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Résumé

L’intéret porté a un Holothuria tubulosa (Gmelin, 1788) est lié a un manque de données
sur son cycle reproducteur, ainsi que sur sa morphobiomeétrie en algérie. Le choix d’holothurie
tubuleuse repose sur le fait que c’est I’espece la plus abondante en Méditerranée, et meme
dans les eaux algériennes. Son cycle biologigque, mais surtout reproducteur offre un champ
d’investigation intéressant.

Notre étude est une premiére contribution de la biologie de la reproduction de
I'nolothurie aspidochirote Holothuria tubulosa qui appartiennent au groupe d’échinodermes et
qui ont une grande valeur commerciale. L'échantillonnage a été réalisé sur 25 individus (17
males, 8 femelles ) de novembre 2021 a juin 2022 a la zone de Benaouda dans la province
de Tipaza en Algérie..

Les caracteristiques macroscopiques et microscopiques, étude morphométriques des
gonades, les cing stades de maturité sexuelle ont été identifiés dans les tubules gonadiques :
récupération (1), croissance (I1), maturité précoce (I11), maturité (V) et épuisée (V).

La premiére étude se base sur la variation des indices physiologiques (IGm), leur
comportement par rapport au changement des mois et aux variation de la température. Nos
résultats montrent que la maturation des gonades (stades Il et 1V) se produit de mars a mai
dans le printemps, a 1’été, toute la population échantillonnée est a pleine maturité sexuelle.

La corrélation entre les différentes mesures pondérales et linéaires obtenues
d’holothuria tubulosa. Les résultats montrent une bonne corrélation entre les différents
parametres (poids frais total de I’animal et sa longueur total et le diamétre).

La deuxiéme étude se base sur I’histologie des tubules gonadique (méle et femelle) au
stade de maturation, plus un cas spécifique d’hermaphrodite.

A travers cette étude nous avons conclu que le cycle de la reproduction sexuée chez
I’espece gonochorique étudiée, suit globalement un schéma identique a celui déja décrit pour

la majorite des holothuries aspidochirotes des zones temperées.

Mots clés: Holothuries tubulosa ; Reproduction ; Indice physiologique ;
Caractéristigues macroscopique et microscopique; Morphométrie ; Tubules gonadiques ;
Température ; Benaouda




Summary

The interest in a Holothuria tubulosa (Gmelin, 1788) is linked to a lack of data on its
reproductive cycle, as well as on its morphobiometry in Algeria. The choice of tubular
holothuric is based on the fact that it is the most abundant species in the Mediterranean. and
even in the Algerian coasts.

Its life cycle, but above all its reproductive cycle, offers an interesting field of
investigation. Our study is a first contribution to the biology of sea cucumber reproduction.
aspidochirote Holothuria tubulosa which belong to the group of echinoderms and which have
great commercial value.

The sampling was carried out on 25 individuals (17 males, 8 females) from November
2021 to June 2022 in the Benaouda area in the province of Tipaza in Algeria.

The macroscopic and microscopic characteristics, morphometric study of the gonads, the five
stages of sexual maturity have been identified in the gonadal tubules: recovery (I). growth
(1), early maturity (I11), maturity (IV) and exhaustion (V).

The first study is based on the variation of the physiological indices (IGm), their behavior in
relation to the change of the months and to the variation of the temperature.

Our results show that the maturation of the gonads (stages 111 and 1V) occurs from March to
May in the spring, in the summer, the entire sampled population is at full sexual maturity.

The correlation between the different weight and linear measurements obtained from
holothuria tubulosa. The results show a good correlation between the different parameters
(total fresh weight of the animal and its total length and diameter).

The second study on the histology of gonadal tubules (male and female) at the stage of
maturation, plus a specific case of hermaphrodite.

Through this study, we have concluded that the cycle of sexual reproduction in the
gonochoric species studied, globally follows a pattern identical to that already described for

the majority of aspidochirotid holothurians in temperate zones.

Keywords: Holothuria tubulosa ; Breeding; Physiological indices ; Macroscopic and
microscopic characteristics; Morphometry; Gonadal tubules; Temperature
Benaouda; Tipaza.
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Introduction

Introduction:

La mer Méditerranée est riche en ressources marines. Son écosystéme marin unique aux
eaux tempérées chaudes se caractérise par une biodiversité exceptionnelle (Caddy, 1993),

Les Holothuries sont une classe d'invertébrés marins de I'embranchement des
Echinodermes. On dénombre plus de 1400 espéces qui s’ observent dans tous les mers et océans,
de la zone littorale aux profondeurs les plus extrémes (Kerr et Kim, 2001).

Elles s’observent depuis les premiers métres d'eau jusqu'a une profondeur de 20 a 30m
(100m pour Holothurie noire ‘Holothuria forskali’); ce sont donc des espéeces littorales
facilement accessibles aux pécheurs. Ils sont vulnérables a la surpéche puisque leur
reproduction repose sur un mécanisme de diffusion des gamétes en mer, qui nécessite la
présence de populations denses (Bell et al, 2008 ; Duvauchelle, 2010).

Les concombres de mer (Holothuries) sont une ressource cétiére mal connue, malgré
leur longue histoire d'exploitation pour la consommation (Conand 1990, 2004 ; Lovatelli et
al, 2004 ; Bruckner 2006).

Cependant, ils sont des éléments importants de la chaine alimentaire dans les
écosystémes tempérés et de récifs coralliens a différents niveaux trophiques, jouent un réle
important en tant que dépositivores et suspensivores (Fechter, 1972).

Les concombres de mer consomment et broient les sédiments et matiéres organiques
en fines particules (Fechter, 1972).

Ce sont des organismes communs de la faune benthique de tous les milieux marin
(Hendler et al, 1995), et peuvent constituer jusqu’a 90% de la biomasse dans les écosystémes
des fonds marins (Hendler et al, 1995).

Le produit de concombre de mer le plus précieux est la paroi corporelle séchée qui est
commercialisée sous le nom de béche-de-mer (Conand, 1990).

Elles sont exploitées aussi bien pour la nutrition mais également comme appat
(Simunovic et al, 2000 ; Kazanidis et al, 2010) ; préte des vertus antiseptiques, antidouleurs
et méme aphrodisiaques, de ce fait elles constituent un marché alimentaire et medicinale
important dans le pays asiatiques et certains pays européens (Toral Granda et al, 2008 ;
Purcell, 2010 ; Sicuro et al, 2012).
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Notre travail consistent a étudié I'espéce Holoturie aspidochirot trées commun dans la
mer méditerranée et en atlantique européen "Holoturia tubulosa” (gemlin 1791). L'espéce est
collectée dans le nord Méditerranée. L'échantillonnage a été réalisé a Benouda wilaya de
Tipaza du début de mois de Novembre 2021 au mois de Mai 2022.

Le but de cette étude est de faire une contribution sur la physiologie de la reproduction
de cette espece ciblé, a travers une étude macroscopique et microscopique des tubules
gonadiques

Notre travail se scinde en trois parties :

La premiere partie est réservee a la synthese des connaissances sur la biologie et
I’écologie d’ Holoturia tubulosa de littoral de la c6te de Tipasa ;

La deuxiéme partie est consacrée aux caractéristiques géographiques de notre site
d’étude.

La troisieme partie concerne les résultats et discussion sur 1’étude macroscopique et
microscopique des tubules gonadiques ainsi que le calcul des indices gonadosomatique moyens
des holothuries afin de déterminer les périodes de pontes ainsi que les stades de maturation
gonadique des populations de 1’Holothuria tubulosa dans une partie de la cote centre algérienne
a savoir la cote de Tipasa.

Et enfin, une conclusion synthétisera I’ensemble des résultats obtenus.
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. Généralités :

Les échinodermes regroupent les Etoiles de mer (Asteroidea), les Oursins (Echinoidea), les
Concombres de mer (Holothuroidea), les Crinoides (Crinoidea) et les Ophiures (Ophiuroidea) (Baker
et al, 1986).

L'holothurie atlanto-méditerranéenne Holothuria tubulosa fait partie des invertébrés benthiques
remarquables de la zone sublittorale peu profonde. C'est une espéce comestible, récoltée en mer Egée
et utilisée comme appat de péche (kazanidis et al, 2014).

Les « Concombre de mer » ressemblent peu aux autres échinodermes. Ils sont
cylindriques, legérement effilés aux extrémités et de taille tres variable. Les Holothuries n'ont
pas de squelette développé, contrairement aux autres échinodermes, a l'exception d'une
couronne calcaire péripharyngienne (Alain et al, 1986), peuvent constituer jusqu’a 90% de la
biomasse dans les écosystemes des fonds marins (Hendler et al, 1995).

