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ACTH: Adreno Cortico Trophic Hormone.

ADN: Acide Désoxyribonucléique.

ADNmt: ADN mitochondrial.

akrlb7: aldo-keto reductase 1-B7.

AMPc: Adenosine Mono Phosphate 3', 5'- cyclique.
AS: Aldostérone Synthase.

AVP : Arginine Vasopressine.

AVPR2: Arginine Vaspressin Receptor 2.

B

B: Bound.

brcal: cancer type 1 susceptibility.

C

C: castré.

COl: cytochrome ¢ subunit I.

COIl : cytochrome c subunit 1.

Cpm : coups par minute.

CRH: Corticotrophin Releasing Hormone.

CT: castreé traité a la Testostérone.

CYP11B2: cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2.
cyt b : cytochrome b.

D
dNTP : Désoxyribo-nucléotides triphosphate.

DOC : Déoxycorticostérone.
E

EDTA: acide éthylene diamine tétra acétique.



ENaC : Canal Epithélial a sodium sensible a I’ Amiloride.
ERV-L: Endogenous Retroviral sequence.

F

FSH: Follicle Stimulating Hormone.

G

GH: Growth Hormone.

ghr: growth hormone receptor.

GnRH: Gonadotropin-Releasing Hormone.

H

ha : hectare.

HRE : Hormone Response Element.

I

IP3: Inositol 1, 4, 5-triphosphate.

IRBP: Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein.
L

LH: Luteinising Hormone.
LCAT: Lecithine Cholesterol Acyl Transferase.

M

MR : Récepteur Minéralocorticoide.

MS : Microsatellite Sequence.

P

P450scc : P450 Side Chain Clivage.

PA : Pression Artérielle.

PBS: Tampon Phosphate Salin (Phosphate Buffered Saline).
PCR: Polymerase Chain Reaction.

PR: Pancreatic Ribonuclease.

R

Regl: Recombination Activating Proteinl.

Rbp3: Interphotoreceptor Retinoid-Binding Protein.
S

StAR: Steroidogenic acute Regulatory Protein.

T



TASK: Twik Acid-Sensitive K channel

U

UPGMA : Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
V

vwf: von Willebrand factor.

Z

ZG: zone glomérulée.
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Castration : ablation chirurgicale des testicules (Orchidectomie bilatérale ;
Ovarictomie) (Cau, 2001).

ADN mitochondrial : est présent dans la matrice des mitochondries. C’est une
molécule circulaire bicaténaire et sa taille differe selon les organismes (Oudot-Le
secq, 2000).

FASTA : algorithme proposé par Pearson bas¢ sur 1’identification rapide de fragments
strictement identiques entre la séquence cible et les seéquences de la banque (Comet,
1998).

Alignement de séquences : est une des opérations fondamentales dans le processus
de la reconstruction phylogénétique, puisque c’est sur elle que se base beaucoup de
résultats comme les mesures d’identité et la recherche d’homologies entre séquences
(Comet, 1998).

UPGMA : une méthode utilisée pour construire des arbres phylogénétiques si les
séquences ne sont pas trop divergentes (Golding et Morton, 2003).

Espéces sceurs : ce sont des especes ou les mouvements recombinants violent les liens
de parenté entre ces especes: une espéce récupere une partic du génome d’une autre,
n’ayant parfois qu’un lien de parenté trés éloigné de la premiere (Larson, 1998).
Bootstrap : est une méthode souvent utilisée pour tester la fiabilité des branches

