs.

Une étude quantitative en microscopie optique a été entreprise afin de suivre 1’évolution
spermatogénétique au cours du cycle annuel de reproduction en prenant en considération les

variations climatiques.
[11.2.2.2.3. Etude quantitative par numération ponctuelle

Au microscope photonique, une étude détaillée a été entreprise afin d’établir un

¢chantillonnage représentatif qui sera utilisé pour I’étude du cycle sexuel.

Une évaluation du pourcentage du volume de testicule occupé par chaque catégorie cellulaire
a été obtenue en appliquant la technique des numérations ponctuelles assurée a 1’aide du
micrometre intégrateur de Zeiss (Solari, 1973). Cette méthode d’analyse quantitative a été
mise au point et employé pour la caractérisation du cycle spermatogénétique des poissons
téléostéens (Solari, 1973; Billard et al., 1974) et appliquée chez différents amphibiens anoures
(Delsol et al., 1980). La méthode des numérations ponctuelles permet de mettre en évidence

le cycle de reproduction des males de I’espece au cours de 1’année.
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Les types cellulaires pris en considération sont les mémes que ceux employés dans 1’étude de
Phrynobatrachus calcaratus et de Bufo regularis respectivement par Gueydan-Baconnier
(1980) et Pujol (1985).

L’étude quantitative a donc porté sur les testicules gauches de douze individus.

Certains parametres propres aux gonades males et a la lignée spermatogénétique ont été pris

en considération a savoir entre autres :

* le nombre moyen de faisceaux de spermatozoides par tube (a) obtenu aprés avoir calculé:
» le nombre moyen de faisceaux de spermatozoides par coupe de testicule (b),
» et le nombre moyen de tubes séminiferes (c).

donc: a=b/c

* Apres avoir verifié si les coupes de testicules étudiées comportaient toujours le méme
nombre moyen de tubes séminiferes, les variations du nombre moyen de faisceaux de
spermatozoides par unité de surface de coupe de testicules ont été recherchées.

La surface testiculaire appréciée a partir de la surface moyenne des coupes transversales a
également été prise en compte. Ceci se justifie par le fait que chez les batraciens, le testicule
présente des variations cycliqgues importantes. Certains auteurs admettent qu’une
augmentation de [’activité spermatogénétique entraine une augmentation du poids et du
volume des gonades et que la taille maximale de ces caracteres est atteinte a la veille de la
reproduction pour décroitre ensuite trés rapidement tel est le cas chez Rana temporaria (Van
Sonderen, 1958). Les surfaces de coupes prises en considération sont assimilées a des ellipses
et calculées selon la formule :

axLxl

S (mm?) avec : 7 égale 43,14

L définit la longueur de la coupe testiculaire
| définit la largeur de la coupe testiculaire

Pour les femelles, les méthodes de mesure et de comptage ont été choisies de telle sorte que
sur chaque coupe histologique, les ovocytes et follicules sont comptés pour déterminer et

évaluer la proportion relative de chaque stade.
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En ce qui concerne la dynamique d’évolution de la lignée ovogénétique de Bufo mauritanicus,
nous avons donné une importance particuliére a la reconnaissance des différents stades
ovocytaires durant la folliculogenése en fonction du cycle annuel de reproduction. Seuls les
ovocytes et follicules sectionnés au niveau du noyau ovocytaire ont été pris en considération.
Pour un stade de développement donné, en fonction du matériel biologique disponible, les
diamétres d’une série de follicules et de noyaux ovocytaires ont été mesurés.

« L’ovogenese est un processus continu chez les Amphibiens, depuis la métamorphose
jusqu’a la mort de I’animal » (Van Gansen, 1986). Cependant 1’activité ovarienne est
généralement cyclique chez les Amphibiens. En effet, différents stades distincts par la
morphologie, la taille des follicules, des noyaux ovocytaires, la disposition nucléolaire et la
structure des différentes membranes périphériques de I’ovocyte ont été mis en évidence avant

et apres la vitellogenese.
111.2.3. Méthodes immunohistochimiques

L’immunohistochimie est une technique qui combine 1’immunologie et I’histochimie dont le
but est de mettre en évidence sur une coupe histologique une molécule grace a ses propriétés
antigéniques. La méthode d’immunocytochimie est basée sur la liaison Ag-Acl qui permet
d’identifier une molécule tissulaire considérée comme Ag. Cette technique repose sur 1’'usage
d’un anticorps primaire spécifique dirigé contre la molécule a étudier.

Pour localiser cette liaison, la technique choisie a été celle de I’immunohistologie indirecte
par amplification nécessitant un anticorps secondaire biotinylé, un complexe streptavidine-
peroxydase, du peroxyde d’hydrogene (H,O;). Et un chromogéne permettant de visualiser sur

les coupes les sites de fixation de ’anticorps primaire.

Dans la technique indirecte qui a été choisie, un anticorps secondaire reconnait I’espece dans
laquelle I’anticorps primaire a été produit. Il est couplé a de la biotine (il s’agit d’un anticorps
biotinylé). Il est ensuite fixé a un complexe Streptavidine-peroxydase qui a une forte affinité
pour la biotine. La peroxydase réagit ensuite avec un substrat, le peroxyde d’hydrogeéne
provoquant sa désoxygeénation. L’oxygéne ainsi libéré réagit avec un chromogeéne amino éthyl
carbazole (AEC) et le produit obtenu développe un précipité rouge au niveau tissulaire
(Figure 18). Les coupes sont ensuite montées en résine hydrosoluble ou en « crystal mount »

car le produit coloré obtenu ne supporte pas la déshydratation.
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Pour ce travail, ont été utilisés un kit de révélation Vector (Dako) contenant I’anticorps
secondaire, la straptavidine et I’AEC, et des anti-corps primaires (anti-testostérone(Biomeda),
anti-oestradiol (Chemicon AB924), anti-LH, anti-FSH issus du lapin et 1’anti-prolactine
monoclonal issu de souris).

Sur le plan fonctionnel, la recherche d’hormones stéroides au cours du développement sexuel
femelle de Bufo mauritanicus s’avére indispensable pour déceler 1’étroite relation entre les
centres de régulation supérieurs de la reproduction en fonction de I’activité stéroidogéne de
I’ovaire. Plusieurs dilutions de I’anticorps primaire ont été réalisées et le marquage optimal a
été recherché en respectant les données inscrites sur le protocole approprié a la méthode
immunohistochimique par amplification a la streptavidine-biotine et révélation a 1’aide de la
peroxydase (annexe 1).

Substrat (H202) +

Streptavidine Chromogene( AEC)
peroxydase

. Eiotine T
Précipité rouge

Anticorps secondaire

) \Anticorps primaire R

Estrogénes

Lame

Figure 18 : Principe de la technique d’immunohistochimie par amplification.

Protocole d’immunohistochimie par amplification avec le kit VVector.

Les coupes sont déparaffinées et hydratées par passage dans différents bains :
- Cyclohexane 2 x 15 min
- Ethanol 100% 5 min
- Ethanol 95% 5 min
- Ethanol 70% 5 min
- H20 distillée 2 min

- Rincer au PBS 2 min

Enlever I’exces de PBS au moyen d’un papier absorbant
Entourer les coupes d’une résine hydrophobe (DAKO-pen)
Incuber 30 min dans le mélange PBS + H202 a 0,3%
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Rincer 5 minutes au PBS

Appliquer le sérum normal de dilué et incuber 20 minutes a température ambiante
Rincer au PBS 5 min

Appliquer I’anticorps primaire : une heure a température ambiante

Rincer au PBS 5 min

Appliquer I’anticorps secondaire biotinylé dilué pendant 30 minutes a température ambiante
Rincer au PBS 5 min

Ajout ABC Reagent pendant 30 minutes a tempeérature ambiante

Rincer au PBS 5 min

Ajouter le substrat chromogéne (AEC) a température ambiante

Rincer a I’eau du robinet

Rincer a I’eau distillée

Contre colorer a I’hématoxyline : 01 minute a température ambiante

Rincer a I’cau courante

Rincer a I’cau distillée

Monter au Crystal mount (Biomeda)

Laisser polymériser une heure a 60° C

Observation au microscope photonique

111.2.4. Méthodes statistiques

[11.2.4.1. Analyse de la variance appliquée aux différents paramétres propres aux gonades

males

L’analyse de la variance permet de dire s’il existe une différence significative entre les
valeurs de deux ou plusieurs séries de données. La variance d’une série statistique ou d’une
distribution de fréquences est la moyenne arithmétique des carrés des écarts par rapport a la
moyenne (Dagnélie, 1975).

Les parameétres propres aux gonades males et a la lignée spermatogénétique pris en
considération pour élucider le cycle de reproduction annuel de Bufo mauritanicus sont le
nombre moyen de faisceaux de spermatozoides par tube séminifere et la surface testiculaire.

Le test ANOVA est donc appliqué en utilisant le logiciel Statistica version 5.1.
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IV.1. Etude Biométrique des parametres sexuels

Avant d’¢tudier de manicre approfondie les cycles male et femelle de cette espéce, il s’est
avéré indispensable de réaliser une étude biométrique de certaines caractéristiques liées au
sexe.

Nous avons classé les différents individus males et femelles en fonction de leur longueur et de

leur masse pour appreécier les effets des saisons sur les variations pondérales.
IV.1.1. Données biométriques chez les males

Les parametres dont il a été tenu compte ont été la longueur du corps (cm), mesurée entre
I’extrémité du museau et I’extrémité de 'urostyle, la masse du corps (g), la densité de
I’animal : 1000 x masse du corps (g) /longueur du corps (cm), la masse du testicule gauche
(mg), le rapport gonado-somatique : 2 x masse du testicule gauche (g) / masse du corps (g).

Le tableau n° 6 indique les variations corporelles linéaires et pondérales moyennes en

fonction des classes établies a partir de ’ensemble de I’échantillonnage.

Tableau 6 : Variation moyenne du poids et de la longueur en fonction des classes de longueur

chez les individus males de Bufo mauritanicus

Parameétres N Longueur (cm) Poids du corps (9)
Classes de longueur
[5-6,5] 2 5,55 13,85
[6,5 - 8] 4 7,14 39,37
[8 - 9,50] 5 8,45 63,10
[9,50 - 11] 1 10,20 116,50

Les mesures indiquent qu’il existe des variations importantes de la masse corporelle de

I’animal. Notamment, 1’individu de la classe 4 atteint une longueur maximale égale a 10,20

cm qui correspondrait un poids du corps maximal de 116,50 g (tableau 6, figures 19 et 20).
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Figure 19 : Variation moyenne du poids et de la longueur du corps en
fonction des classes de longueur répertoriées chez le méale de Bufo
mauritanicus Schlegel, 1841.