Les Holothurides présentant une place importante dans la chaine alimentaire des
écosystémes marins a différents niveaux trophiques, ce sont des constituants important de la
faune benthique, et jouent un rdle important dans 1’équilibre des écosystémes cotiers (in
Benraho et Bouslama, 2005).

Souvent considérées comme des « vers marins », ils ingérent les sédiments contenant la
matiére organique et des matieres rejetées par les plantes et les animaux. Ces animaux remuent
les couches supérieures des sédiments marins favorisant ainsi le processus de « bioturbation »
(Xing et al, 2012).

Ce Processus d’accumulation des matieres organiques en décomposition peut contribuer
a lutter contre les populations de parasites et d’organismes pathogénes (Alain et al, 1986).

La reproduction pour la grande majorité des Concombres de mer est la reproduction
sexuée qui se traduit par le largage du sperme et des ovules en pleine eau en synchronie. Pour

certaines, les Holothuries peuvent produire des milliers d’ceufs (NEGHLI, 2014).
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1.1 Classification

Les différentes familles de I'embranchement des Echinodermes ont été groupées en
quatre classes bien distinctes, qui sont celles des Holothurides, des Echinides, des Stellérides et
des Crinoides.

La classification des Holothuries est basée sur la présence ou 1’absence de podia et des
arbres respiratoires, ainsi que sur la forme des tentacules. Ces premiers criteres permettent de
distinguer les ordres d’Holothuries. Le nombre de tentacule et le dénombrement des touffes
gonadique sont également utilisés (Alain et al, 1986).

1.1.1 Systématique des Holothuries :

Regne : Animalia

Embranchement : Echinodermata

Sous-embranchement : Echinozoa

Classe : Holothuroidea (munie de podia)

Sous-classe : Aspidochirotacea

Ordre : Aspidochirotida (possédant des tentacules peltés)

Famille : Holothuriidae

Genre : Holothuria (Linaeus, 1767)

Espéces étudiées : Holothuria tubulosa (Gmelin, 1791).

1.2 Répartition géographique :

Les « Concombres de mer » sont largement répartis dans les milieux marins du monde

entier, des zones intertidales a la haute mer (conand, 1994).

Il vit dans toutes les eaux, mais préfére les détritiques et prairies zostéres. 1l se nourrit par
I'ingestion de grandes quantités de sable et de la boue dont il se nourrit (Gmlin 1788).

En Mediterranée est plus précisément dans les eaux algériennes, parmi les espéces dominantes

se trouvent 1’Holothuria tubulosa et Holothuria stellati; la premiére est la plus répandue en
Méditerranée (Mezali, 2011)
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Figure 1: Répartition d’Holothuria tubulosa (zone hachure en rouge) (Richon,
2008).

1.3 Lamorphologie :
1.3.1 Morphologie externe :

C’est une holothurie cylindrique dont la forme ressemble grossiérement a un "concombre".
Elle mesure jusqu’a 40 cm de long pour 6 cm de large. La bouche est située a 1I’extrémité
antérieure et comporte des tentacules buccaux courts et difficilement visibles a 1’état de
contraction. Sa peau est de couleur brun clair tirant parfois sur le rouge ou le violace.

Les spicules sont rugueux et épineux. Sa face ventrale est largement tapissée de trois rangées
de podia. Elle n’a pas de tubes de Cuvier ou organes de défense (Mezali, 2008).

Ces animaux ont subi la méme modification essentielle que les oursins, les bras ayant été

réabsorbés dans le corps de sorte que les tubes radiaux descendent le long du corps et se

terminent pres de I'évent (Mezali, 2008).
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bivium = face dorsal

papilles

bouche entourée
de tentacules
peltés

trivium = face ventrale

Figure 2: Anatomie externe d’une holothurie aspidochirote (in Samyn et al., 2006).

Bouche

Tentacule —

Figure 3: Partie antérieure d’Holothurie tubulosa bouche entourée de
tentacules (Tahri, 2014).

1.3.2 Morphologie interne :
A l'intérieur du corps des Holothuries se situe une vaste cavité celomique remplie de liquide a la
composition proche de I'eau mer contenant des cellules spécialisées nommées celomocytes.
C'est dans cette cavité que baignent la majorité des organes de I'animal, & commencer par son
tube digestif (DOGNIEZ, Martin 2020).
Les Holothuries sont caractérisées par un endosquelette réduit, formé de spicules inclus dans le
tégument qui sont des éléments microscopiques essentiels en taxinomie. Le tégument constitue

la partie comestible de 1’individu. Elles présentent une cavité générale spacieuse dans laquelle on
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retrouve les gonades, le tube digestif, les arbres respiratoires (tubes dichotomiques aveugles se

connectant a la base du tube digestif), le systeme hémal (Lakel et Zaoui, 2019).

Le squelette est constitué de minuscules spicules répartis sur tout le derme. Exigible a la fois a

I'absence de squelette rigide et a la forte contractilité du corps mur (M. Jangoux, 1991).

Holothuria sont caractérisées par la présence de « tubes de Cuvier » reliés a la partie

temirale des arbres respiratoires. Ces organes collants riches en mlécules cytolytiqgues nommées
saponines », également présentes en plus faibles concentrations sur la peau de I'animal, peuvent
étre expulsés par le cloaque de I'holothurie en cas d'agression (Bakus, 1968 ; Van Dyck et al,
2011).
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Figure 4 : Schéma de I'organisation interne d'Holothuria tubulosa (Cuenot, 1948
modifié par Tahri, 2015).
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1.3.2.1 Le tube digestif :

L'intestin est un simple tube en boucle qui a trois branches, un membre descend vers
I'anus, le suivant remonte vers la bouche puis se replie dans le dernier membre qui va vers
I'anus. Ces membres sont attachés par des mésenteres a différents intermédiaires du corps, le
premier a celui qui, dans la position ordinaire de I'animal, est mi-dorsal, le suivant a la face
ventrale gauche et le troisieme a la face ventrale droite (A. E. SHIPLEY, M.A., AND E. W.
MACBRIDE, M.A. (Cantab.), D.Sc. (Lond.), 1904).

Accompagnant le tube digestif se trouve des "vaisseaux™ dits dorsaux et ventraux
similaires a ceux des Echinoidea, et il y a aussi un "anneau sanguin™ comme celui décrit dans
la méme classe.

Chez Holothuroidea, le vaisseau ventral est proche du tube digestif mais le vaisseau
dorsal est porté sur une petite créte faisant saillie de l'intestin. Le tube digestif est entouré de
branches mineures du réseau dont les vaisseaux dorsaux et ventraux ne forment que les gros
troncs (Shiply et Mac Bride, 1901).

Vesicule de Poli &

Frme i Sphincter

Seau admirable

L __ poche stomacale

Figure 5: Schéma du tube digestif d’Holothuria tubulosa (adapté par Oomen, 1926).
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1.3.2.2 Le systéme nerveux

Le systéme nerveux est représenté par un anneau cesophagien duquel partent cinq troncs
nerveux longitudinaux qui cheminent d'avant en arriére, au voisinage des cing canaux
ambulacraires longitudinaux (L, lanessan, 1885).

Les tentacules et les viscéres sont fournis par les nerfs de I'anneau ; les podia par des
branches des nerfs radiaux, I'anneau et les nerfs radiaux sont enfoncés sous la surface et se
trouvent sur la face interne. Un canal épineural se trouve a l'extérieur des nerfs. A la suite de
chaque nerf radial sur sa surface interne se trouve un petit nerf "profond", a partir duquel sont

alimenteés les muscles de la paroi corporelle (R, Lankester, 1900).

1.3.2.3 La Respirations :

C'est un systeme de trachées aquiféres com- posé d'un ou plusieurs arbres membraneux
et creux, dont le tronc communique au dehors dans ce méme cloaque ou se rend le rectum : il
se porte dans l'intérieur du corps, se divise et se subdivise en branches, et celles-ci enfin en
petites produc- tions coniques.

D'espace en espace, les branches se renflent en vésicules, et en général on les trouve
plus ou moins gonflées d'eau, il n'y en a qu'un seul trone, qui se partage, dés sa naissance, en
deux branches principales; I'une des deux marche le long de I'enveloppe générale, et lui reste
adhé- rente par une espéce de mésentére; l'autre se glisse entre les intestins, et entrelace ses
rameaux avec les vaisseaux du systeme sanguin intestinal, et qui communiquent de I'un des

grands trones musculaires a l'autre (Cuvier, 1840).