internes des arbres phylogénétiques (Felsenstein, 1985).
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Le rongeur du désert Gerbillus tarabuli constitue un bon modéle expérimental pour
I’étude des mécanismes de développement qui permettent sa survie aux conditions de son
environnement. L’objectif de notre travail repose sur deux volets, le premier consiste au
positionnement de notre espece Gerbillus tarabuli par rapport aux autres espéces du genre
Gerbillus dans un arbre phylogénétique. L’arbre phylogénétique obtenu dans ce travail a été
¢élaboré a I’aide du logiciel MEGAS a partir de 61 séquences de cytb de ’ADNmt de 17
espéces qui appartiennent au genre Gerbillus et pris dans différentes régions géographiques.
Le deuxiéme volet consiste a étudier les répercussions de la castration sur la fonction
hydrominérale chez Gerbillus tarabuli. Pour cela 39 gerbilles de sexe male ont été
utilisé .Capturés pendant la période de reproduction (fin d’hiver-début de printemps), ces
gerbilles sont réparties en 3 lots (lot témoin : n=13 ; lot castré depuis 50 jours: n=13 et un lot
castré depuis 50 jours et traiteé 7 jours a la testostérone: n=13). Apres sacrifice par
décapitation, les surrénales sont prélevées et pesees. La surrénale droite est fixee au formol a
10% pour I’étude structurale alors que le sang artério-veineux est récupéré dans des tubes a
EDTA pour doser I’aldostéronémie par la technique RIA. L’ensemble des résultats
phylogénétique nous a permis de caractériser d’une part les espéces les plus proche a notre
modele d’étude Gerbillus tarabuli et d’autre part les espéces sceurs (cas de complexe
(G.nanus / G. amcenus) et (G.pyramidum / G.floweri / G.perpallidus)). Les résultats
physiologiques ont montré que la castration ne modifie pas le poids corporel alors qu’elle
augmente le poids surrénalien surtout en valeur relative. L’étude structurale a révélée une
hypertrophie du cortex surrénal, aucun changement de la zone glomérulaire (hauteur de la
zone et de surface cellulaire), alors que I’aldostéronémiec 1’hématocrite subissent une
diminution. Ces résultats suggéerent I'existence des actions adaptatives de la surrénale chez les

gerbilles au cours de sa période de reproduction.

Mots clés : Gerbillus tarabuli, géne cytb, arbre phylogénétique, castration, Zone glomérulée,
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The rodents of the desert Gerbillus tarabuli constituent of good experimental models for
the study of mechanisms of development allowing their survival conditions of their
environment. As well as these studies led to this rodent adrenal-cortex functions. The aim of
our study is based on two parts, the first consists of the positioning of our Gerbillus tarabuli
sort compared with the other one which is Gerbillus in general phylogenetic tree, The
phylogenetic tree obtained in this study has been elaborated by using a software MEGAS
starting from 61 sequences of the cytb of the DNAmt of the 17th species which belong to the
Gerbillus it’s kind that also was taken in a various geographical. Second, it consists in
studying the effects of the castration on the mineral-water function at Gerbillus tarabuli. For
that 39 male gerbils were used. Captured for the period of reproduction (end of winter-
beginning of spring), these gerbils are divided into 3 groups (control: n=13; castrated since 50
days: n=13 and a castrated since 50 days treaty 7 days with testosterone: n=13). After sacrifice
by decapitation, the adrenal gland were removed and weighed. The right adrenal was fixed in
10% formalin for the structural study, whereas arterio-venous blood was recovered into
EDTA tubes for aldosterone and hematocrit assay. Aldosterone was analyzed by RIA. All of
phylogenetic results permit to characterize on the one hand the nearest kind to our study’s
model Gerbillus tarabuli and , in the other hand the sort of sisters in complex case (G.nanus
/ G. ameenus) and (G.pyramidum / G.floweri / G.perpallidus). The physiological results
showed that castration does not modify the body weight whereas; increases in adrenal weight
especially when in it relative. The structural study has reviled in hypertrophy on the adrenal
cortex, no change of the glomeruloza zona (height of the zona and cellular area), whereas the
aldosteronemia the hematocrit decrease. These results suggest the existence of the adaptive

actions of the adrenal in the gerbils during its period of reproduction.

Key words: Gerbillus tarabuli, cytb gene, phylogenetic tree, castration, glomeruloza zona.
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Introduction

Les gerbilles du genre Gerbillus (Rodentia, Gerbillinae) peuplent dans les milieux

arides et semi-arides sahariens. Parmesan (1996), Hughes (2000) et Walther et al. (2002)
indiquent que la modification des aires de répartition d’un certain nombre d’espéces de ce
genre est I'une des premiéres réponses, et la plus visible, aux fluctuations climatiques et/ou
environnementales.