Les résultats portés sur les figures 19 et 20 montrent des variations importantes du poids
corporel alors que la longueur du corps par classe ne varie pratiquement pas au cours des mois

de prélevement (Annexe 2).
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Figure 20 : Variations du poids et de la longueur du corps en
fonction des classes de longueur répertoriées chez les individus
males de Bufo mauritanicus Schlegel, 1841.

La figure 19 traduit les variations moyennes par classe de tous les individus confondus (par
rapport aux données du tableau 6) et la figure 20 traduit les variations enregistrées par
individu de chaque classe mentionnées au niveau de I’annexe 2. Les couleurs indiquent les

limites de chaque classe.
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On enregistre que la longueur du corps varie de 5,4 a 10,20 cm alors que le poids du corps de
I’animal enregistre une variation comprise entre 11,2 et 116,50 g.

Les individus de la classe 1, sont capturés a des périodes différentes de 1’année a savoir
I’automne et le printemps ou on enregistre respectivement une longueur de 5,4 et 5,7cm pour

des poids respectifs de 11,2 et 16,49g.
IV.1.1.1. Structure histologique des testicules

Le testicule de Bufo mauritanicus est un organe pair ovale plus ou moins régulier. Les
testicules droit et gauche sont symétriques. Pour notre étude, le poids moyen du testicule
gauche a été évalue a partir de 12 animaux ; il est de 0,10 g.

Chaque testicule est constitué de tubes séminiferes entre lesquels se développe le tissu
interstitiel, les vaisseaux sanguins et les canaux efférents. A I’intérieur de chaque tube, les
cellules représentant la lignée spermatique sont regroupées en amas de méme type, les cystes
entourés d’une fine paroi. Tout au long de I’année, chaque testicule contient des cystes

représentatifs de tous les différents stades de la spermatogenése (Figure 21).

Faisceaux de
spermatozoides

Spermatogonies |

Tube séminifére

: }1— Tissu conjonctif
s Paroi du tube
séminifere

Figure 21 : Vue d’ensemble d’une coupe histologique du testicule

gauche de Bufo mauritanicus. La barre d’échelle indique 50um.

L’examen histologique des différentes coupes de testicules a révélé la présence permanente de
toutes les catégories cellulaires de la lignée spermatique (Figure 22). Les spermatozoides,
notamment, sont présents pendant toute 1’année, ancrés dans les cellules de Sertoli, préts a
étre libérés dans la lumiere du tube séminifére. Ces résultats rappellent les observations

effectuées chez la plupart des espéces africaines étudiées.

75



Chapitre IV : Résultats et discussions

Spermatozoides en faisceaux

Tissu conjonctif
Spermatogonies |

Lumiére du tube séminifére
Spermatocytes |

Spermatides

Figure 22 : Coupe histologique du testicule de Bufo mauritanicus, Schlegel, 1841.
La barre d’échelle indique 50um.

IV.1.1.2. Etude quantitative des coupes de testicules males

Cette étude porte sur les testicules gauches de 12 animaux et son but est de suivre 1’état
spermatogénétique tout au long des différents mois de I’année 2003-2004.

Le nombre moyen de faisceaux de spermatozoides par tube et la surface des coupes de
testicule ont été pris en considération pour cette étude quantitative.

Les résultats représentés par la figure 23 indiquent les variations de la surface moyenne

testiculaire en fonction du cycle annuel.

0,025 ~

002 Smt:Surface moyenne testiculaire

0,015

Smt (mm2)

0,01 -

0,005 -

mois de I'année

Figure 23 : Variation de la surface moyenne testiculaire en
fonction du cycle annuel.

La surface moyenne testiculaire présente une nette variation mensuelle au cours d’un cycle
saisonnier. Un pic est enregistré au cours du mois d’aolt 2003 avec une surface moyenne
égale & 15,9 x 10° mm? alors que cette surface est plus faible au cours des mois qui suivent.

L’analyse de la variance révele pour ce parametre ’existence d’une différence hautement
significative (F,,=10,61; p < 0,001) (tableau 7). Ce dernier nous a permis d’estimer
I’évolution de la lignée spermatogénétique en fonction du cycle annuel.
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Tableau 7 : Résultats de I’analyse de la variance (surface moyenne testiculaire en fonction du

cycle annuel)

di MC dl MC
Effet Effet Erreur Erreur F niveau p
) 0,000059 |20 ,000006 |10,61418 [0,000007

Sur les douze testicules étudiés le nombre moyen de faisceaux de spermatozoides par tube
séminifére est égal a 3,78 - 5,31 et 3,61 durant les mois de juillet, aott et novembre de I’année
2003 respectivement. Il est par contre beaucoup plus faible en avril 2004 (0,15 faisceaux

environ) (Figure 24).

O L N W > 01O N
1

nombre moyen de faisceaux par tube
séminifere

mois de I'année

Fiqure 24 : Evolution du nombre moyen de spermatozoides en
faisceaux en fonction des mois de I’année 2003-2004.

L’analyse de la variance révele pour ce parametre I’existence d’une différence hautement
significative ( F,,=31,71 ; p < 0,001) en fonction des mois de I’année 2003-2004 (tableau 8).
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Tableau 8 : Résultats de I’analyse de la variance du facteur étudié en fonction du cycle

annuel
di MC dl MC
Effet Effet Erreur Erreur F niveau p
1 0 8,295156 [21 ,261604  [31,70888 [,000000

Le nombre moyen de tubes séminiferes par coupe, représenté par la figure 25, oscille entre
100 et 150 tubes séminiféres c'est-a-dire que le nombre de tubes séminiferes est constant et

comparable chez tous les animaux étudiés, quelle que soit la période de prélévement.

250
200
150 -
100 ~

50

nombre moyen des tubes séminiféres

0 T
«zo%,@qq

% %ﬁ%

mo is de Tannée

Figure 25 : Evolution du nombre moyen des tubes séminiféres
en fonction des mois de 1’année 2003-2004.

L’analyse de la variance effectuée pour ce parametre traduit une différence hautement
significative ( F,,=7,75 ; p<0,001) au cours du cycle annuel de I’espéce étudiée (tableau 9).

Tableau 9 : Résultats de I’analyse de la variance (nombre moyen des tubes séminiféres en

fonction des mois de 1’année 2003-2004)

dl MC dl MC
Effet Effet Erreur Erreur F niveau p
1 9 1942,584 |21 250,6420 [7,750433 [0,000058
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IVV.1.2. Données biométriques chez les femelles

Comme pour les males, plusieurs parametres ont été apprécies pour caractériser les femelles :
la longueur du corps (cm), la masse du corps (g), la densité de I’animal : 1000 x masse du
corps (g) /longueur du corps (cm), la masse des ovaires (g), le rapport gonado-somatique : 2 X
masse de I’ovaire gauche (g) / masse du corps (g).

Les variations du poids corporel moyen des individus femelles en fonction des différentes

classes de longueur sont données dans le tableau n° 10.

Tableau 10 : Variation du poids corporel moyen en fonction des différentes classes de

longueur

Parameétres N Longueur (cm) Poids du corps (9)

Classes de longueur

[5- 6,5] 2 5.9 20,40
[6,5 - 8] 10 7,31 38,52
[8—9,5] 11 8,72 74,01
[9,5 - 11] 4 9.8 99,59

Chez les femelles, le poids moyen du corps est le siege d’importantes variations selon les

classes de longueur (Figure 26).
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Classes de longueur

Figure 26 : Variations moyennes du poids et de la longueur du corps
en fonction des classes de longueur répertoriées chez la femelle de
Bufo mauritanicus Schlegel, 1841.
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Chez les femelles, a une méme longueur du corps, peuvent correspondre des poids trés
différents. Par exemple, dans la classe 3, le poids corporel d’un animal de longueur égale a
8,30 cm peut étre de 46,00 g, 67,90 g ou 70,19 g (Figure 27).

=== - |L.c=Longueur du corps
—+—rpc|Pc = Poids du corps

Longueur du corps{cm)
Poids du corpsig)

Cl1 Cl2 Cl3 Cl4

Classesde longueur

Figure 27 : Variations du poids et de la lonqueur du corps en fonction des
classes de longueur répertoriées chez les individus femelles de Bufo
mauritanicus Schlegel, 1841.

Ces variations peuvent étre expliquées par le fait que les prélévements n’ont pas été effectués
a la méme période de I’année. Les facteurs climatiques et trophiques peuvent ainsi avoir des
répercussions sur 1’état physiologique des individus. Le régime alimentaire est dépendant de
la richesse en source de nourriture qui varie selon la saison considérée. Une étude portant sur
le régime alimentaire de Bufo mauritanicus vivant prés du lac Aguelmam Azegza (Maroc) a
montré que le régime alimentaire de cette espece était essentiellement composée de

Coléopteres et de Formicidae (Chillasse et al., 2002).
IV.1.3. Caractéristiques biométriques liées au sexe au cours du cycle de reproduction

Les tableaux ci-dessous résument les différentes variations des caractéristiques liées au sexe
prises en considération pour mieux apprecier le cycle annuel de reproduction des individus

males et femelles de Bufo mauritanicus.
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Tableau 11 : Variations mensuelles des caractéristiques liées au sexe de Bufo mauritanicus

male au cours du cycle annuel 2003-2004

Parameétres

Mois dé Pc (9) Pt (9) Lc (cm) Dt Da RGS

prélévement
Jui 64,33 0,08 07,76 0,02 13,77 0,002
Juil 59,63 0,21 08,50 0,034 09,71 0,007
Aol 116,5 0,19 10,20 0,018 10,98 0,003
Sep 58,5 0,10 08,70 0,015 08,88 0,003
Oct 22,3 0,06 6,35 0,02 08,71 0,005
Nov 43,9 0,09 08,10 0,016 08,26 0,004
Dec 39,9 0,07 07,00 0,020 11,63 0,004
Jan 28,71 0,04 06,90 0,011 08,74 0,002
Fev 80,32 0,10 08,80 0,015 11,79 0,003
Avr 16,49 0,02 05,70 0,008 08,90 0,002

Avec :

Pc  :poids du corps de I’animal

Pt  :poids du testicule

Lc  :longueur du corps

Dt :densité des testicules

Da : densité de I’animal

RGS : rapport gonado-somatique

Dt = Ptengx 100
(Lcencm) 3

Selon le tableau 11, le rapport gonado-somatique est une constante par rapport a la longueur,

au poids du corps de I’animal, a la densité et au poids du testicule gauche. C’est donc une

variable indépendante.