.4 La cavité ccelomique :
Le coelome de I’Holothurie est une vaste cavité remplie d’un liquide (le liquide
coelomique) proche de I’eau de mer dans lequel se trouvent le tube digestif, les poumons et les

gonades (In Samyn et al, 2006).

1.5 Lareproduction :

Les sexes sont séparés (gonochorisme), cependant, des cas d’hermaphrodite occasionnel
ont été rapportés (Herrero-Pérezrul, 1999). Comme il n'y a pas eu de dimorphisme externe
sexuel, le sexe est identifié par I'histologie des gonades (Howaida et al, 2004).

Le mode de reproduction dans la plupart des cas est implique la 1ébération des gameétes a
I’eau et les larves sont planctoniques, la fécondation est externe (Hendler et al, 1995 ; Rupert
Barnes, 1996).
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Comme beaucoup d’autre Echinoderme, certaines espeéce incubent leurs ceufs surtout dans les
régions froides, I’incubation se produit dans la zones ventral et dorsal de I’animal (Herrero-
Prezrul, 1999).

La reproduction est dépendante de la densité, un faible taux de recrutement et de maturité
tardive, peuvent entrainer une forte wvulnérabilité des populations aux changements
environnementaux et / ou pressions anthropiques (Conand, 1993, Chao et al., 1994; Pérezrul
et al., 1999; Ramofafia et al., 2000; Uthicke et Benzie, 2000; Uthicke et al., 2004; Abdel-
Razek et al., 2005; Uthicke et Conand, 2005; Muthiga, 2006; Toral-Granda et Martinez,
2007).

Les holothuries ont la capacité de se reproduire sexuellement ou asexuellement, et il ya des
corrélations entre les facteurs environnementaux et une combinaison de caractéres tels que la
taille du corps, la disponibilité alimentaire, la stabilité de I'habitat, la mortalité et la fourniture
des larves. Ces facteurs interagissent les uns avec les autres et font partie d'un modele qui prédit
le type de reproduction qu’il présente (Mackey et Hentschel, 2001).

Les organes males ou femelles se composent d'une foule de tubes tant6t simples, tantot
plus ou moins ramifiés. Ces tubes sur les parois desquels les éléments reproducteur buccale
entre les tentacules. Les appareils méles et femelles possedent une structure fondamentale

identique (A. Kowalevsky et A.-F. Marion).

1.5.1 Lesorganes de reproduction :

Les organes males sont formés par un faisceau de tubes cylindriques, simples ou
ramifiés dichotomiquement, a extrémité libre arrondie, ne remplissant que le tiers environ de la
partie dorsale du corps (Gmelin, 1899).

Les organes femelles, au contraire, sont constituées par de nombreux tubes
moniliformes, plus volumineux que les précédents, présentant parfois une longueur égale a celle
du corps, et a extrémité anterieure filiforme et amincie. De distance en distance, ces tubes
présentent des étranglements séparant des régions oviféres de forme ovoide (Gmelin, 1899).
1.5.2 Cycle de reproduction :

La gamétogenese et le frai suivent généralement un schéma saisonnier distinct, variant
en fonction des especes et des localisations géographiques (Drumm et Loneragan, 2005).

Holothuria tubulosa se reproduit en été, en général au mois d'Aodt. Les sexes sont
séparés ; I'émission des gametes males et femelles se fait dans I'eau, les individus adoptant a

cette occasion une posture dressée tres caractéristique, I'orifice génital se trouvant sur la partie

10
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antérieure des individus. Cette position permet d'assurer une meilleure diffusion des gameétes,
I'émission de semence dure environ une demi-heure (Gmelin, 1791).

Certains facteurs abiotiques tels que la température de I'eau de mer et la photopériode
(Smiley et al, 1991 ; Ramofafia et al, 2000), les rythmes lunaires (Battaglene et al, 2002) et
des facteurs biotiques tels que la disponibilité de la nourriture (Drumm et Loneragan, 2005)
ont été suggérés comme des signaux exogénes affectant la reproduction des concombres de
mer.

Pour la sex-artio on a cinq étapes de dévelopement indifférencie, gameétogenese, la maturité
la ponte et la poste ponte. Le cycle de reproduction est annuel (Herrero-Pérezul, 1999;
Fajardo et al, 1995).

1.5.3 Reproduction sexuée :

Généralement, les Holothuries sont a sexes séparés (gonochoriques) et ne présentent pas
de dimorphisme sexuel. 1l est a cet effet impossible de discerner extérieurement les males des
femelles (Battagléne, 1999 ; Mercier et al, 2000).

La reproduction sexuée est réalisé au moyen des cycles synchronisés réglés par les
conditions environnementales et hormonales, qui peuvent étre divisés en deux grandes phases
: la gamétogenese et le frai (Giese et al, 1974). Au cours de la gamétogenése, le processus
essentiel est la transformation de cellules somatiques encellules spécialisées : I'ovule chez la
femelle et les spermatozoides chez le male (Giese et al, 1974) .Certaines espéces d’Holothuries
peuvent se reproduire de maniere asexuée par fission.

Au moment de la reproduction sexuée, les holothuries prennent souvent une curieuse

position verticale (Coulon et Jangoux, 1993).

11




Etude bibliographique

Figure 6: Holothuria tubulosa en position verticale sur une surface rocheuse en
libérant les gameétes A: Male, B: Femelle (Bertoncini et al, 2008)

La gamétogenese dépend principalement de la dépense énergétique de chaque espece et
la répartition optimale d’énergie entre la croissance somatique et la synthese du matériel
reproductif (Ramirez-Llodra, 2002).

La différenciation des cellules germinales dans des gameétes males ou femelles est
contrdlée par une neurohormone appelée facteur androgénique, 1’absence de ce facteur affecte
la production de gameétes femelles, a la fois la génération du gamete male nécessite la présence
de ce facteur (Giese et al, 1974).

Chez les femelles des holothuries, la ponte et la fécondation des ceufs se produit dans le
cadre d’une série d’événements reliés entre eux, qui sont entrainés par une hormone endrogéne
qui est responsable de la maturation des ovocytes.

Par rapport aux males, actuellement on connait peu de chose au sujet de la régulation
gamétogenese endocrinienne. Pour mener a bien la ponte, les stimulations externes sont
traduites en fonction physiologiques au moyen du systéme neveux. Probablement les nervures
radiales intégrent les signaux environnementaux qui contrélent la stimulation des organes
internes. La fécondation est plus efficace lorsque ces événements se produisent de fagon
synchrone sur une population locale (Giese et al, 1991).

1.5.4 Reproduction asexuée

La reproduction asexuée est une autre méthode par laquelle les « concombres de mer » se

propagent (Dayleyll, 1851., In Crozier, 1917). Ce processus est mis en évidence sur des
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observations d'individus placés en aquariums. L'idée a été abordée avec incertitude par Crozier
(1917) qui au départ a estimé que ce mode de reproduction par scission n'était pas une méthode
de propagation des holothuries dans leur environnement naturel. Cependant, grace a ses
recherches sur la fission transversale de Holothuria surinamensis (Ludwig, 1875), il obtient des
preuves que c'est bien un processus qui se produit dans des conditions naturelles. Smiley et al.,
(1991) décrivent trois modes de fission parmi les holothuries :

- Le premier procédé implique la fixation de l'individu par ses pieds ambulacraires
antérieurs et postérieurs au substrat, Par la suite I’animal se met & marcher dans des directions
opposées ce qui aminci le milieu du corps, qui finit par se rompre. L'animal reste alors connecté
uniquement par l'intestin, qui finira lui aussi par se rompre et donne deux sections séparées ;

- Dans le second mode de fission, I'animal se divise en trois parties par étranglement du
corps a ses deux extrémités et en gonflant la région médiane. A la suite de cette forte torsion,
les parois du corps rompent au niveau des deux sites de constriction ;

- Le troisieme mode de fission est similaire au second, ce qui implique une constriction
du corps, mais au lieu de se diviser en trois parties, le « concombre de mer » ne se divise qu’en
deux moitiés. C'est le processus de la fission observée par Crozier (1917) qui est illustrée par
la (Fig.7). Aprés que la fission soit terminée, chaque section formée devra alors régénérer soit
I'extrémité antérieure ou postérieure, selon la partie qui a été perdue du corps rompent au niveau

des deux sites de constriction.

b [

Figure 7:Schéma d'individue d'holothurie en division ou récement divisée. Dans A et B la
division est en cours; en B la partie exposée non divisée de I'intestion est visible; C
représente le contour de la moitié orale récement séparée. (Crozier,1917).