La large aire de répartition de ce groupe rend difficile de disposer d’échantillons
représentatifs de ses différentes especes en vue d’une étude systématique complete. Par
ailleurs, beaucoup d’especes ont une distribution réduite, voire ne sont connues que de la
localité ou la région de description (Granjon et Denys, 2006). Malgré ces difficultés,
quelques auteurs ont tenté de revoir ’ensemble de la systématique du genre, a 1’échelle de
toute sa distribution ou sur la partie africaine de celle-ci (Petter, 1968 ; Lay, 1983 ; Musser
et Carleton, 2005 ; Granjon, 2013). D’autres études se sont uniquement focalisées sur une
aire géographique donnée (Setzer, 1956 ; 1958 au Soudan et en Egypte respectivement ;
Saint-Girons et Petter, 1965, Lay, 1975, Aulagnier et Thévenot, 1986 au Maroc ; Ranck,
1968 en Libye; Wassif et al., 1969 et Osborn et Helmy, 1980 en Egypte; Lay et Nadler,
1975 a I’Est de I’Euphrate en Irak; Cockrum et al., 1976 en Tunisie; Yalden et al., 1996 en
Ethiopie et Erythrée; Granjon et al., 2002 au Mali, Dobigny et al., 2002 au Niger).

Notre modéle d’étude Gerbillus tarabuli est une espece qui fait partie de ce genre. 11
est distribué dans tout le nord de 1’Afrique, du Maroc a Lybie, et de la Mauritanie au Tchad
(Granjon et al., 1999). Arrivée récente au Sénégal interprété comme une extension de
distribution vers le sud, liée a la désertification (Duplantier et al., 1991) et ainsi dans la

région semi désertique en 1’Algérie (Granjon et al., 1992 ; Duplantier et al., 1991).

Nous avons choisi cette espece comme animal de laboratoire car les conditions
relativement faciles d'élevage et de manipulation de cet animal ont favorisé I'extension de ce
travail.

Nous avons organisé notre travail en deux grandes parties. Le but de la premiere partie
est de trouver les répercussions d’effet d’une castration suivie d’un traitement a la
testostérone en période de reproduction chez Gerbillus tarabuli sur la zone glomérulée de la
corticosurrénale qui va étre abordé sur plusieurs angles. Cette recherche est basée d’une part
sur la détermination de certains paramétres physiologiques : pondéraux (poids corporel,
surrénalien) ; histologiques (la zone glomérulée corticosurrénalienne) et biochimiques

(aldostérone et I’hématocrite). La partie pratique est réalisée dans le laboratoire de recherche
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Introduction

sur les zones arides (LZRA) de I'université des sciences et technologie Houari Boumediene
(USTHB).

La deuxiéme partie fournit sur 1’étude phylogénétique qui est basée sur la comparaison
interne de Gerbillus tarabuli avec d’autres espéces de genre Gerbillus au niveau moléculaire a
partir des données qui se trouvent au niveau de la GenBank, qui fait I’objet de notre étude,
afin de positionner cette espéce dans I’arbre phylogénétique par rapport aux autres espéces qui
appartiennent au méme genre « Gerbillus », résultat qui va servir de guide pour de futures
travaux physiologiques et dans les choix des modeles biologique utilisé.

Nous commencons le chapitre | par des données bibliographiques, nous avons divisé
ce chapitre en trois parties:

o Nous allons tenter de présenter précisément notre modéle d’étude Gerbillus tarabuli,
leur classification et leur distribution géographique en Afrique et particulierement en
Algérie.

o Nous allons porter sur la physiologie du Gerbillus tarabuli ou nous allons tenter de
mettre en évidence 1’anatomie et I’histologie de la surrénale en particulier la zone
glomérulée corticosurrénalienne qui sécrete les minéralocorticoides principalement
I’ Aldostérone, nous présenterons son biosynthese et sa régulation et nous abordons
aussi I’interrelation entre les gonades et les surrénales.

o Nous allons définir la phylogénie et nous avons cité les différents marqueurs
phylogénétiques qui aident a la reconstruction phylogénétique des espéeces.

Le chapitre Il fournit le matériel et les méthodes que nous utiliserons pour la réalisation de
notre étude, dans le chapitre II1, nous rapportons les résultats obtenus ainsi qu’une discussion
a la lumiére des données bibliographiques.

Enfin, nous terminerons ce mémoire par une conclusion générale ot nous degagerons les

principaux résultats ainsi que les perspectives ouvertes par ce travail.
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Figure 2 : Répartition géographique des G. tarabuli dans I’Afrique
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Figure 3: Localisation des glandes surrénales (Delmas et al., 2008)
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Figure 4 : Structure générale de la glande surrénale (a et b) (Hanna, 2010).

e A e e e e e e e e e sie <de e e sie <be e sbe sie <be e e sie sbe e e <ie sbe e Sbe e e e e e e e e e e e e e e e e e e < =i

>§§d«=%4«7do«a%%%%%%%%%%%cmocmocmocmocm»cm»cm»cm»cm»cm»cm»cm»cmvcmvcmvcmvcmvcmvcmv%#######%%%%%%%%%%%%%%%#%%%%%%%%%%%%%%%%ﬁ{g



Rappels bibliographiques Chapitre I

Figure 5: Structure de la zone glomérulée chez le rat (Mitani et al., 2002).