L’expression de la variation mensuelle du poids du corps (Pc) et du testicule (Pt) de Bufo

mauritanicus au cours du cycle annuel 2003-2004 est donnée par la figure 28.
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Figure 28 : Variations mensuelles du poids du corps et du testicule de Bufo
mauritanicus au cours du cycle annuel 2003-2004.

Le poids du testicule et celui du corps de I’animal respectivement de 0,219 et 116,5g en juillet

et aodt.

Tableau 12 : Variations mensuelles moyennes des caractéristiques liées au sexe de Bufo

mauritanicus femelle au cours du cycle annuel 2003-2004

Paramétres

Mois de Pc (9) Lc (cm) Pov () Povi () Da RGS

prélévement
Jui 52,88 07,68 0,84 0,20 11,67 0,03
Juil 51,61 08,03 2,23 0,87 09,97 0,09
Aol 82,22 09,50 1,21 0,29 09,59 0,03
Sep 58,95 08,05 1,93 0,48 11,30 0,07
Oct 26,13 06,43 0,33 0,04 09,83 0,03
Nov 48,50 08,05 2,15 0,33 09,30 0,09
Dec 37,36 07,10 2,79 0,57 10,44 0,15
Jan 52,62 07,87 2,82 1,00 10,80 0,11
Mar 95,58 09,13 8,83 2,84 12,56 0,18
Avr 72,27 08,63 3,87 1,18 11,24 0,11
Mai 43,59 07,50 0,56 - 10,33 0,03
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Les valeurs moyennes du rapport gonado-somatique des femelles sont largement supérieures a
celles des males. Les mois de juin, aott, octobre de 1’année 2003 et le mois de mai de I’année
2004 enregistrent la plus faible valeur de ce rapport (0,03) ; au cours des autres mois de
I’année, ce rapport est plus élevé pour atteindre 0,18 en mars de 1’année 2004. Ce rapport est
principalement lié¢ a plus d’ovocytes et de follicules volumineux (Pujol et Exbrayat, 1998).

La figure 29 résume les résultats illustrés dans le tableau précédent.
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Figure 29 : Variations mensuelles du poids du corps et de I’ovaire de Bufo
mauritanicus au cours du cycle annuel 2003-2004.

Le poids de I’ovaire et celui du corps de 1’animal varient respectivement de 0,33g ; 26,13¢

pendant le mois d’octobre de 1’année 2003 et de 8,83¢g ; 95,589 pendant le mois de mars 2004.

1V.1.4. Dimorphisme sexuel

Il est intéressant de comparer les données biométriques des males et des femelles afin de
mettre en évidence un éventuel dimorphisme sexuel chez Bufo mauritanicus.

L’ensemble de ces données collectées chez les males et chez les femelles a permis de
déterminer un animal type représentatif de chaque sexe pour cette espece, dont les
caractéristiques sont le résultat de la moyenne de chaque valeur de 1’échantillonnage. Le

tableau suivant définira I’ensemble de ces caractéristiques.
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Tableau 13 : Paramétres movens utilisés pour les deux sexes de 1’espéce Bufo mauritanicus

Parametres L (cm) Pc (9) D RGS
Sexe
Male 7,80 53,06 10,14 0,004
Femelle 8,00 56,52 10,64 0,08

L = Longueur du corps, Pc = Poids du corps, D = Densité, RGS = Rapport gonado-

somatique.

Les différences obtenues lors de la comparaison des données biométriques des animaux males
et femelles ont permis la mise en évidence d’un dimorphisme sexuel pouvant étre étudié¢ de
manicre quantitative et permettant la comparaison avec les autres especes d’amphibiens.

L’indice de dimorphisme pour une population de Bufo mauritanicus prélevée dans la zone
humide de Beni-Belaid est de 1’ordre de 93,88 %. Cet indice est largement supérieur a celui
de Bufo regularis (55,8 % ; Pujol et Exbrayat, 2002), Phrynobatrachus calcaratus (65,7 % ;
Gueydan-Baconnier, 1980), Ptychadena maccarthyensis et Ptychadena oxyrhynchus
(respectivement 65 % et 67,2 % ; Neyrand de Leffemberg et Pujol, 1984). La taille des
femelles est supérieure a celle des males chez 90 % des espéces anoures (Shine, 1979 ;
Monnet et Cherry, 2002). Plusieurs tentatives ont été faites pour considérer ce dimorphisme

comme une conséquence de la sélection sexuelle.

IV.2. Etude et variations saisonnieres des organes sexuels de Bufo mauritanicus au cours

du cycle annuel de reproduction

Les caractéristiques climatiques de la région d’étude données par le diagramme
ombrothermique, nous ont permis de répartir les individus males et femelles de I’espece
¢tudiée en fonction des saisons de I’année.

Le tableau n° 14 montre les variations saisonnieres du poids des testicules et des ovaires de

Bufo mauritanicus au cours du cycle annuel 2003-2004.
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Tableau 14: Variations saisonniéres du poids des testicules et des ovaires gauches de Bufo

mauritanicus

Saison Pmt(g) Pm ov (g) Avec :
Eté 0,14 1,71 -Pmt :Poids moyen du testicule gauche
Automne 0,07 1,17 - Pm ov : Poids moyen de I’ovaire gauche.
Hiver 0,07 2,24
Printemps 0,02 5,93

Les saisons semblent ainsi affecter aussi bien le poids du testicule gauche que celui de
I’ovaire gauche. En effet, le testicule gauche atteint son poids maximal moyen ( 0,14 g),
durant I’été de 1’année 2003, alors que le poids maximal moyen des gonades femelles (5,93g)

est enregistré au printemps 2004 (Figures 30 et 31).
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Figure 30 : Variations saisonniéres du poids des testicules gauches de Bufo
mauritanicus prélevés de la zone Beni-Belaid(Jijel-Algérie) au cours du
cycle annuel 2003-2004.
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Figure 31 : Variations saisonniéres des ovaires gauches de Bufo
mauritanicus prélevés de la zone Beni-Belaid(Jijel-Algérie) au cours du
cycle annuel 2003-2004.
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Nous avons également jugé utile d’examiner 1’évolution du poids moyen du corps de I’animal
et des gonades méales ou femelles au cours du développement sexuel en fonction des périodes
humides et seches. Ceci nous a permis de regrouper les individus males et femelles par

période de I’année (tableau 15).

Tableau 15 : Variations pondérales du poids moyen du corps et des gonades males et femelles

gauches de Bufo mauritanicus en fonction des périodes de 1’année 2003-2004

. Gonades Densité Pmc (9) Da
Parametres
Pmt(g) | Pmov Dt Dov male | femelle | male | femelle

Périodes ()

PH1 0,05 508 | 0,011 | 0,74 | 4184 | 72,78 | 9,81 11,22

PS 0,14 150 | 0,022 | 0,24 | 76,20 | 63,41 | 12,02 | 10,04

PH2 0,08 149 | 0,019 | 0,29 | 37,38 | 41,33 | 8,89 9,82
Pmt : Poids moyen du testicule Dt : Densité du testicule ~ PH1 : Période humide
Pmov : Poids moyen de ’ovaire Dov : Densité de ’ovaire PS: Période séche
Pmc : Poids moyen du corps Da : Densité de I’animal ~ PH2 : Période humide

La période humide (PH1) représentée par les mois de janvier, février, mars, avril et mai
compte 3 males et 11 femelles. La période humide (PH2) représentée par les mois de
septembre, octobre, novembre et décembre compte 5 individus males et 8 individus femelles.
La période séche (PS), représentée par les mois de juin, juillet et aolt compte 4 individus

males et 8 individus femelles (Figure 32).
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4 O Pmt(g)
B Pmov (9)

Pm des gonades |

n=3 n=4 n=5

PH1 PS PH2
Périodes de I'année

Figure 32 : Variation du poids moyen des gonades males et femelles de
Bufo mauritanicus en fonction des périodes enreqistrées dans le diagramme
ombrothermique au cours du cycle annuel de reproduction 2003-2004.

n: nombre d'individu
Pm: Poids moyen

Les résultats obtenus montrent que la masse des gonades croit en fonction de la masse du
corps de I’animal chez les males et les femelles.

La figure 33 illustre les variations pondérales liées au sexe en fonction des périodes de I’année
d’échantillonnage. Par ailleurs, le poids moyen du corps de I’animal atteint une valeur
maximale a une saison différente en fonction du sexe. C’est ainsi que 1’on constate que le
poids moyen des individus males atteint 76,20 g durant la période séche alors que celui des
femelles, atteint 72,78 g durant la période humide. Par comparaison des deux périodes
humides nous constatons également que le poids moyen du corps de Bufo mauritanicus
femelle enregistre une nette différence. Par contre, chez les males, cette différence n’est pas
aussi significative. Face a cela, le poids moyen des gonades males et femelles enregistre des
variations qui vont dans le méme sens que celles du poids moyen du corps. Pendant la période
séche, le poids moyen des testicules de Bufo mauritanicus est ainsi de 0,14 g alors que celui

des ovaires présente une valeur moyenne maximale de 5,08 g durant la période humide.
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- Pt(g) : poids du testicule
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Figure 33 : Variations pondérales des caractéres liés au sexe
en fonction des périodes de I’année.

Selon le tableau 15 ci-dessus, Le poids des gonades males et femelles ne dépend pas de la

densité. 1l est fortement corrélé a la longueur et au poids du corps.
1VV.3. Dynamique du cycle ovogénétique

Pour comprendre la dynamique de la lignée ovogénétiqgue de Bufo mauritanicus, les
différents stades de follicules ovariens ont été décrits puis quantifiés au cours du cycle annuel
de reproduction sur coupes histologiques. Seuls les follicules dont les coupes d’ovocytes
présentent le noyau (ou vésicule germinative) ont été pris en considération pour éviter de
compter plusieurs fois les mémes follicules.

Les critéres de classements choisis ont été la taille des follicules, 1’aspect de 1’ovocyte, celui
de son noyau, en tenant compte de la disposition des nucléoles et 1’aspect des différentes
membranes et des cellules folliculeuses. Ces critéres ont permis de classer les follicules en

grandes phases de prévitellogenése et de vitellogenése.