I.5.5 Le systeme reproducteur et développement larvaire chez les Holothuries :
Le systeme de reproduction des Holothuries est constitué d'une ou deux gonades (selon

le taxon). Cette gonade consiste en un groupe de tubules (en touffe) débouchant dans un conduit
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unique qui s'ouvre sur la surface supérieure de 1’animal, a proximité des tentacules buccaux ou
carrément entre ceux-ci (Conand, 1993).

Il existe deux types de developpements larvaires chez les Holothuries : indirect, avec un
stade auricularia, le développement larvaire direct ne possédant pas ce stade (Purwati et
Dwiono, 2005).

La température est un facteur inducteur de la ponte chez les Holothuries, une baisse ou
une augmentation de cette derniere va provoquer la ponte chez les méles en premier, 30 minutes
plus tard les femelles vont réagir, I’avant du corps des femelles soumis a une pression interne,
se met & gonfler, puis la ponte a eu licu par fortes projections d’ceufs intermittentes. La
température influence la ponte en premier chez les méles, ce qui poussent les femelles a pondre
(Laxminarayana, 2005 ; Dabbagh et Sedaghat, 2012).

Le développement commence par le soulevement de la membrane, 4 minutes environ
apres la fécondation. L’expulsion du premier globule polaire intervient environ 3 minutes plus
tard (Fig.8B). Le deuxieme globule polaire suit rapidement (environ 2 mn plus tard). Le premier
clivage est radial et holoblastique, et conduit a la division de la cellule en deux blastomeres
hémisphériques égaux (Fig. 8C) (Hamel et al, 2003).

Le deuxiéme clivage se produit de nouveau par I’axe pole végétatif, dit méridien, et
donne deux blastomeéres cylindriques. Environ 10 heures aprés la fécondation, les embryons
sortent de I’enveloppe pour devenir gastrula. Déja a ce stade, celles-ci nagent a 1’aide des cils
qui couvrent la totalité¢ de leur surface ; elles s’allongent pour atteindre leur taille maximale
apres 14 heures (Fig.8E).

Les larves auricularia commencent a apparaitre 24 heures environ apres la fécondation
; c’est le premier stade auquel les larves commencent a ne nourrir. On peut observer
grossissement durant les deux semaines de leur culture (Fig.8F). Elles commencent alors a
accumuler des nodules hyalins (Hamel et al, 2003).

On distingue clairement 1’cesophage, le sphincter, les intestins, le cloaque ainsi que
I’anus. Aprés 16 a 18 jours, ’auricularia atteint sa taille maximale de 1,1 a 1,3 mm ; elle

comporte des somatocéles ainsi qu’un axohydrocéle (Fig.8G). Dans les heures qui suivent, de
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nombreuses auriculariaes commencent a se transformer pour aboutir au stade doliolaria
(Fig.8H) (Hamel et al, 2003).

Figure 8: Stade du développement del’holothurie Aspidochirotes (Hamel et al., 2003).

« Les traits équivalents a 200 um. A. Ovocytes aprés prélévement d’une gonade mire. La vésicule germinale (GV)
est clairement visible. Dans 1’encadré, vue agrandie d’un ovocyte en phase d’ovulation, ou sont restées attachées
les cellules folliculaires (FC). B. (Eufs, pleinement matures, venant d’étre fécondés, la rupture de la vésicule
germinale est trés visible. L’encadré montre la libération des deux globules polaires (PB). C. Stade de la division
en deux cellules. D. Gastrula venant d’éclore. E. Gastrula de forme allongée avec des blastophores visibles (BP).
F. Début d’auricularia sur lesquelles on apercoit les bandelettes ciliaires (CB), les nodules hyalins (HS), la cavité
buccale (BC), I’cesophage (E), I’intestin (I), le cloaque (C) et I’anus (A). Des éléments nutritifs sont présents dans
la cavité buccale. G. Vue ventrale d’une larve auricularia pleinement développée, ou 1’on apercoit le somatocele
gauche (LS), I’axohydrocéle (A), les nodules hyalins (HS), les bandelettes ciliaires (CB), la cavité bucale (BC),
I’acesophage (E), le sphincter (S), I’intestin (I) et le somatocéle droit (RS). H. Vue dorsale d’une larve auricularia
en cours de métamorphose. La taille de la cavité buccale diminue pour disparaitre totalementet les nodules hyalins
(HS) se rapprochent. La bouche (M), I’intestin (I), I’cesophage (E), le somatocéle gauche (LS) et I’axohydrocéle
(A) sont clairement vis
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Au cours de ce processus, les larves rétrécissent d’environ la moitié de leur taille initiale,
la cavité buccale ciliée disparait et les nodules hyalins se rapprochent (Fig.9A). Le stade
doliolaria est atteint environ 19 a 24 jours apres la fécondation (Fig. 9B) lorsque les larves
cessent de se nourrir et que les cils s’alignent en formant cinq couronnes distinctes, le long de
leur corps cylindrique. A ce moment, on peut observer le mouvement des tentacules primaires
est visible a travers le tégument translucide, de méme que le somatocéle. Quelques jours plus
tard, la larve doliolaria se transforme en pentacula qui posséde 5 tentacules buccaux (Fig.9C)
(Hamel etal, 2003).

A ce stade, la larve reste proche du substrat. La fixation définitive, accompagnée de la
perte compléte des cils, ’achévement de la métamorphose et 1’apparition des deux premiers
pieds ambulacraires, se produisent de 22 a 27 jours apres la fécondation (Fig.9D, E) (Hamel et
al, 2003).

Figure 9: Stade du développement des holothuries Aspidochirotes (Hamel et al, 2003).

« A. Larve auricularia au stade final de sa métamorphose, caractérisée par les nodules hyalins (HS), I’cesophage
(E), l'intestin( I), le somatocéle (S) et I’axohydrocéle (A). B. Larve doliolaria pleinement développée sur laquelle
on apercoit les nodules hyalins (HS), les tentacules primaires (PT), les bandelettes ciliaires (CB) et le somatocele
(S). C. Pentactula au début de son développement muni de cing tentacules (T) et des bandelettes ciliaires encore
visibles (CB). D. Vue dorsale d’une pentactula récemment fixée avec des tentacules (T) et les nodules hyalins
(HS). E. Vue ventrale d’une pentactula récemment fixée sur laquelle on apergoit les premiers pieds ambulacraires
(AP) et les 5 tentacules buccaux (T). F. Juvénile précoce, mesurant 1,5 mm, muni de tentacules (T), de pieds
ambulacraires (AP) et d’ossicules (O). Les nodules hyalins ont disparu. G. Juvénile de 2 mm muni de 5 tentacules
(T) et de trois paires de pieds ambulacraires (AP). L’intestin (1) et les ossicules (O) sont visibles. H. Juvénile de 3
mm sur lequel on apergoit les tentacules (T), les papilles (PA), I’intestin (I), I’anus (A), le canal annelé et le bulbe

aquapharyngé (RC + APB) ».
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.6 Habitat des holothuries :
Les Holothuries sont considérés comme exclusivement marines, cependant, des études dans

lesquelles des Echinodermes ont été recueillies dans les estuaires et les lagunes cotiéres, le
substrat dans lequel ils vivent est principalement rocheux et caillouteux, bien qu'il soit
également trouveé dans les fonds des coquilles et d'argiles et entre les algues, s'ils existent dans
la zone (Kerstitch, 1989).

La profondeur de distribution va du 0.50 m jusqu'au 61 m, bien que normalement la
profondeur maximale soit de 33 m (Kerstitch, 1989).

Les petits individus (60-160 mm) sont principalement situés a I’intérieur des cavités et des
fissures entre les pierres, ainsi au dessous d'eux, tandis que les organismes de grande taille (plus
de 16 cm) se trouvent principalement sur des pierres et roches, et ils sont des individus nocturnes
(kerstitch, 1989).

1.7 Prédateurs des holothuries :
Les Concombres de mer ont peu d'ennemis naturels, seulement quelques cas de

prédateurs tels que les Crabes, Etoiles de mer et certains poissons comme Solaster qui ne
consomment que d'autres Echinodermes comme le Concombre de mer. Cependant, sont
communs 1’association entre les Holothuries et d'autres organismes commensaux tels que les
Crabes et les poissons. Ces dernier reste en genéral dans le cloaque et entrant ou sortant de
l'animal quand le sphincter anal s’ouvre (Calva, 2002).