Cc : Capsule conjonctive ; ZG : Zone glomérulée
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Figure 6: Biosynthése des hormones stéroides dans le cortex surrénal (Amar, 2012).
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Rénine

Figure 8: Systéme rénine angiotensine aldostérone (Amar, 2012).
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Figure 9 : Développement de la glande surrénale et des gonades a partir des crétes
urogeénitales (Keegan et Hammer, 2002).

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

*

%%%################qwqx%qxﬁqx%qx%qxﬁqx%qx%qx%qx%qx%qx%qxﬁqxﬁqx%qx%qxﬁ%qxr/%qxbqxr/qm/qxbqm»%%%%%%%%%%%%%%%%###%####qmmmmwpququququ



%%%#############<K>$>#%#F#%#%%%<§<€><§<€><X€><X€><X£><X£><X£><M><X£><X£>%%#%%%%%%<Kt><Kt><Kt>%4}?40?%ﬂ%ﬁ%ﬂd@ﬁ?d@ﬁ?%‘»d@ﬁ?d@ﬁ?%‘»%‘»%‘»%ﬂ%%ﬁ####%####%F%F#F#F%##F#F%

Rappels bibliographiques Chapitre I

I.1. PRESENTATION DE L’ESPECE

1.1.1. Classification

Gerbillus tarabuli est une espéce qui fait partie du genre Gerbillus, et considérée
comme valide, distincte de G. pyramidum (Lya, 1983), qui regroupe des rongeurs de la
famille des Muridés que I'on trouve dans les zones arides et dans presque tout le nord-ouest
de I'Afrique (Granjon et al., 1999). Selon Thomas (1902), la classification systématique de ce

petit mammifere est la suivante :

Embranchement : Vertébres

Classe : Mammifeéres
Sous/Classe : Placentaires
Ordre : Rodentia
Sous/Ordre : Sciurognati
Intra Ordre : Mymorpha
Super famille : Muridae
Famille : Gerbillidae
Sous-famille : Gerbillinae
Genre : Gerbillus
Espece : G.tarabulli

1.1.2. Répartition des G. tarabuli

Cette espece est capable d’occuper une large gamme d’habitat naturelles a anthropisés
sur substrat sableux (Petter, 1961 ; Granjon, 2009). En Mauritanie, on les trouve au niveau
des dunes fixes et des plaines sablo-argileuses (Klein et al., 1975 ; Granjon et al., 1997),
caractérisées par l'association Capparis-Panicum dans la région d'Azzefal (Klein et al., 1975).
Au Mali et au Niger, elle fréquente des dunes de sable avec Acacia spp ou Prosopis africana.
(Granjon et Duplantier, 2009) (Figure 2).

a) Distribution en Afrique
Largement distribuée dans tout le nord de I’Afrique, du Maroc a la Lybie, et du
Mauritanie au Tchad (Granjon et al., 1999). Arrivée récente au Sénégal interprétée comme

une extension de distribution vers le sud, liée a la désertification (Duplantier et al., 1991).
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b) Distribution en Algérie

Gerbillus tarabuli colonisé dans la région semi désertique en Algérie (Granjon et al.,
1992 ; Duplantier et al., 1991). Ce genre provenant de la région de Béni-Abbés (a 263 Km
au Sud-Ouest de Béchar) situant en bordure ouest du grand erg occidental sur la rive gauche
de I’Oued Saoura, a une altitude moyenne de 400 a 500 m, a 30°7’ de I’altitude Nord et 2°10°
de longitude Ouest. Elle regroupe différents paysages typiquement sahariens: I’Erg, la
Hamada, et ’Oued (Dekar et Benjelloul, 2002).