La figure 34 représente les principaux stades pris en compte qui ont permis de comprendre la
dynamique de la folliculogenése chez Bufo mauritanicus. Comme chez la plupart des animaux
ovipares, I’ovogenése est caractérisee par une accumulation abondante importante de vitellus

fournissant les matériaux nutritifs requis pour I’embryogenése (Villecco et al., 1999).
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A, B et C : stades en prévitellogenése
D : début de vitellogenése

Follicule au milieu de la
Vitellogenese (E).

N

Follicules atrétiques (G)

Figure 34 : Dynamigue de la folliculogenése chez Bufo mauritanicus.

La barre d’échelle indique 50um.
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L’ovaire des Amphibiens Anoures est un organe pair qui se présente sous la forme de deux
masses symétriques situées ventralement de chaque c6té de la colonne. Il représente ainsi des
sacs creux divisés en lobes a I’intérieur desquels les ovocytes font saillie Selon plusieurs
auteurs le nombre de lobes varie d’une espéce a une autre (Spengel, 1876 ; Badhuri, 1953 et
Horton, 1984).

« La taille des ovaires varie beaucoup suivant I’age du sujet et la période de I’année suivant

I’état de la vitellogenése » (Delsol et al., 1995).
IV.3.1. Définition des stades folliculaires et ovocytaires

La taille de I’ovocyte, celle de son noyaux, la morphologie de la membrane nucléaire, le
développement centripéte des plaquettes vitellines, des inclusions cytoplasmiques, la forme
des cellules folliculaires et I’aspect des membranes entourant 1’ovocyte ont permis de définir
5 stades de développement des ovocytes et follicules chez la femelle de Bufo mauritanicus.
Les différents stades ovogénétiques répertoriés sont désignés par des chiffres romains | (la,
Ib) a V.

IV.3.1.1. Stades prévitellogéniques

Stade la

A ce stade, les cellules germinales sont de trés jeunes ovocytes dépourvus de vitellus, dont la
taille est comprise entre 20 et 135 um. Le noyau arrondi atteint 16 a 69 um et il contient
généralement 1 & 2 gros nucléoles périphériques avec parfois des micronucléoles et de la
chromatine finement ponctuée. L’enveloppe nucléaire n’est pas dentelée. Le cytoplasme
faiblement basophile est homogéne et peu abondant et il est limité par une membrane
plasmique presentant quelques replis. A ce stade 1 & 3 cellules folliculaires aplaties et non

jointives entourent 1’ovocyte. La paroi du follicule est vascularisée.

Stade Ib

A ce stade, les follicules contiennent de jeunes ovocytes de 64 a 166 um, avec un noyau
sphérique de 27 a 93 um de diamétre limité par une membrane uniforme. La chromatine est
finement pigmentée traduisant ainsi le début d’une activité¢ de synthése par des nucléoles
périphériques en nombre plus important que le stade précédent. Le cytoplasme est
intenseément coloré par les colorants basiques de maniére homogene. Les cellules folliculaires,

plus nombreuses que précédemment, sont encore aplaties et apparemment non jointives.
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Stade 11

Les follicules contiennent un ovocyte plus ou moins arrondis sur les coupes histologiques
dont le diamétre varie entre 77 et 203 um. Le noyau arrondi mesurant 39 a 100 um est limité
par une membrane nucléaire dentelée, caractéristique des anoures. A la périphérie du noyau,
on note la présence d’un nombre de nucléoles de différentes tailles plus important qu’au stade
précedent dont certains se rabattent vers le centre du noyau. La chromatine homogéne est bien
répartie. A ce stade, des chromosomes a I’aspect plumeux sont mis en évidence. Le
cytoplasme homogene est basophile. Les cellules folliculaires en nombre plus important qu’au
stade précédent, sont aplaties et plus ou moins rapprochées. La paroi folliculaire apparente et
vascularisée, présente des replis cytoplasmiques.

Stade 111

Le diametre des ovocytes varie entre 126 et 299 um. Le noyau, possede une forme arrondie et
mesure entre 45 et 149 um de diamétre. De nombreux nucléoles tapissent la périphérie du
noyau a la membrane trés dentelée. La chromatine est finement ponctuée. L’ovocyte est
entouré par une couche de cellules folliculaires aplaties et rapprochées.

Ce stade est caractérisé par I’apparition des alvéoles corticales et des inclusions lipidiques a la
périphérie du cytoplasme qui prend un aspect hétérogéne. La paroi folliculaire est

vascularisée.
IV.3.1.2. Stades vitellogéniques

Stade IV
Ce stade est divis€ en deux états caractérisés, pour I'un, par la présence de plaquettes
vitellines a la périphérie du cytoplasme ovocytaire et, pour I’autre par la tendance qu’ont ces

ces plaquettes a envahir tout le cytoplasme ovocytaire.

Stade IVa

Ce stade représente le follicule en début de vitellogenese. Ce dernier de taille comprise entre
184 et 416 um comporte un noyau arrondi mesurant 59 a 162 um ; la membrane nucléaire est
beaucoup plus marquée que les stades précédents. Le noyau contient de nombreux nucléoles
périphériques qui, dans certains cas, commencent a perdre leur caractére sphérique et a
s’orienter vers le centre du noyau. La chromatine, finement ponctuée, est uniforme. On note a
ce stade, un début de mise en place des plaquettes vitellines peu volumineuses a la périphérie

du cytoplasme ovocytaire. Ce stade est également caractérisé par la mise en place de la zone
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corticale et I’apparition de la membrane vitelline jusqu’a présent absente. La paroi folliculaire

est vascularisée. Les cellules folliculaires sont nombreuses, aplaties et jointives.

Stade Vb

Ce stade caractérise les ovocytes en milieu de vitellogenese. Les ovocytes mesurent entre 246
et 588 um. Les plaquettes vitellines, de plus en plus nombreuses envahissent de maniére
centripéte. Chaque ovocyte contient un noyau arrondi, volumineux dont la taille varie entre
65 et 203 um. La migration de ce noyau (vésicule germinative) se manifeste a ce stade bien
avant que le vitellus n’ait enticrement envahi le cytoplasme de 1’ovocyte, donc au fur et a
mesure que le dép6t vitellin progresse dans la cellule, la vésicule devient plus excentrée. La
membrane nucléaire est dentelée. Les nucléoles sont périphériques et moins nombreux qu’au
stade précédent, de forme sphérique mais certains ont perdu ce caractére. Ces nucléoles,
d’abord sphériques, se transforment progressivement en structures annulaires monoliformes,
de plus en plus étirées. Selon Van Gansen (1986), les nucléoles des ovocytes vitellogéniques
sont le siege d’abondantes synthéses d’ARN ribosomaux. Les cellules folliculaires sont alors
nombreuses, aplaties et rapprochées. A ce stade, la zone corticale est trés apparente. La paroi

du follicule est vascularisée.

Stade V

Ce stade représente les ovocytes en fin de vitellogenese ou le vitellus coloré par 1’orange G
molybdique envahit entierement le cytoplasme. Les follicules ont atteint leur taille maximale.
L’ovocyte mesure de 403 et 1181 um. La vésicule germinative au diamétre compris entre 113
et 328 um, située au pdle animal présente une forme qui épouse dans certains cas la forme de
I’ovocyte qu’il soit allongé ou plus ou moins arrondi.. L’enveloppe nucléaire est dentelée, les
nucléoles dont certains ont perdu leur caractere sphérique sont en partie périphériques et en
partie au centre du noyau et moins nombreux que les stades précédents. La chromatine est
bien répartie de maniére homogene. Les granules corticaux de trés petite taille se retrouvent a
la périphérie cytoplasmique de 1’ovocyte. Certains ovocytes présentent une pigmentation
périphérique du cytoplasme qui apparait au niveau du pole animal, d’autres ne sont pas encore
pigmentés. Les cellules folliculaires sont nombreuses, aplaties et jointives. La paroi du
follicule est vascularisée.

Deux catégories d’ovocytes, les ovocytes pigmentés et non pigmentés, sont observées. La
pigmentation de 1’ovocyte surgit au niveau du pdle ou s’effectue la migration de la vésicule

germinative.
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La figure 35, montre des vues d’ensemble des follicules sur des coupes histologiques colorées

a I’azan de Romeis modifié et étudiées au microscope photonique.

Figure 35 : Vue d’ensemble de 1’évolution ovogénétique et dynamique de la folliculogenése

chez Bufo mauritanicus au cours du développement sexuel. Coloration Azan de Roméis. N :

noyau ; n: nucléole, mn: membrane nucléaire ; tc: théque conjonctive ; pv: plaguettes
vitellines ; c: cytoplasme; il: inclusions lipidiques; zc: zone corticale; cf: cellule

folliculaire ; pha : pigmentation de I’hémisphére animale. La barre d’échelle indique 100 pm.

La nature mucopolysaccharidique de la membrane vitelline et de la zone corticale est

également mise en évidence par la réaction a I’APS (Figure 36).
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Figure 36 : Mise en évidence des mucopolysaccharides dans les ovaires de Bufo mauritanicus.

(@): coloration a I’APS, (b): coloration bleu alcian-APS. mv: membrane vitelline, fb:
fibroblaste, cf: cellule folliculaire, zc: zone corticale, pv: plaquettes vitellines, co: cytoplasme

ovocytaire. La barre d’échelle indique 50um.

IV.3.1.3. Variations biométriques de la taille des ovocytes et des noyaux au cours de

I’évolution des follicules ovariens

Il est également paru utile de mettre en évidence I’évolution moyenne de la taille des
différents stades ovogénétiques repertoriés au cours du cycle annuel de reproduction en

prenant en considération la taille de I’ovocyte et celle du noyau (Figure 37).

900 T T 250
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g 7007 T 200
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|
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200 T + 50
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0 : : : : : : 0 —e—noyau

Stade la Stade b Stadell Stade lll Stade [Va Stade IVb Stade V

Stades ovogénétiques

Figure 37 : Evolution de la taille des différents stades ovogénétiques au cours
du cycle annuel de reproduction de Bufo mauritanicus.
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Des stades prévitellogéniques aux stades de la vitellogenese, la taille du noyau ovocytaire
augmente avec celle de I’ovocyte. La taille moyenne du noyau varie de 42,5 pm au stade Ia a

220,5 um au stade V et celle de I’ovocyte varie respectivement de 77,5 um a 792 pum.
IV.3.1.4. Les follicules atrétiques

L’observation des ovaires a conduit a mettre en évidence la présence de follicules atrétiques
se présentant sous deux aspects différents caractéristiques ( FA’, FA”).