Parmi les Echinodermes, les Holothuries présentent la classe la plus infestées par les
parasites. Les parasites sont toujours dangereux et bien que parfois peut provoquer la mort de
I'ndte, dans certains cas (Jangoux, 1990). Selon une étude sur les maladies des Echinodermes
(Jangoux, 1990), plus un tiers des parasites des Echinodermes vivent sur ou dans les
Holothuries. Les principales parties du corps souffrant des infestations sont le systeme digestif
et le ceelome (Jangoux, 1990). Les maladies induites par des parasites, sont pour la plupart des
plaies de structures créées sur la surface de I'épiderme, des perforations dans I'arbre respiratoire
ou pour le ccelome (Becker, 2002). Les organismes qui ont été enregistrés comme des parasites
sont certaines bactéries qui causent des ulcérations de la peau (Becker, 2002), les champignons,
les protozoaires qui vivent dans I’intestin et le systéme respiratoire, et les métazoaires comme

les plathelminthes (Barel et Kramer, 1977).
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1.8 Alimentation :
La majorité des Holothuries sont détritivores, qui utilisent différentes stratégies pour

puiser leurs aliments dans les cing premiers millimetres de sediment marin (Mezali, 1998;
Chekaba, 2002).

Ingerent le sédiment superficiel, détritus et des micro-organismes associés au moyen de
ses tentacules étendus sur la surface avec ceux qui sont capables d'attraper n'importe quelle
particule ou d'organisme qui heurte contre elle (Roberts et al., 2000).

Les sédiments ingérés par les Holothuries aspidochirotes, se composent principalement
de matieres inorganiques (débris de corail, restes de coquillages, corallines, tests de
foraminiféres, restes inorganiques du benthos). De matiéres détritiqgues organiques
(phanérogames marines notamment des feuilles mortes de posidonies ou en dégradation, algues,
animaux morts en décomposition). De microorganismes (bactéries, diatomeées, protozoaires et
cyanophycées), ou de boulettes fécales expulsées par I'Holothurie elle-méme, ou par d'autres
animaux; la matiére détritique constitue la part la plus importante du carbone organique assimilé

(60 a 70%) (Massin, 1982; Moriarty, 1982; Robert et al., 2000).

1.9 Meécanisme de défense :
Le Concombre de mer a une stratégie de défense contre les prédateurs, quand un étrange

animal 1’attaque, les Holothuries se tournent sur lui-méme en expulsant par lI'anus ses organes
(éviscération) cas d’Holothuria tubulosa , ou chez certaines especes, les tubules de Cuvier. Par
la suite ces organes ou les tubules de Cuvier sont régénérés par le corps sous différents
mécanismes de régénération biologique. Ces processus sont produits par différentes

biomolécules qui sont synthétisés parl'organisme (Jans et al., 1996).

1.10 Mobilité :
Bien que les Holothuries soient considérées comme sédentaires, il est possible

d'observer un gradient de mobilité entre des espéces presque immobiles, et celles capables de
se déplacer assez rapidement grace a des contractions musculaires (Conand, 1991). Plusieurs
especes presentent des rythmes nycthéméraux marqués, en relation avec la nutrition
(Yamanouchi, 1939 ; Hammond, 1982), certaines espéces présentent un comportement
d'enfouissement associé a I'alimentation (Conand, 1991).

Les vitesses maximales sont observées, soit en reaction de fuite, soit pour des individus

déplacés de leur milieu naturel (Kropp, 1982 ; Conand, 1994).

.11 Importance des Holothuries pour la santé humaine :
Le Concombre de mer est I'un des plus recherché et donc le plus cher dans le monde de

la gastronomie, pour son saveur, pouvoirs nutritifs et de guérison. Comme pour ses pouvoirs de
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guérison, les Concombres de mer sont proposes crus, poudre, pilules, pommade, etc.., pour
guérir des maladies comme I'Arthrite, Il'impuissance, a réguler la pression artérielle et le
cholesterol, pour alimenter le corps humain, ou un complément vitamines pour les animaux
domestiques. La Holothurina contient des chondroitines et des glucosamines, qui sont des
éléments de construction du cartilage et d'autres substances bioactives avec des propriétés anti-
inflammatoires et anti-tumoraux (Gonzélez Neira et Vera Figueroa, 2006).

Les nouveaux Glycosides triterpéniques, a la fois sulfatés et non sulfatés, ont été isolés
a partir de Concombres de mer, de régions tempérées et tropicales polaires, dont certains ont
été rapportés d'avoir une cytotoxicité significative contre les lignées cellulaires tumorales
humaines (Zou et al., 2003), l'activité virucide (Maier et al., 2001), activité antitumorale et
antivirale (Rodriguez et al., 1991), I'activité antifongique (Murray et al., 2001; Chludil et al.,

2002) et de provoquer une hémolyse par rupture de la membrane (Kalinin et al., 1996).

1.12 Importance écologie des Holothuries :
Les Concombres de mer sont des éléments importants de la chaine alimentaire dans les

écosystemes tempérés et de recifs coralliens a différents niveaux trophiques. 1ls jouent un role
important en tant que dépositivores et suspensivores. On a souvent dit qu'ils étaient les vers de
terre de la mer, déplacant et mélangeant intensivement le substrat tout en recyclant les matieres
détritiques (Fechter 1972).

.13 L’mportance économique des Holothuries :
Certain Holothuies littorales, d'assez grande taille, sont exploitées pour la

consommation humaine. Elles sont, soit consommeées crues, soit transformées en un produit sec
appelé la "béche de mer" qui est appécié par les populations asiatiques (Conand et Selon,
1988).

Ils sont actuellement récoltées dans la région méditerranéenne et exportés de la Turquie,
actuellement le fruit de mer le plus cher en Catalogne et les Tles Baléares.

Les Holothuries sont consommées non seulement pour leus propriétés gustatives, mais
également pour leurs vertus médicinales ; leurs chair est censée contenir des substances
chimiques possédant des propriétés antibactériennes et antifongiques (Haug et al, 2002 ;
Jawahar et al, 2002).
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Il. Matériel et méthodes

1.1 Zone d’étude
La station de prélevement (Tipaza exactement Benaouda) est située dans la baie de

Tipaza qui appartient a la mer méditerranée occidentale (Fig.10).

Figure 10: plage de Benaouda (Originale).

11.2  Matériel biologique :
Une vingtaine d’Holothurie sont récoltés mensuellement de novembre a mai 2022, a la

main et au hasard, dans les eaux de faible profondeur (<4 métres) dans la zone d’étude.

1.3 Echantillonnage et traitement des échantillons
Les individus d’Holothuria tubulosa ont été prélevés dans une station de la cote de Tipaza

(Figurell).

& mi

@ g-mags.com
-
g
g
s

Figure 11: Situation géographique de la zone étudiée (Google maps,2022).

L’échantillonnage a été réalisé en apnée dans les eaux de faible profondeur qui varie
entre (0,5 et 2 m de fond). Un ensemble de 20 individus a été récoltés mensuellement de

novembre a mai 2022, & la main et au hasard.

20




Matériel et méthode

~

Figurel2: Echantillonnage des Holothuries (Originale).

11.4 Le prélevement :
Le matériel biologique sur lequel nous avons travaillé a été prélevé dans la zone de

Chenoua qui est située dans la baie de Tipaza. L ’échantillonnage qui nous a été fourni (entre
novembre et mai 2022).

I11.5 Traitement des échantillons
11.5.1 Au laboratoire :

Notre travail s’est réalisé dans le laboratoire pédagogique de la faculté des sciences de la
nature et de la vie de 1’université de Blida -1- (Figure 13).

Figure 13: Dissection au laboratoire d’une holothurie « Holothuria
tubulosa » a I’aide d’un ciseau(Originale).

Figure 14: Morphologie externe de Holothuria (Holothuria tubulosa. A: face
dorsale, B: face ventrale)(Originale).

21




Matériel et méthode

11.5.2 Dissection et manipulation
Les Holothuries sont ensuite disséquées le long du corps de I’anus vers la

bouche(figurel3), éviscérés et vidés de leur matériel épi biotique, les gonades sont récupérées

et egouttées pendant 5 minutes sur du papier buvard (Magniez,1983) .
Toutes les gonades ont été fixées avec du formaldéhyde a 10% et stocké pour une

analyse macroscopique et microscopique ultérieure (shiell et Uthicke 2005).