1.1.3. Description morphologique

Gerbillus tarabuli est une petite gerbille a pelage dorsal variant de la couleur sable a
orange brun claire, plus claire sur les flancs. Pelage ventral blanchétre a blanc pur, avec une
ligne de démarcation plus ou moins nette entre flancs et ventre. Les taches pré-orbitaires,
supra-orbitaires, post-auriculaires et les pieds et mains sont blancs. Les pieds longs a soles
plantaires sont couverts de poils de longueur variable suivant les individus et les populations
(Granjon et Duplantier, 2009). La téte est plus ou moins inclinée et dirigée vers 1’avant,
portant de gros yeux globulaires et de grandes oreilles pigmentés. Les pattes postérieures et
antérieures sont blanches, la longueur de la patte postérieure est généralement supérieure a 32
mm (Berre, 1990). Gerbillus tarabuli est caractérisee par un caryotype (2n=40) qui la
distingue d’une autre espéce trés semblable, Gerbillus pyramidum (2n=38) (Granjon et al.,

1999 ; Dobigny et al., 2002). Les caractéristiques dentaires sont les suivant :
1i—0c—-0p-3m

Formule dentaire; ——
1i—0c—-0p-3m

Les mensurations suivantes servent a reconnaitre cette espéce : (Granjon et Dobigny, 2002)

(TC): la longueur totale téte-corps : 94,9 mm (76 - 109).

(Q): la longueur de la queue: 132,3mm (110 - 148).

(P): la longueur du pied postérieur est mesurée depuis le talon jusqu’a I’extrémité des
griffes : 28.6 mm (26 - 31).

(O) : la mesure de I’oreille depuis la base de I’échancrure jusqu’au bord libre du pavillon :
13,5mm (11,5 - 14,5).

Le poids corporel chez I’adulte est de 30 a 56 g.

(ON): la longueur occipito-nasale est mesurée depuis le bord supérieur du trou occipital
Jusqu’a I’extrémité antérieure des os nasaux.

(m) : la rangée molaire supérieure.
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|.2. RAPPELS ANATOMO-PHYSIOLOGIQUES

1.2.1. Reproduction et abondance

Principalement période de reproduction de cette espéce est en fin d’hiver et au
printemps (Février, Mars, Avril), et repos sexuel dés la fin du printemps (Mai - Juin) jusqu’a
au minimum en Septembre Octobre (Kassir, 1983), le nombre moyen d’embryons par femelle
entre 3et 6 (Klein et al., 1975). Densité variant entre 0.2 et 2 individus / ha au cours de
I’année (Klein et al., 1975) et le taux de captures variant de 3 & 5.3 individus/ 100 nuits
(Granjon et al., 1997).

1.2.2. Glandes surrénales

a) Anatomie de la glande surrénale

Les glandes surrenales se présentent comme de petites structures pyramidales localisees
au sommet des reins. Chaque glande constituée d’un cortex externe jaunatre (80 a 90% des
glandes) et d’une médullaire interne rougeatre (10 a 20%). Le cortex surrénalien
(corticosurrénale) est d’origine mésodermique et produit les hormones stéroides
(Kierszenbaum, 2002). La médullaire surrénalien (médullosurrénale) est d’origine neuro-
ectodermique et produit des catécholamines (Anctil et al., 2006). Elles sont grossierement de
forme ovoide chez le rat et se retrouvent au-dessus, de facon postéromédiale ou
occasionnellement attachées aux péles supérieurs des reins. Toutefois, la glande droite est
généralement plus basse et légerement plus latérale que la glande gauche (Tortora et
Grabowski, 1994) (Figure 3).

b) Histologie de la corticosurrénale :

La corticosurrénale est constituée d’un parenchyme glandulaire hétérogene entouré
d’une mince capsule de tissu conjonctif lache riche en fibres de collagéne (Figure 4a). Le
parenchyme de la corticosurrénale est formé de 3 zones concentriques ayant chacune un

équipement enzymatique spécifique et un rdle physiologique particulier (Figure 4b).

Les amas de cellules forment la zone glomérulée, en surface, produisent principalement
les minéralocorticoides, des hormones qui concourent a 1’équilibre hydro-électrolytique du
sang. Au milieu, les cellules de la zone fasciculée forment des cordons plus ou moins
rectilignes et sécretent les hormones métaboliques appelées glucocorticoides. Enfin, les

cellules de la zone réticulée, la partie la plus interne, sont contigués a la médulla surrénale et
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sont disposées en réseaux; elles élaborent de petites quantités d’hormones sexuelles
surrénaliennes. Bien que chaque zone ait sa « spécialité », les trois fabriquent I’ensemble des

corticostéroides (Marieb, 1998).
c) Zone glomérulée de la corticosurrénale :