La figure 38 résume une vue d’ensemble des différents follicules atrétiques.

Figure 38 : Vue d’ensemble des différents follicules atrétiques au cours du développement

sexuel de Bufo mauritanicus. FA’ : follicule atrétique montrant une atrésie totale observée

chez les stades prévitellogéniques de différente taille ; FA’’ : follicule atrétique de grande

taille observé chez les stades en vitellogenése. La barre d’échelle indique 100pum.

Selon la figure précédente, les follicules atrétiques peuvent étre issus de la dégénérescence
des ovocytes prévitellogéniques (FA’) ou de celle des ovocytes en vitellogenese (FA’’). La
dégénérescence, d’abord périphérique et affectant le cytoplasme finit par atteindre et envahir

le noyau ovocytaire, ce qui explique la présence de différents types de follicules atrétiques.
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IV.3.2. Variations du nombre de stades folliculaires au cours du cycle annuel de
reproduction

La figure 39 montre les variations du nombre de chaque stade d’évolution folliculaire au
cours d’un cycle annuel de reproduction.

Le cycle ovogénétique de Bufo mauritanicus présente un développement sexuel de type
continu caractérisé par la présence de toutes les catégories cellulaires enregistrées au cours du

cycle annuel de reproduction.
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Figure 39 : Evolution moyenne des différents stades ovogénétiques de Bufo
mauritanicus au cours du cycle annuel de reproduction.

IV.4. Organes et aspects endocriniens du cycle sexuel

Le cycle sexuel de la population de Bufo mauritanicus étudiée est de type continu. Comme
chez tous les vertébrés, la régulation des cycles de reproduction des amphibiens implique
I’action de plusieurs tissus a fonction endocrine et notamment le tissu interstitiel du testicule,
I’ovaire et les cellules de I’adénohypophyse de la glande pituitaire.

L’hypophyse des Amphibiens Anoures constitue un matériel particuliérement favorable pour
I’étude des différents types cellulaires. Quelques hypophyses provenant de maéles et de
femelles ont été colorées par le trichrome de Cleveland et Wolfe faisant apparaitre deux types
de catégories cellulaires de la pars distalis, les gonadotropes et les lactotropes réguliérement

dispersés dans tout le volume hypophysaire (Figure 40).
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Figure 40 : Histologie de I’hypophyse de Bufo mauritanicus. Coloration au trichrome de

Cleveland et Wolfe. G: cellule gonadotrope, L: cellule Lactotrope, VS: vaisseau sanguin. La

barre d’échelle indique 50um.

L’étude histologique de la pars distalis a permis de mettre en évidence les deux types
cellulaires et aucun trait particulier ne semble différencier Bufo mauritanicus des autres
amphibiens anoures.

Les différents types cellulaires de la pars distalis de 1’adénohypophyse ont été caractérisés par
leurs qualités tinctoriales établies par le trichrome de Cleveland et Wolfe et I’APS-orangé G
(Gabe, 1968). Les cellules gonadotropes, sont de petites cellules rondes ou allongées, au
noyau excentré. Les glycoprotéines (FSH et LH) stockées dans leur cytoplasme leur conférent
une coloration bleue due a leur affinité pour le bleu d’aniline (voir figure précédente). Les
cellules lactotropes, cellules a prolactine sont reconnues par leur aspect granulaire et que ces
cellules orangeophiles par la méthode de Cleveland et Wolfe, apparaissent aprés acidification
du colorant, en brun et non en orange.

La cytologie de I’hypophyse des batraciens anoures a fait ’objet de nombreux travaux (Doerr-
Schott et al., 1962). La cytologie fine de la glande pituitaire de Bufo arenarum a permis de
définir les caractéres ultrastructuraux sans toutefois établir la correspondance entre les
caractéristiques histologiques des types cellulaires et leur cytologie (Doerr-Schott, 1965a).
Les travaux d’histologie classique ont montré que I’hypophyse distale du xénope constitue un
matériel particulieérement favorable pour 1’étude des types cellulaires composant cette glande.
Les ultrastructures des cing catégories cellulaires de 1’hypophyse distale ont été examinées
(Van Oordt, 1961 ; Guardabassi et Blanchi, 1962 ; Doerr-Schott, 1965b).

Les variations cytologiques de 1’hypophyse distale des femelles de Nectophrynoides
occidentalis, ont été également étudiés en fonction du déroulement de son cycle génital, tant

durant la phase de maturation des follicules jusqu’a la ponte ovulaire que durant la gravidité et
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apres la parturition (Zuber-Vogeli, 1968). Chez d’autres catégories d’amphibiens, 1’examen
cytologique de I’hypophyse de Typhlonectes compressicauda a différentes périodes du cycle
de reproduction a révélé des variations volumétriques des cellules gonadotropes et lactotropes
(Exbrayat et Morel, 1991).

IV.5. Etude histochimique et immunohistochimique des fonctions hormonales des

gonades
IV.5.1. Caractéristiques histochimiques des gonades males et femelles

La présence de lipides a été mise en évidence dans les testicules et les ovaires de Bufo
mauritanicus.

Chez les males, des lipides ont été mis en évidence dans les cellules de Leydig situées dans le
tissu interstitiel (Figure 41). Chez les femelles, leur détection est bien évidente au niveau des

cellules de la granulosa, voire de la theque de I’ovocyte du stade 11 (Figure 42).

Faisceaux de
spermatozoides

Cellule
de Leydig

Figure 41: Mise en évidence des lipides. Testicule de Bufo mauritanicus. Coupes a
congélation, coloration Noir Soudan. La b arre d’échelle indique 50um.

Figure 42 : Mise en évidence des lipides. Ovaire de Bufo mauritanicus. Coupes a congélation,
coloration Noir Soudan. La barre d’échelle indique 50um.
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IV.5.2. Mise en évidence par immunohistochimie de la présence d’hormones
IV.5.2.1. Au niveau des gonades

Le 17p-oestradiol a été recherché a tous les stades ovogénétiques définis précédemment (I a
V) sur des coupes d’ovaire de Bufo mauritanicus.

Les études immunohistochimiques par amplification ont permis de montrer sa présence au
niveau des cellules folliculeuses et de la theque conjonctive du follicule aussi bien au stade
prévitellogénique (A) qu’au stade du follicule en vitellogenese (B) (Figure 43). Les résultats
préliminaires montrent que la dilution optimale de 1’anticorps anti-oestradiol est de 1/300.
L’étude préliminaire a également indiqué que ’anticorps utilisé produit bien un marquage
spécifique de I’hormone recherchée car les tissus et les témoins ou les coupes ont été testés
sans anticorps primaires et secondaires ne présentent aucun marquage. Les illustrations
suivantes ont été réalisées chez le méme individu prélevé le 23/06/2003 avec la dilution sus
indiquée. Les stades prévitellogéniques (I, 1, I11) présentent aussi bien un marquage que les
stades vitellogéniques matures. Les follicules ovariens sont le siége d’une synthése
d’oestrogenes (Exbrayat, 1992) et, en se développant, sécrétent des quantités croissantes de
ces hormones.

L’étude du controle hormonal de 1’activité ovarienne d’amphibiens anoures a conduit a mettre
en évidence la production d’oestrogénes dans la granulosa des follicules (Redshaw, 1972).
Chieffi et Lupo (1963) ont identifié les hormones oestrogénes dont le 17p-oestradiol dans les
extraits d’ovaires de Xenopus laevis et Bufo vulgaris. Les cellules thécales sont également
capables, au méme titre que les cellules folliculaires, de prendre une part active dans le
métabolisme des hormones stéroides (Xavier et al., 1970).

Chez le xénope, la capacité de produire et sécréter des stéroides par les follicules ovariens a

différents stades de développement répond a I’activité des hormones (Fortune, 1983).

LA
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A- Stade ovocytes prévitellogéniques B- Stade follicule vitellogénique

Figure 43 : Localisation de I’hormone 17B-oestradiol au cours de la folliculogenése chez Bufo

mauritanicus. La barre d’échelle indique 50um.
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Pour confirmer les résultats obtenus, des essais ont été appliqués avec omission des anticorps

primaires et secondaires (Figure 44).

Figure 44 : coloration immunohistochimigue des gonades femelles de Bufo mauritanicus par

omission d’Anticorps. A : Témoin sans anticorps primaire (Gr x 100), B: Témoin sans

anticorps secondaire (Gr x 100). La barre d’échelle indique 50um.

Les témoins négatifs ne présentant pas de marquage valident les résultats
immunohistochimiques obtenus sur les ovaires de Bufo mauritanicus.

L’étude immunohistochimique des gonades femelles de cette espece a permis de confirmer
I’existence d’un réel tissu endocrine au sein de ces ovaires. Ce tissu joue un role important au
niveau de la stéroidogenése du fait que jusqu’a I’initiation de la vitellogenése, la présence de

17B-oestradiol est toujours observée dans les cellules folliculaires.
IV.5.2.2. Au niveau de I’hypophyse

Les résultats obtenus dans la recherche de la FSH par individu de Bufo mauritanicus sont
illustrés dans les figures suivantes qui nous indiquent un marquage cytoplasmique de

I’hormone recherchée suite a I’application d’une dilution spécifique de I’anticorps.
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Individu (a)

Figure 45: Recherche de la FSH au niveau des parties médianes et latérales de
’adénohypophyse de Bufo mauritanicus. Les fleches indiquent le marquage cytoplasmique

des cellules gonadotropes. A et B:parties médianes de 1’adénohypophyse. A: Grossissement.

40. B: Grossissement.100. C et D:parties latérales de 1’adénohypophyse. C: Grossissement.

40. D: Grossissement. 100. Dilution de I’anticorps 1/75. La barre d’échelle indique 50 pm.

- UL ‘ -3.

Individu (b)

Figure 46: Recherche de la FSH au niveau des parties médianes et latérales de
I’adénohypophyse de Bufo mauritanicus. Les fleches indiquent le marquage cytoplasmique

des cellules gonadotropes. E et F:parties médianes de 1’adénohypophyse. E: Grossissement.