!

I Cloaque

Poumon

Gonade

Tube digestif

Figurel5: Présentation de la position de la gonade (en blanc) au niveau du corps de Holothuria tubulosa de
la zone de Tipaza prelevé en avril 2022 (Originale ).

i ‘2
B = gy —
Figure 16: (A). Mensuration du poids de la gonade d holothuria tubulosa ; (B).
Mensuration du poids humide d‘une holothurie échantillonné dans la zone de Tipaza

(Originale).
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Figurel7: Présentation de la position de la gonade (en blanc chatre) au niveau du corps d’Holothuria
tubulosa de la station de Benaouda prélevé en avril 2022 (Originale).

Une série de mesures pondérales et linéaires était réaliser sur chaque individu a savoir : le
poids humide frais total (PFT) a 1’aide d’une balance de précision a 0,01g, le diamétre et les
longueurs totale, a 1’aide d’un pied a coulisse (+ 1 mm) (Navaro et al, 2012) (Navarro, 2012.),
ces mesures vont servir a I’é¢tude biométrique (Figure 17).

Pendant la dissection on a observer un cas spécial : I’éviscération des organes a I’exterieure les
holothuries ont la capacité d’éjecter une partie de leur visceres(Figure 1).

\

Figure 18: Evisceration des organes I'Holothuria tubulosa

Et on a trouver au niveau d’holothuria tubulosa un petit poisson vie a I’interieure (Figure 20).

- ~

Figure 19: Un petit poisson trouvé a l'interieur d'un Holothuria tubuosa.
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Au sein d’une population d’holothuries ou le développement gonadique est simultané,
une fois la saison de reproduction terminée, les tubules gonadiques régressent apres I’expulsion
des gametes ; il est alors possible que les gonades ne puissent étre observées pendant une
certaine période (purwati et luong-van, 2003) (LUONG-VAN, 2003).

Figure 20: Les mensurations effectuées sur les gonades de Holothuria tubulosa de la zone de
Benaouda: (A). longueur des tubules, (B). diamétre des tubules, (C). longueur des saccules, (D). la
longueur de I’espace de la bifurcation (Originale).

11.6 Détermination des indices physiologique :

11.6.1 Indice gonadique
Pour déterminer la période de reproduction et les différentes étapes du cycle reproducteur

de I’espéce, ainsi que le développement gonadique, un indice physiologique est calculé a savoir
I’indice gonadique (IG) (Fuji, 1962); (Fenaux, 1968); (Lawrence, 1975); (Regis, 1978);
(Nichols.D., 1985) ; (Semroud R., 1987) ; Lawrence et al, 1992 ; (Semroud.R, 1993) ;
(Neghli.L, 2013).

Poids frais des gonades (g)

= X
Poids total de I'individufrais éviscéré (g) 100
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11.6.2 Sex-ratio :
La sex-ratio est un indice représentant 1’abondance d’un sexe par rapport a I’autre dans

une population d’une espéce donnée (Kartas et Quignard, 1984).

La valeur du sex-ratio est donnée par 1’expression :

T de féminité = Effectif des femelles « 100
aux de ferminite = Effectif des femelles + Effectif des males

Taux d linité = Effectif des males « 100
aux €e Masculinmte = e efectif des femelles + Effectif des males

11.6.3 Traitements statistiques :

11.6.3.1 Test d’homogénéité :
Le test d’homogénéité et réalis€ comme suit :

Le calcule I’écart réduit est basé sur la comparaison entre deux moyennes my et m, observe sur
N, et n, cas:
lm1 — m2|

61 62
niTn2

E

M1 : moyenne de I’échantillon femelle ;
M2 : moyenne de I’échantillon males ;
61 : la variance des femelles ;

62 : la variance des males ;

nl: nombre des femelles ;

n2 : nombre des males ;

I11.7 Détermination des stades de maturité sexuelle
Dans notre étude les stades de maturité sexuelle sont identifiés selon la classification de

Conand (1981) modifie par Shiell et Uthicke (2005) qui compote 5 stades :
Stade I : repos sexuelle ou tubules indéterminé ;

Stade II : croissance des tubules ;

Stade III : tubules mature ;

Stade IV : post-émission gamétique ;

Stade V : des tubules vides ;

25




Matériel et méthode

Les stades de maturité ont été établis par rapport aux caractéristiques physiques et morpho

métriques des tubules gonadiques (couleur, ramifications, longueur et diamétre).

11.8 Histologie :
Le traitement histologique des gonades passe par cing étapes :

1. La fixation des tubules gonadiques :
Les gonades une fois prélevees et pesées sont fixées dans solution de formaldéhyde a

10% dans des flacons pour une durée de fixation de 48 h.
La gonade est fixée dans sa totalité toute en prenant soin de garder la proportion de 1/3 du
volume de gonade pour 2/3 de Bouin pour une bonne fixation.
A noter que la bonne marche de cette phase fut grandement facilitée par la forme méme de la
gonade des holothuries composée de tubules. Cette configuration offre en effet une surface de
contact plus grande au fixateur. De plus, la finesse des parois gonadiques facilite grandement
la pénétration du fixateur. Aprés ont été lavées par I’cau, pour arréter la fixation.

2. Déshydratation et inclusion :

Ensuite, les échantillons sont amenés graduellement dans une série de bains a travers un
automate « Leika» qui constitué de déférents réactifs commencant par le formol, puis
augmentant progressivement en alcool (70%,80%,95%,100%,100%,110%), passant dans le
xyléne et enfin dans la paraffine,( pendent 23h).

3. Enrobage :

L’¢éclaircissement des pieces est immeédiatement suivit d'une imprégnation tres soignée a
la paraffine. C’est une étape qui se réalise a chaud a une température tres 1€gerement supérieur
au point de fusion de la paraffine (de 1° ou de 2°C). Dans le cas de la présente étude, comme la
paraffine utilisée a un point de fusion de 56°C, I’étuve a été réglée a 2 degrés au-dessus la
température de fusion, soit a 58°C.

L’inclusion proprement dite dans les blocs de paraffine consiste a positionner les pieces
dans les moules préalablement remplis de paraffine en fusion et a les placées de maniére a
pouvoir obtenir les coupes recherchées.

4. Coupe et montage :

A partir de ces blocs ainsi moulés, des coupes semi-fines (de 5um d’épaisseur) sont
réalisées au microtome (Figure 21). Immédiatement apres, les coupes sont étalées sur des lames
de verre. Les lames sont ensuite gardées, aprés égouttage, dans une étuve a 92 °C pendant 1

jour pour un bon séchage des lames.
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5. Coloration des lames

Pour les besoins du sexage et du suivi des étapes de maturations des gonades des

holothuries Aspidochirotes, nous avons choisi de pratiquer des colorations topographiques sur

les coupes préparées a partir des gonades échantillonnées.

De méme, les critéres utilisés pour la détermination des stades de maturité des gonades

sont basés sur des caracteres cytologiques (TANAKA, 1958), qui peuvent étre mis en

évidence par certaines colorations topographiques.

Tableau 1 : Exemples d’études sur la reproduction d’espéces marines ou la coloration
topographique a été utilisée.

Auteur Coloration Organisme étudié Tissu
TEHRANIFARD etal. | Hématoxyline-éosine |  Stichopus herrmanni (holothurie) | Gonades
(2006)
GABR et al. (2004) Hématoxyline- éosine | Actinopyga mauritiana (holothurie) | Gonades
RAMOFAFIA et al. Hématoxyline- éosine Holothuria scabra (holothurie) Gonades
(2003)
PURWATI et LUONG-
VAN Hématoxyline- éosine. | Holothuria leucospilota (holothurie)| Gonades
(2003)
HOAREAU et Trichrome Stichopus chloronotus (holothurie) | Gonades
CONAND (2002)
SEWELL et CHIA Hématoxyline- éosine Leptosynapta clarki (holothurie) Gonades
(1994)
HAMEL et al. (1993) | Hématoxyline- éosine Psolus fabricii (holothurie) Gonades
HUET (1974) Trichrome de Prenant Asterina gibbosa (Asteride) Cel.
germinales
NAIMI (2009) Trichrome de Prenant- Crassostrea gigas (huitre) Gonades
Gabe
DIADHIOU (1995) Trichrome de Masson Crassostrea gasar (huitre) Gonades
GIRARD (1972) Hémalun-éosine Haliotis tuberculata (Ormeau) Gonades
BOUHBOUH (2002) Trichrome de Masson Barbus callensis (poisson) Gonades
var. Goldner
DEMESTRE et
FORTUNO Hématoxyline- éosine. Aristeus antennatus (Crevette) Gonades
(1992)
Zamiche et Cheurfi
(2022) Hématoxyline- éosine. Holoturia tubulosa (holothurie) Gonades

(Présente étude)

I1 en ressort que les techniques de coloration topographique les plus utilisées pour I’étude de
la reproduction des espéces marines sont I’Hematoxyline-Eosine et le Trichrome de Masson

dans toutes ses variantes.
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Flacon des gonades

Cassettes

Mousse

L’automate « Leika »

Plaque chauffante pour maintenir la

paraffine en fusion. Egalement avec

monitorage de la température (SLEE
MAINZ MPS/C)

Distributeur de paraffine (SLEE
MAINZ MPS/C).