40. F: Grossissement.100. G et H:parties latérales de 1’adénohypophyse. NH:
neurohypophyse. G: Grossissement. 40. H: Grossissement. 100. Dilution de I’anticorps 1/75.
La barre d’échelle indique 50 pm.
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Pendant la phase de croissance folliculaire, 1’effet de ’hormone gonadotrope sécrétée par les
cellules hypophysaires est lié¢ a la croissance des follicules et a I’ovogenese (Exbrayat, 1992 ;
Pujol et Exbrayat, 1998). Cette hormone provoque la maturation des follicules qui, a leur tour,

sécretent des oestrogenes.

IV.6. Comparaison du développement sexuel de Bufo mauritanicus avec d’autres

Amphibiens

Peu de travaux ont été consacrés a la biologie de la reproduction de Bufo mauritanicus.
Notons cependant la description du cycle de reproduction des males de cette espéce (Kisserli
et Exbrayat, 2006) qui fait 1’objet de ce présent travail. Néanmoins, nous citons les travaux
réalisés antérieurement chez une espéce de la méme famille décrivant les aspects de la
reproduction du crapaud Bufo regularis (Pujol, 1985).

Les études histologiques et immunohistochimiques de la biologie de la reproduction de Bufo
mauritanicus ont mis en évidence un cycle de reproduction de type continu. Toutes les
catégories de cellules spermatiques ou ovogénétiques sont présentes dans tous les
prélevements quelle que soit la période du cycle annuel de reproduction. Ce type de cycle est
identique a celui qui a été décrit chez de nombreuses especes africaines (Pujol, 1985 ;
Exbrayat et al., 1998 ; Van Wyk et al., 2005). Il apparait ainsi que les Anoures africains
étudiés présentent tous un cycle de type continu sauf Nectophrynoides occidentalis (Gavaud,
1975). Ce type de cycle pourrait correspondre a un modele de base dont I’un des avantages
sélectifs serait de présenter une grande souplesse d’adaptation aux variations climatiques

parfois irréguliéres.
1VV.6.1. Structure testiculaire

Comme chez les autres anoures, le testicule de Bufo mauritanicus apparait composé de tubes
séminiféres a paroi trées mince entre lesquels se développent le tissu interstitiel, les vaisseaux
sanguins et les canaux efférents évacuateurs. A I’intérieur de ces tubes, on reconnait des amas
cellulaires constitués de cellules de méme type, appelés cystes. Chaque tube séminifere
contient des cystes a des stades différents de la spermatogenese (Gueydan-Baconnier, 1980 ;
Pujol, 1985 ; Kisserli et Exbrayat, 2006). Il s’agit donc des cystes a spermatogonies, des
cystes a spermatocytes | et Il, des spermatides et enfin des spermatozoides libres et en

faisceaux.
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La distribution des spermatogonies primaires et des autres catégories spermatogénétiques ne
semble pas se faire selon des régions particulieres. De maniére générale les coupes

testiculaires paraissent homogenes.
IVV.6.2. Données sur le cycle de reproduction des males

Les Amphibiens peuvent présenter trois types de cycles énonces dans le chapitre 11 : les cycles
a spermatogenese discontinue, potentiellement continue ou continue (Galgano, 1952 ; Delsol
et al., 1981, 1995 ; Neyrand de Leffemberg et Exbrayat, 1995 ; Pujol et Exbrayat, 1996). De
nombreux travaux ont porté sur les cycles de reproduction des Anoures et des Urodeles, par
contre peu de travaux sont consacrés aux Gymnophiones qui de maniere générale possedent
un cycle de reproduction de type discontinu avec une phase d’activité et une phase de repos
sexuel (Exbrayat, 2006 ; Exbrayat et al., 1997) bien que récemment, Malonza et Measey
(2005), puis Raquet et al (2007) aient mis en évidence des cycles de reproduction de type
continu chez le Gymnophione africain Boulengerula taitanus. Chez les Urodéles, de
nombreux Salamandridae males et femelles ont également été étudiés. C’est le cas de
Salamandra salamandra dont le cycle sexuel male est de type discontinu (Joly, 1971).

Selon Lofts (1974), chez les vertébrés, la différenciation des cellules germinales males est un
processus hautement ordonné. La cinétique de la spermatogenese des Amphibiens n’est
cependant pas toujours directement déductible de la fréquence des catégories de cellules
germinales présentes dans les testicules (Kalt, 1976).

Le cycle de reproduction des males de Bufo mauritanicus est comparable a celui d’autres
amphibiens (Figure 47). Dans ce type de cycle a spermatogenése continue, toutes les

catégories germinales sont présentes en méme temps dans un méme tube séminifere.
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Figure 47 : Topographie et vue d’ensemble des différentes coupes histologiques de testicules

de Bufo mauritanicus au cours du cycle annuel de reproduction 2003-2004. SPG | :

spermatogonie I, SPC | : spermatocyte I, SPC Il : spermatocyte Il, SPD: spermatide, SF:
spermatozoide en faisceaux, LTS: lumiére du tube séminifére, TC : tissu conjonctif, VS:
vaisseaux sanguins. A et B : individu du mois d’avril, C : individu du mois de novembre, D :
individu du mois de septembre, E : individu du mois de juillet, F : individu du mois d’aoit. La
barre d’échelle indique 50um.

La formation de spermatozoides se fait ainsi toute ’année avec une période plus active au
moment de la reproduction et pendant toute 1’année, des spermatozoides sont observés,
certains attachés aux cellules de Sertoli et d’autres libres dans la lumiére des tubes séminiféres
et des canaux évacuateurs, ce qui suggére une évacuation continue. Toutes les étapes de la
Spermatogenese sont ainsi présentes simultanément dans un méme tube séminifére. L’étude
cinétique d’un tel type de cycle a été effectuée chez d’autres anoures africains : Xenopus
laevis (Kalt, 1976), Bufo regularis, Phrynobatrachus calcaratus, Ptychadena maccarthyensis
Ptychadena oxyrhynchus, chez lesquels I’influence de la température sur le dynamisme de la
spermatogenese a été déterminé (Gueydan-Baconnier et al., 1984b ; Neyrand de Leffemberg
et Exbrayat, 1995).
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L’¢étude quantitative de la spermatogenése de Bufo mauritanicus a été menée sur les testicules
gauches de 12 animaux. Pour cela, I’évolution du nombre moyen des spermatozoides en
faisceaux, les variations de la surface testiculaire et le nombre moyen de tube séminifere au
cours du cycle annuel de reproduction ont été estimés. L’analyse de la variance de chaque
parametre a montré des différences hautement significative selon les mois de prélévement.
Les stades de la lignée spermatique ont été decrits chez les anoures (Witschi, 1924 ; Van
Oordt, 1956 ; Basu, 1968 ; Delsol et al., 1980, 1981, 1995 ; Exbrayat et al., 1998 ; Gueydan-
Baconnier, 1980 ; Gueydan-Baconnier et al., 19844, b ; Pujol, 1985 ; Pujol et Exbrayat, 1996,
2000, 2002 ; Van Wyk et al., 2005 ; Du Preez et al., 2005). Gueydan-Baconnier (1980),
étudiant le cycle annuel du testicule de Phrynobatrachus calcaratus a noté des variations

saisonniéres de la surface testiculaire.

IV.6.3. Données sur le cycle de reproduction des femelles et étude quantitative des

ovaires

La cinétique de I’ovogenése conduisant & un nombre variable d’ovocytes de diverses tailles
varie selon les espéces d’amphibiens (Beyo et al., 2008). Ces variations sont attribuables aux
conditions de I’adaptation des espéces aux divers environnements dans lesquels elles pondent
leurs ceufs et qui assurent ainsi leur développement (Del Pino, 1989 ; Villecco et al., 1996,
2000 ; Uribe, 2001, 2003 ; Sanchez et Villecco, 2003 ; Exbrayat, 2006). Chez les amphibiens,
les ovogonies contenues dans 1’ovaire adulte générent chaque année une nouvelle cohorte
d’ovocytes (Van Voorhis, 1999).

Chez les gymnophiones Dermophis mexicanus (Wake, 1980) et Typhlonectes compressicauda
(Exbrayat, 1983, 1986a ; Exbrayat et Delsol, 1985) le cycle ovogénétique est biennal.

Les Bufo regularis femelles présentent un cycle sexuel de type continu de sorte que les
différents stades de follicules ovariens sont observés tout au long de 1’année (Pujol, 1987).
Chez cette espéce, cing stades ovogéenétiques ont été distingués incluant les follicules en début
d’atrésie (stade 1V) et les follicules atrétiques degenérés (stade V). Pour comparer nos
résultats avec ceux qui ont été obtenus chez Bufo regularis, nous avons étudié quelques
¢chantillons de collection d’ovaires de cette espéce provenant de Lomé (Togo) et nous avons
réalisé une série de coupes histologiques. Les résultats obtenus illustrés dans la figure 48
étaient parfaitement comparables a ceux qui avaient été obtenus chez Bufo mauritanicus. Tous

les stades ovogeéneétiques étaient identifies au niveau des coupes histologiques réalisées.
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Figure 48: La folliculogenése chez le crapaud Bufo regularis Reuss, 1834. a, b et c:
représentation des différents stades ovogénétiques, d : nature mucopolysaccharidique de la
membrane vitelline chez Bufo regularis, f : pigmentation polaire du follicule en vitellogeneése,
e : migration polaire du noyau ovocytaire. op : ovocytes prévitellogéniques, fv : follicule en
vitellogenése, N : noyau, co: cytoplasme ovocytaire, sp: stade prévitellogénique, pv :
plaquettes vitellines, mv : membrane vitelline, pha : pigmentation de 1’hémisphére animal,
mn : membrane nucléaire. La barre d’échelle indique 50pm.

L’étude quantitative a permis de montrer que 1’évolution des follicules ovariens est continue
aussi bien chez Bufo mauritanicus de la zone humide de Beni-Belaid que chez Bufo regularis
capturé a Lomé (Togo)(Pujol, 1985 ; Pujol, 1987 ; Pujol et Exbrayat, 2002). Les étapes de
I’évolution des follicules sont toutes présentes dans les ovaires quelle que soit la période de
I’année. La migration polaire du noyau ovocytaire est visible aussi bien chez Bufo
mauritanicus que chez Bufo regularis.

Pujol et Exbrayat (1998) ont démontré chez Bufo regularis la présence de cing stades
ovogénétiques, le stade | représentant ainsi des ovocytes prévitellogéniques, le stade Il des

ovocytes en début de vitellogenése, le stade 11l des ovocytes en vitellogenese alors que les
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stades IV et V représentent chez cette espéce les follicules en début d’atrésie et les follicules
atrétiques dégénérés. Dans notre propre étude, les stades IV et V représentent chez Bufo
mauritanicus des ovocytes en vitellogenese Concernant la différenciation des stades
prévitellogéniques, nous avions choisi de prendre comme criteres de classification 1I’évolution
de la taille des ovocytes, de la taille des noyaux et la morphologie de la membrane nucléaire.
Les critéres de mise en évidence des stades ovogénétiques de Xenopus sont basés sur une
échelle développée par James Dumont, qui permet ’identification des différents stades par
I’aspect morphologique des ovocytes non fixés (Dumont, 1972). Cette classification est basée
sur les caractéristiques cytologiques et les parametres physiologiques des ovocytes en
développement. Les caractéristiques ainsi décrites constituent la base pour identifier le stade
approximatif du développement et par conséquent de prévoir les processus physiologiques se
produisant dans un ovocyte donné. Etant donné que I’ovogenese est un processus continu, il
n’existe pas de limites précises qui peuvent étre definies entre les différents stades identifiés.
Chez Xenopus laevis, cinq stades ovogénétiques distincts 1’un de I’autre ont été mis en
évidence en considérant le diametre et plusieurs modifications morphologiques qui sont
observées dans la paroi de ’ovaire, dans le cytoplasme et au niveau des cellules folliculaires
lors de la croissance ovocytaire (Rasar et Hammes, 2006 ; Hausen et Riebesell, 1991).

Chez Bufo arenarum femelle, au cours de la période de repos sexuel, les ovocytes
accomplissent leur croissance et certains peuvent étre trouvés dans [’ovaire a 1’état
immature ; leur évolution est ainsi arrétée a la prophase de la premiére division méiotique
(Masui, 1985).

Suite & une étude récemment effectuée chez un amphibien Gymnophione, Boulengerula
taitanus, des observations histologiques de 1’ovaire ont montré que les follicules ovariens
classés selon leur taille et les caractéristiques cytologiques de 1’ovocyte et de la granulosa
suivent un cycle continu (Raquet et al., 2006). Chez Typhlonectes compressicauda, six stades
ovogénétiques ont été identifiés pendant le développement folliculaire (Exbrayat, 2006).
Certaines données indiquent que la maturation des ovocytes est déclenchée par l'intermédiaire
d'un mécanisme en deux étapes, dans lequel les hormones gonadotropes stimulent les cellules
folliculaires a la production de stéroides qui, a leur tour, agissent directement sur I'ovocyte
pour provoquer la maturation méiotique (Masui, 1967 ; Smith et al., 1968).

Il est bien établi que I'oestradiol exogéne peut stimuler la synthese des protéines vitellines au
niveau du foie des males et des femelles d'amphibiens (Wallace et Bergink, 1974). Fortune et

Tsang (1981) ont trouvé que les ovaires du xenope contiennent et sécrétent du 17p3-oestradiol.
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Dans une étude réalisée sur la production de stéroides par les follicules ovariens de xénope a
différents stades de développement, les résultats obtenus par Fortune (1983), indiquent que la
sécretion endogeéne d'oestradiol commence quand les follicules deviennent vitellogéniques
(stade I1I). La sécrétion est plus importante lorsque I'accumulation de vitellus devient plus
rapide (stade 1V), et elle diminue au cours de la vitellogenese (stade V). Par conséquent, il
semble probable que les hormones gonadotropes appliquées in vivo favorisent la vitellogenése
par la médiation de I'oestradiol synthétisé par les follicules de taille moyenne.

Les follicules ovariens de xénope sont soumis a trois stades de développement en termes de
sécrétion d’hormones stéroides: les petits follicules sécretent tres peu d'oestradiol ; ceux de
taille moyenne et les follicules en vitellogenése sont actifs dans la production d'oestradiol
(Fortune, 1983).

L’étude immunohistochimique des organes de reproduction de Bufo mauritanicus a révélé des
résultats similaires a ceux obtenus chez Typhlonectes compressicauda, tels que la mise en
évidence du 17p-oestradiol dans les cellules de la granulosa d’un follicule mature (Exbrayat,
1993 ; Exbrayat et Morel, 1997).

IV.7. Etude préliminaire de I’hypophyse

Les corrélations entre ’activité hypophysaire et 1I’évolution des follicules ovariens ou du cycle
spermatogénétique en fonction du cycle annuel de reproduction n’ont pas pu faire 1I’objet de
ce travail en raison d’un échantillonnage trop faible. Cependant, une approche topographique
de I’organisation structurale de I’hypophyse de Bufo mauritanicus a été réalisée grace a des
méthodes de coloration classiques et par 1’utilisation, de méthodes immunohistochimiques
sur des hypophyses appartenant a des individus échantillonnés au cours du mois de septembre
de I’année 2006.

Aussi bien chez les Anoures que chez les Gymnophiones et les Urodeles, la glande pituitaire a
fait I’objet de nombreux travaux concernant notamment les modifications cytologiques. Chez
Rana pipiens, des cellules basophiles dont le nombre et I’aspect varient au cours de
I’évolution du cycle sexuel ont été étudiées par Zahl (1935). D’autres travaux portent
également sur la cytologie fine des catégories cellulaires de I’hypophyse appuyée par une
étude comparative au microscope photonique et électronique chez Bufo vulgaris Laur et
Xenopus laevis D (Doerr-Schott, 1965 a et b). Les variations cytologiques de I’hypophyse
distale de Nectophrynoides occidentalis méle et femelle ont été étudiées par Zuber-Vogeli
(1966, 1968).
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L’étude histologique de la pars distalis chez le male et la femelle de Bufo regularis a permis
de mettre en évidence les cellules gonadotropes et lactotropes (Pujol et Exbrayat, 1996, 2002).
Pujol et Exbrayat (1998) ont décrit une étude morphométrique de la surface des coupes
hypophysaires de Bufo regularis femelle adulte avec 1’établissement des corrélations entre la
glande pituitaire, le développement ovarien et les conditions saisonniéres.

Certains travaux ont analysé 1’effet des hormones stéroides et hypophysaires sur la
reproduction des Anoures. Itoh et Ishii (1990) ont démontré que 1’augmentation des hormones
stéroides dans le plasma de Bufo japonicus lors de I’amplexus, dépendait de I’activation de
1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.

Dans une étude effectuée par Doerr-Schott et Dubois (1972), les cellules gonadotropes ont été
identifiées par I’utilisation de la technique de cytoimmunologie chez trois especes
d’Amphibiens, les Anoures Rana temporaria et Bufo wvulgaris, 1’Urodéle Triturus
marmoratus.

L’hypophyse des Amphibiens Gymnophiones a fait également 1’objet des études
essentiellement morphologiques (Wingstrand, 1966), anatomiques accompagnées d’une étude
cytologique approfondie chez Ichthyophis glutinosus (Gabe, 1972). Chez Typhlonectes
compressicauda, des études concernant la description morphologique, cytologique et
immunohistochimique de 1’adénohypophyse ont été réalisées (Zuber-Vogeli et Doerr-Schott,
1981 ; Doerr-Schott et Zuber-Vogeli, 1984). Exbrayat (1989) ; Exbrayat et Morel (1991) ont
étudié chez cette méme espece les modifications cytologiques du lobe distal de 1’hypophyse
pendant 1’activité saisonniere des cycles aussi bien chez les males que chez les femelles
adultes. L examen cytologique de I’hypophyse a différentes périodes du cycle de reproduction
a révélé chez Typhlonectes compressicauda des variations volumétriques des cellules
gonadotropes et lactotropes (Exbrayat et Morel, 1991 ; Exbrayat, 1992).

L’hypophyse d’un certain nombre de 1ézards a été étudiée tant au point de vue morphologique
et histologique (Saint Girons, 1976) qu’au point de vue hystophysiologique (Bons, 1973).
Diverses caractéristiques ultrastructurales ont été définies (Doerr-Schott, 1976). Zuber-Vogeli
et Lemire (1982) ont mis en évidence les caractéristiques ultrastructurales de différentes
cellules de 1’adénohypophyse du Lézard saharien, Uromastyx acanthinura. Des études
immunohistochimiques et ultrastructurales des cellules gonadotropes chez cette méme espéce
femelle au cours du cycle de reproduction ont eté étudiées (Hammouche et al., 2002 ;
Hammouche et al., 2007). Desantis et al (1998) suite a une étude immunohistochimique ont
montré la localisation de la FSH et de la LH dans la glande pituitaire du male adulte de

Podarcis sicula campestris De Betta pendant la période de reproduction.
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L’étude du cycle annuel de reproduction de Bufo mauritanicus prélevé de la zone humide de
Beni-Bélaid dans la région de Jijel a permis d’aborder la stratégie du développement sexuel
de cette espece via les différentes techniques d’histologie, d’histochimie et

d’immunohistochimie.

En effet, I’analyse du cycle annuel de reproduction concernait un échantillonnage au hasard
de 39 individus de cette espéce en fonction des mois de 1’année 2003-2004 répartis entre 12
individus méles et 27 femelles dont les taux de capture respectifs sont 30,77 % et 69,23 %.
Une étude biométrique des caractéristiques liées au sexe est indispensable pour mieux
apprécier le développement sexuel de Bufo mauritanicus. Des variations importantes de la
masse corporelle observées chez les males et les femelles ont montré chez ces dernieres, que
le poids moyen du corps est le si¢ge d’importantes variations selon les classes de longueur
prises en considération. Le développement sexuel de Bufo mauritanicus présente chez les
femelles des valeurs moyennes du rapport gonado-somatique supérieures a celles des males.
Selon Pujol et Exbrayat (1998), ce rapport est li¢ a plus d’ovocytes et de follicules
volumineux.

Les variations saisonnieres des organes de reproduction de cette espece au cours du cycle
annuel indiquent que les saisons semblent affecter le poids de ces organes. Le poids maximal
moyen du testicule est de 0,14g durant 1’été de 1’année 2003 alors que celui des ovaires est
égal a 5,93¢g enregistré au printemps 2004. La masse des gonades croit en fonction de la
masse du corps de I’animal chez les males et les femelles. En fonction du sexe et des saisons

de I’anné¢e, le poids moyen du corps de I’animal atteint une valeur maximale.