Plaque froide (SLEE MAINZ MPS/C)

Microtome de marque « leika »

Bain marie pour I’étalement des
coupes (SLEE)

Figure 21: Equipment de laboratoire du 1’anatomie et pathologie du centre hospitalier (EPH de
Koléa) pendant servi a I’étude histologique.

28




Matériel et méthode

L'automate de coloration (SLEE
MAINZ)

la haute (CRUMA)

Figure22: Equipement de laboratoire du 1’anatomie et pathologie du centre hospitalier (EPH de
Koléa) pendant servi a I’étude histologique
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V. Résultat et discussion

IVV.1 Echantillonnage
Notre objective porte sur le comportement reproducteur des holothuries aspidochirotes

de la baie de Tipaza. Notre échantillonnage est basé sur les échantillons d’holothuries tubulosa

collecté pendant huit mois entre novembre 2021 et juin 2022. Le cycle annuel n’a pas été

complété (absence d’échantillonnage en décembre et mars et avril) en raison des conditions

météorologiques défavorable. L’effectif des échantillons prélevés sont reportés dans le

tableau 01.

Tableau 02. Effectifs des échantillons mensuels d’Holoturia tubulosa prélevées dans le site

de Benaouda (Tipaza).

Mois

Novembre

Décembre

Janvier

Février

Mars

Avril | Mai Juin

Echantillon

5

3

- 11 5

Tableau 03 : Caractéristiques morphomeétriques, observations macroscopiques et stades de
maturité des gonades d’H. tubulosa de la région de Benaouda (Tipaza).

Stade | Sexe L+ET D+ET P Mois
1 E 16,380 0,14+0,04 180

M | 17.69+2,01 | 0204001 | 170 Janvier
T 1,52+0 0,18+0

F 70 Février
/ / / / Mars
1 / / / Avril
1l F | 21,08+3,88 | 0,39+0,49 | 9782

M | 21,11+3,42 |0.40+0,40 | 7767 Mai

F | 17,9742,99 | 0,94+0 227.2
IV

M | 24254610 | 0,49+0 229,75 Juin

= / / /
v 19,96+4.98

M e 4,37+2.27 42,08 Novembre
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Figure 28: Mesures biométriques d’Holothuria tubulosa de la zone de Benaouda. (A) : longueur
mensuelle moyenne ;(B) : Diameétre moyen.

IV.2 Mesures adoptées :
I11. 2. Observations macroscopiques et stades de maturité des gonades chez les holothuries
aspidochirotes étudiées (tableau 3).

Les gonades des holothuries sont différentes aux autres échinodermes puisque 1’ovaire et les
testicules est unique, ne présentant donc pas de symeétries pentametre (Conand, 1989).

Les observations macroscopiques effectuées sur les gonades d’espece d’holothurie étudiées
durant chaque stade de maturité sont détaillés dans le tableau suivant :

Tableau 04 : Les mesures des gonades :

Stades mois sexe | Poids Longueurs | Diameétre | Couleur Caractéristiques
des des des macroscopique
gonades | tubules tubules
(9) (mm) (mm)

Stade V | novembre | M 0,018 13 0,22 Beige Tubules courts
et ridés trés
minces
complétement
vidés.
Stade I | Janvier M 0,652 1,40 1,6 Blanchatre | Tubules courts
et minces.
Stade Il | Mai F 1,514 1,48 1,6 Orange Tubules long et
épaisse.
Mai F 4,976 35,4 2,2
Stade IV | Juin M 3,606 1,28 0,8 Tubules long et
épaisse.
Juin M 3,966 10,16 0,2 Beige
Juin F 0,901 1,54 0,24 Orange
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Figure24: Mesures biométriques des tubules gonadique d’Holothuria tubulosa de la région de
Benaouda. (A) : Longueur mensuelle moyenne ; (B) : Diamétre moyen ;(C) : poids des gonades.
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Figure 25: Relation taille poids total d'Holothuria tubulosa de la

zone de Benaouda.
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IV.3 Observation macroscopique :

Tableau05 : Observation macroscopique des gonades males et femelles d 'Hlothuria
tubulosa de la zone de benaouda (Tipaza)

7 Novembre Janvier Mai Mai Juin

Femelle

Male

La coloration des tubules gonadiques change également tout au long de I’année, en
fonction de la maturité sexuelle. Chez les femelles de cette espece, des couleurs saumon sont
signalés pendant la phase de croissance (stade I1), alors que ces couleurs sont orange pendant
la maturité (stade I11). Pendant et aprés la ponte (stade 1V et V), la coloration des tubules change
en beige, mais cette période est souvent repérée par des tubules gonadiques présentent des
taches orange foncée. Pour les méles, la couleur des tubules gonadique durant les stades 1l &
I11 est blanchatre. On observe par contre des couleurs beige et saumon pendant et aprés la ponte
(aux stades IV & V) (Tab. 4).

On remarque que la ramification des tubules gonadiques ne varie pas entre les
sexes pendant les differents stades de maturité sexuel, on observe par contre, une augmentation
du nombre de saccules dans les deux sexes entre le stade de croissance (stade 1) et de maturité
(stade I11) (Tab. 4).

La longueur et le diametre des tubules augmentent principalement durant le stade I1
(en février) (Tableau 14)

Par contre, la croissance est moins accentuée jusqu’au mois de juillet.
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Les gonades atteignent leur maturité (stade 111) durant les mois d’avril et mai, et elles

commencent & engendrer le stade IV en mois de juillet. La plupart des tubules gonadiques sont

complétement dépensés au stade V jusqu’au mois de janvier. (Tableau 14)

1V.3.1 Evolution mensuelle de’IGSm (tout sexe confondus)
Tableau 06 : Les moyennes des indices Gonado-Somatique (IGSm) exprimés en (g) £ (Ecart-
type) de benaouda (Tipaza).

novembre janvier février Mai Juin
IGSm 0,42+0,021 0 1,952+1,77 2,282+1,81
Male 0,4+2,22
IGSm 0 0,20+0 0,640 3,01£4,52 1,47+1,12
Femelle
IGSm 0,35+0,13 0,640 2,33+£2,88 1,95+1,47
Total 0,4£2,22
IGSm Femelle IGSm Male
2.5
2
15
1
0.5
0
novembre janvier  février Mai Juin novembre janvier  février Mai Juin
IGSmt
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00
novembre  janvier février Mai Juin
e=@=|GSm

Figure26: Evolution de I’indice gonadosomatique moyen d 'Holothuria tubulosa.
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Reproduction et developpement gonadique chez les holothuries dépendent de la
température de I'eau. Développement gonadique atteint son plus haut niveau dans les périodes
ou I'eau la température atteint également les niveaux les plus élevés, et le frai (Conand,
1981, Costelloe, 1988 ; Tuwo et Conand, 1992).

Titre du graphique

2.5 30
) 25
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Figure27: Evolution de I’indice gonadique en fonction de la
température chez I’Holothuria tubulosa de site Benaouda.

1V.3.2 Sex-ratio :

Sex-ratio

aM =F

Figure28: Répartition de la sex-ratio en fonction du mois chez
Holothuria. tubulosa au niveau de Benaouda (Tipaza).
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IV.4 L’histologie des gonades méle et femelle :

Male Femelle

x100

Figure 29:Les caractéristiques microscopique des gonades d'holothuria tubulosa (Male a la
colone gauche et Femelle a la colone droite au stade de maturation.Femelle: Ee : épithélium
externe de la paroi ovarienne ; Ei : épithélium interne de la paroi ovarienne ; Lt : lumiére du
tubule ovarien ; N : noyau ; n: nucléole ; OG : ovogonie; OP : ovocyte prévitellogénique ; OV :
ovocyte ; OV1 : ovocyte vitellogénique primaire ; Tc : Tissu conjonctif..Male : Ee : épithélium
externe de la paroi gonadique ; Ei : épithélium interne de la paroi gonadique; fl : flagelles ; Lt :
lumiere du tubule; m : fibre musculaire ; SG : spermatogonie; SC : spermatocyte;sz:

spermatozoide.
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2 :Cas d’hermaphrodite :

s B AN
Figure 30: Section du tubule gonadigue en phase de maturation avancée chez holoturia
Tubulosa (hermaphrodite ).

Ee : épithélium externe ; OV : ovocyte ;sz: spermatozoide; L : lumiere.
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V.

Résultat et discussion

Discussion
Les résultats de 1’étude de la reproduction consiste : 1’étude morphométrique des tubules

gonadiques (basé sur des mensurations et observations visuelles) et du cycle de reproduction (a
travers le calcul de I’IGSm) d’espéce d’holothurie aspidochirote Holothuria (H.) tubulosa
(Tableau 05) échantillonnées dans le site de Benaouda (Tipaza) ont été obtenus (Figurel?2).

Les sexes étant séparés sans qu’il y ait de dimorphisme sexuel apparent ; le seul critére
de sexage étant la gonade elle-méme. Par conséquent, Il est impératif d’ouvrir I’animal pour
identifier son sexe.

Au cours de notre étude, on a trouvé que 1’Holothuria tubulosa a la capacité d’expulser
leur viscere a I’extérieure du corps, comme le cas chez les autres holothuries qui ont la capacité
de subir une éviscération et d’¢jecter une partie de leur visceres, ce qui peut étre régénéré plus
tard (Bertolini, 1930).

Longueur moyenne était de 19,98 +5,40 cm pour les méles et de 17,58+3,93 cm pour les
femelles. Le poids éviscéré a également montré des différences significatives entre les sexes
les males étant plus Iégers que les femelles (la moyenne de poids éviscéré pour les males était
de 75,08+60,02 et de 90,32+62,31 pour les femelles.

Aprés la dissection de I’animale, On est trouve certains petits poissons comme les
Carapidae (Figure 19) séjournent et circulent librement dans I'anus et parfois une partie du tube
digestif des grosses holothuries, ou ils trouvent un abri mais aussi une aire de reproduction pour
certaines espéeces, qui peuvent y habiter en couple (Rogers et al. 2018).

La gonade se composait d'une paire de touffes de tubules découlant de la base de la
gonade, qui était contigu avec la paroi dorsale de 1’cesophage (Figure 15). Les tubules étaient
allongés et ramifiés. La ramification des tubules se faisait par bifurcation, qui se produisait
auparavant segments ramifiés. Comme la maturation a progressé la coloration des tubules est
passée de translucide a la creme chez les males et les femelles (Tableau 04).

Nos observations ont révélés genéralement des gonades orange chez les femelles, et
blanchatre pour les males selon que I’on se trouve au début ou a la fin de la maturation sexuelle
(Tableau 04).

Le diameétre des tubules gonadiques a été étudié pour identifier les différences selon le
sexe et la saison (Figure 20). Prélevements mensuels de gonades de 7 individus (selon leur
disponibilité le long du cycle de reproduction) (Tableau03).

La longueur et le diamétre des tubules gonadiques augmentent a partir du stade Il

jusqu’au stade IV (Tableau 03).
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Les tubules femelles sont plus larges que les tubules méles chez Holothuria tubulosa, ce
résultat contraste avec un modeéle commun trouvé pour de nombreuses holothuries, c'est-a-dire
Roweia stephensoni et Neostichopus grammatus (Foster et Hodgson, 1995), Holothuria
sanctori (Navarro et al. 2012), et H. spinifera (Asha et Muthiah, 2008). Par contre, le diamétre
tubulaire n'a pas montré de différences significatives entre sexes chez P. regalis .

L’étude du cycle de reproduction de I’espéce étudiée nous a permis de décrire un
comportement sexuel lié aux cycles mensuels, avec une phase de croissance principalement
printanier, suivit d’une ponte en été. Dans automne, 1’espéce récupére progressivement de la
ponte avant d’entreprendre un nouveau cycle.

Le suivi des stades de maturités des gonades nous a révélé que la phase de croissance
constitue une phase d’une longue période (de février jusqu’a mai) (Figure 23).

La variation temporelle de I'l|GS sur la période d'échantillonnage a montré un pic en mai et
juin 2022, pour les deux sexes, I’IGS moyen total a atteint son maximum en mai de valeur de
(2,33+2,88) et pour les males (2,282+1,81) et (3,01£4,52) pour les femelles (Figure 24).

Cependant, la temperature, de méme que 1'agrégation des individus seraient les Factures
exogenes les plus probables pour la stimulation de la ponte (Smith, 1971).

Chez I’Holothuria tubulosa de Benaouda (Tipaza), on a observé que le nombre du males
supérieures au nombre des femelles (Figure28), et tous les individus avaient des gonades
différenciées, pendant la saison chaude (tableau 04).

Le cycle de reproduction pourrait étre caractérisé par cing étapes dans les deux sexes males
et femelles (Figure 30).

Concernent les coupes histologiques on a observé les caractéristiques microscopique des
tubules gonadique :

Femelle : Les tubules ont des parois minces et sont dilatés, presque compléetement remplie
d'ovocytes matures entourés de leur membrane vitelline. Chaque ovocyte contient une vésicule
germinale bien définie et un seul nucléole ; quelques ovocytes immatures peuvent étre observes.
Male : La paroi du tubule est plus minces ; ses invaginations atteignent leur épaisseur maximale
et forment un motif en forme de labyrinthe bien défini dans la lumiére tubulaire, et la lumiére
atteint son diameétre maximum et est remplie de spermatozoides ne laissant aucun espace vide.
La paroi du tubule est tres lisse et étiré au maximum.

Un autre cas a été trouvé on suppose que c’est un cas hermaphrodite en raison de la présence
d’un mélange entre des cellules male (spermatozoides) et femelle (ovocytes) (figure 31).
L’¢tude histologique des gonades échantillonnees a permis de suivre le déroulement des
processus de la gamétogénese chez | 'Holothuria tubulosa. On constate une bonne concordance
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entre les phases de maturité décrites a la fois par le suivit du RGS mensuel moyen et la lecture

microscopique des stades de maturité des gonades
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Conclusion

Les objectifs principaux de cette étude étaient une détermination du comportement des
indices physiologiques d’une part par rapport aux changements des saisons. Ainsi que 1I’étude
histologique des gonades

L’étude de I’évolution temporelle du rapport gonado-somatique « RGS » fait ressortir un
accroissement graduel de la biomasse germinale durant 1’année chez 1’espéce. Cette phase
d’accroissement du matériel gonadique court tout au long des mois de printemps et peut
déborder sur la saison estivale dans certain cas.

Le suivit de I’évolution des structures gonadiques par la méthode histologique, permet de
confirmer globalement le schéma de la gamétogénése tel que décrit a partir de ’analyse de
I’indice RGS.

Concernant le mode de reproduction d’espéce Holothuria tubulosa, 1’étude confirme
qu’elles sont gonochoriques sans dimorphisme sexuel externe visible a I’ceil nu.

Cette espece a est récemment devenue une espéce économiquement précieuse qui est
ciblée par les pécheurs et les entreprises d'exportation alimentaire, qui alerte sur le danger de
surpéche, notamment avec l'absence de protocole de production. Par conséquent, c'est une
nécessité de divulguer son protocole de production en écloserie par élevage en captivité dans le
cadre du projet actuel pour éviter les scénarios de consommation irresponsable

Le but de cette mesure est de protéger les juvéniles et les adultes récemment arrivés a
maturité d'étre péchés, permettant a ces individus de frayer avant qu'ils ne puissent étre
commercialisé (Purcell et al ; 2009).

Les résultats obtenus sur les mesures biométriques des tubules gonadiques et 1’évolution
mensuelle des es indices gonadosomatiques moyen (IGSm) établis sur 1’espéce d’holothuria
tubulosa étudiée, montrent IGSm maximum 2,33+2,88 dans le mois de mai.

La température s’avére un paramétre important pour la reproduction chez cette espéce
d’échinodermes.

Enfin en perspectives, il serait nécessaire a 1’ avenir de compléter notre étude sur la
recherche de comment fait le commensalisme ; ainsi que, par une étude microscopique des
gonades pour trouver I’hermaphrodite pour pouvoir comparer et confronter les résultats

obtenus.
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