L’étude actuelle portant sur des investigations histologiques et immunohistochimiques ont
permis donc de mettre en évidence 1’évolution du cycle sexuel de reproduction chez Bufo
mauritanicus sachant bien que le nombre des individus males et femelles de cette espece et la
fréquence de leur échantillonnage sont insuffisants pour décrire de maniere définitive le
développement sexuel de cet amphibien anoure. Néanmoins, ces études ont permis de
souligner la présence des différents stades spermatogénétiques et ovogénétiques au cours du
cycle annuel de reproduction de I’espéce étudiée. Il en ressort alors par le biais de cette étude
que le cycle de reproduction de Bufo mauritanicus est de type continu. Ces méthodes sont
particulierement précises et permettent la mise en évidence de la distribution des différentes

catégories cellulaires dans les testicules et les ovaires a différentes périodes du cycle.
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Chez les individus méles de Bufo mauritanicus, 1’étude histologique des testicules indique la
présence permanente de toutes les catégories cellulaires de la lignée spermatique et que les
spermatozoides sont ainsi présents pendant toute 1’année, ancrés dans les cellules de Sertoli
préts a étre libérés dans la lumiere du tube séminifere et que les variations saisonniéres de
pluviométrie et de température sont sans effet sur ces différentes catégories
spermatogénétiques.

La formation des spermatozoides se fait toute 1’année avec une période plus active au moment
de la reproduction. L’étude cinétique d’un tel type de cycle a été effectuée chez Xenopus
laevis (Kalt, 1976). Pierantoni et al (2002) ont noté que le testicule des amphibiens est
considéré comme un modeéle pour étudier la progression des cellules germinales pendant la
spermatogenese. Ainsi, le cycle spermatogénétique parait remarquablement continu suivant
la définition donnée par certains auteurs (Witschi, 1924 ; Cei, 1949), c'est-a-dire une

spermatogenése qui se poursuit toute 1’année.

Le suivi de 1’état spermatogénétique au cours du cycle annuel de reproduction est réalisé dans
cette étude selon une approche quantitative des testicules gauches de 12 animaux portant sur
I’évolution du nombre moyen de spermatozoides en faisceaux, la variation de la surface
moyenne testiculaire et 1’évolution du nombre moyen des tubes séminiféres. Le nombre de
tubes séminiferes est constant et comparable chez tous les animaux étudiés, quel que soit la
période de préléevement. L’analyse de la variance pour ces différents paramétres montre
I’existence d’une différence hautement significative.

En effet, malgré la continuité du cycle, le nombre moyen de spermatozoides en faisceaux
subit des variations au cours du cycle annuel pour atteindre un maximum en aoft, alors qu’il
est minimal en avril, ¢’est-a-dire juste apres la période de reproduction, selon les observations
effectuées sur le terrain (présence des pontes).

La présente étude a révélé que le cycle de reproduction de Bufo mauritanicus est en fonction
de la saison printaniére au moment ou les températures de 1’année deviennent douces et
clémentes (Kisserli et Exbrayat, 2006). Il semble bien que cette période est privilégiée pour la
reproduction. Chez les espéces a cycles continus, la gamétogenése est constante tout au long
de I’année. Lorsque les facteurs externes (température, pluviométrie) sont favorables, la

reproduction est déclenchée.

La dynamique du cycle ovogénétique chez Bufo mauritanicus selon des criteres de

classification bien étudiés et choisis met en évidence un répertoire de follicules ovariens en
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fonction des grandes phases de prévitellogenése et de vitellogenése. Cing stades de
développement des ovocytes et follicules ont été définis chez la femelle de cette espece.

Les études histochimiques ont révélé la présence des lipides au niveau des organes de
reproduction males et femelles de Bufo mauritanicus. D’une part, leur mise en évidence
concernait les cellules de Leydig au niveau des gonades males alors que chez les femelles, les
lipides paraissent inféodés au niveau des cellules de la granulosa, voire de la théque de
I’ovocyte du stade III.

L’étude immunohistochimique présente un intérét particulier dans la mise en évidence d’un
réel tissu endocrine au sein des organes de reproduction de Bufo mauritanicus. Dans les
gonades femelles de cette espéce, les cellules folliculeuses et de la theque conjonctive du
follicule jouent un réle déterminant pour la stéroidogenése du fait qu’au niveau des stades
prévitellogéniques et vitellogéniques, le 17B-oestradiol est localisé seulement dans ce type de
cellules folliculaires. Chez Typhlonectes campressicauda, Amphibien Gymnophione, la
localisation de cette hormone a été observée au niveau des cellules folliculaires juste avant
I’ovulation (Exbrayat et Morel, 1997).

Dans cette étude, la glande pituitaire n’a pas fait I’objet d’un travail détaillé du fait que le
nombre d’échantillonnage était a cela insuffisant pour mieux apprécier I’expression et le role
endocrinien dans le développement sexuel de Bufo mauritanicus. Il serait donc intéressant a
I’avenir de mettre en évidence sur une gamme importante en individus de cette espece, d’une
part, une évaluation du coefficient d’occupation spermatogénétique afin de suivre le
dynamisme de I’activité spermatogénétique proprement dite tout au long de I’année et d’autre
part, les corrélations entre 1’activité hypophysaire et 1’évolution des follicules ovariens et du

cycle spermatogénétique en fonction du cycle annuel de reproduction.

Vu également que cette espéce présente un intérét agronomique, il est donc nécessaire de
prévoir une étude sur son niveau trophique et les interactions qu’elle présente avec le milieu
auquel cette espéce est inféodée pour mettre en relief certaines caractéristiques et
I’importance du régime alimentaire de ce crapaud au cours du développement sexuel et cerner

ainsi son comportement reproductif.

L’apport de ces études histologiques et immunohistochimiques & la biologie de la
reproduction de Bufo mauritanicus a permis de mettre en évidence une évolution continue du

cycle de reproduction. En effet, les observations menées au niveau des testicules et ovaires de

113



Conclusion générale

cet amphibien anoure ont montré que les lignées spermatogénétiques et ovogénétiques sont
présentes quelques que soit la période de prélevement en fonction du cycle annuel de

reproduction.

11 serait également important et nécessaire de mettre en place une station d’élevage dans les
mémes conditions que le milieu naturel, pour mieux apprivoiser cette espéce dans le but
d’approfondir et d’apporter de nouvelles connaissances sur la biologie de la reproduction de

Bufo mauritanicus.
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Annexe 1 : Immunohistochimie par amplification a la streptavidine-biotine et révélation a
I’aide de la peroxydase

Mode opératoire

Rincer les coupes déparaffinées et hydratées au PBS

Enlever I’exceés de PBS au moyen d’un papier Joseph

Entourer les coupes d’une résine hydrophobe (DAKO-pen)

Incuber 5 min dans le mélange PBS + H202 a 0,3%

Rincer au PBS

Incuber les lames 10 min dans PBS / BSA

Appliquer I’anticorps primaire : une heure a température ambiante

Rincer au PBS 3 x 10 min

Appliquer I’anticorps secondaire biotinylé : une heure a température ambiante
Rincer au PBS 3 x 10 min

Appliquer le complexe Streptavidine-péroxydase : une heure a température ambiante
Rincer au PBS 3 x 10 min

Ajouter le substrat chromogéne : 10 min a température ambiante

Rincer a I’cau distillée

Contre colorer a I’hématoxyline : 1 min a température ambiante

Rincer a I’eau courante

Rincer a I’eau distillée

Monter au Crystal mount (Biomeda)

Laisser polymériser une heure a 60° C

Observation au microscope photonique
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Annexe 2 : Valeurs du poids du corps en fonction des classes de longueurs enregistrées chez
les individus males de Bufo mauritanicus

Parameétres Longueur (cm) Poids du corps (9)
Classes de longueur
5,4 11,2
Classe 1:[5-6,5] 5,7 16,49
7,35 55,48
7,3 33,4
Classe 2 : [6,5 - 8] 7 39,9
6,9 28,71
8,17 73,17
8,50 59,63
Classe 3 : [8 —9,50] 8,70 58,50
8,1 43,9
8,80 80,32
Classe 4 :[9,50 - 11] 10,20 116,50
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Résumé :

Ce travail de recherche a été consacré a I’étude des modalités de la reproduction du crapaud
de Maurétanie, Bufo mauritanicus (Schlegel, 1841) un Amphibien Anoure d’Afrique du Nord
de la famille des Bufonidae. Nous avons étudié de maniére exhaustive la biologie de la
reproduction de cette espéce vivant dans la zone humide de Béni-Bélaid, située a I’est de Jijel.
L’étude a porté sur une population comportant 12 males et 27 femelles prélevés de maniere
aléatoire en 2003 et 2004. Les techniques utilisées sont celles de 1’histologie classique, de
I’histochimie permettant la mise en évidence de divers types de glucides et la quantification
des cellules germinales par diverses méthodes. Les techniques immunohistochimiques sont
également utilisées pour la mise en évidence d’hormones sexuelles. Cing stades de
développement des ovocytes et follicules chez la femelle de Bufo mauritanicus ont été décrits.
Les aspects hormonaux des gonades sont mis en évidence. Pour cela, les lipides sont détectés
dans les cellules de Leydig des testicules et dans les follicules ovariens. Les hormones
stéroides (17 B-oestradiol) impliquées dans la régulation du cycle ovarien ont ensuite été
recherchées sur les coupes d’ovaires.

Mots clés : Bufo mauritanicus, biologie de la reproduction, immunohistochimie, hormones
sexuelles, cellules de Leydig, testicules, follicules ovariens.

Summary :
This research has been devoted to the study of methods of toad reproduction, Bufo

mauritanicus (Schlegel, 1841) an anuran amphibians from North Africa to the family
Bufonidae. We have exhaustively studied the reproductive biology of this species living in
wetland Beni-Belaid, located east of Jijel. The study focused on a population comprising 12
males and 27 females randomly collected in 2003 and 2004. The techniques used are those of
the traditional histology, histochemistry of allowing the identification of various types of
glucids and quantification of germ cells by various methods. The immunohistochemical
techniques are also used for the identification of sex hormones. Five developmental stages of
oocytes and follicles in the female of Bufo mauritanicus have been described.

The gonadal hormonal aspects are highlighted. For this, lipids were detected in the Leydig
cells of testes and ovarian follicles. Steroid hormones (estradiol-17 B) involved in regulating
the ovarian cycle were then searched on the sections of ovaries.

Keywords: reproductive biology, immunohistochemistry, sex hormones, Leydig cells, testis,
ovarian follicles.