Est un zone sous capsulaire étroite dont la face interne est accolée a la zone fasciculé.
Cette zone constituée de cellules disposées d’une manicére concentrique, entourée d’un tissu
du soutien contenant des capillaires. Les cellules contiennent quelques gouttelettes lipidiques
et un réticulum endoplasmique lisse bien développé. Les cellules de la zone glomérulée
sécretent une hormone méniralocorticoide, 1’aldostérone sous le controle de I’angiotensine 11
(Kierszenbaum, 2002). Chez le rat, les cellules glomérulées sont hautes et étroites possedant
un noyau sphérique, volumineux, hyperchromatique et central avec un ou deux nucléoles
(Mouriquand, 1977; Mitani et al., 2002) (Figure 5).

Des études structurales de la surrénale chez les rongeurs déserticoles ont montré que la
zone glomérulaire de Psammomys obesus est mince et comprend des cordons cellulaires
repliés et contournés en arc. Les cordons sont séparés par de gros vaisseaux sinueux et
ramifiés. Les cellules glomerulées sont petites et polyedriques (Omari et al., 2007).

Chez le rat, le cytoplasme moins abondant est bourré de réticulum endoplasmique lisse
(REL) et des ribosomes libres ou en groupes, de glycogéne, peu d’éléments du réticulum
endoplasmique rugueux, de nombreuses mitochondries rondes ou ovales et des liposomes
excentriques (Sabatini et Derobertis, 1961 ; Idelman, 1966 ; Wassermann et
Wassermann, 1974 ; Wheater et al., 2001).

Les crétes mitochondriales sont tubulaires (Sabatini et Derobertis, 1961) chez
Psammomys obesus, le cytoplasme montre un réticulum endoplasmique lisse développé et de
nombreuses mitochondries rondes ou ovoides possédant des crétes tubulaires transversales
(Omari et al., 2007).

1.2.3. Aldostérone
a) Biosynthese
Chez les mammiféres, la production d’aldostérone provient essentiellement de la zone
glomérulée de la surrénale (Hattangady, 2012). L’aldostérone est synthétisée lors d’une
cascade enzymatigque qui met en jeu trois cytochromes P450 différents et une hydroxystéroide

déshydrogénase (Figure 6).
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Comme toutes les hormones stéroides, les cellules de la zone glomérulée utilisent le
cholestérol comme précurseur de la stéroidogénése. Celui-ci peut provenir de différentes
sources:

v L’endocytose des LDL circulants et leur stockage dans les endosomes.
v' La synthése de novo a partir d’esters de cholestérol dans le réticulum
endoplasmique.

Ce cholestérol libre est transporté a I’intérieur de la mitochondrie par la protéine StAR
(Steroidogenic Acute Regulatory protein). Cette premiére étape constitue une étape clé de la
régulation de la biosynthése de 1’aldostérone comme nous I’aborderons dans le paragraphe
suivant. Cette protéine est régulée au niveau transcriptionnel et post traductionnel (Manna,
2009).

La premiére réaction de la stéroidogénése est la conversion du cholestérol en
prégnénolone, catalysée par I'enzyme P450scc (side chain clivage). Cette enzyme, codée par
le géne CYP11AL1 situé sur le chromosome 15 (Lieberman, 2001), clive la chaine latérale du
cholestérol en 3 réactions (une 20a-hydroxylation, une 22-hydroxylation et la coupure de la
liaison entre C-20 et C-22). La prégnénolone est alors relarguée dans le cytosol ou elle est
convertie en progestérone par déshydrogénation du groupe 3B-hydroxyl et par isomérisation
de la double liaison en C-5 par la 3B-déshydrogénase, localisée a la membrane du réticulum
endoplasmique lisse.

La progesterone est ensuite 21-hydroxylée par I'enzyme 21-hydroxylase, codée par le
gene CYP21A, localisée a la surface du réticulum endoplasmique lisse pour produire la 11-
déoxycorticostérone [DOC] (Shinzawa, 1988). La conversion de la DOC en aldostérone se
fait ensuite par trois réactions enzymatiques consécutives : une 11p-hydroxylation de la DOC
pour former la corticostérone, une 18-hydroxylation menant a la 18-hydroxycorticostérone
(18-OH-B) et enfin une 18-méthyloxidation pour la production d'aldostérone (Figure 7). Ces
réactions enzymatiques sont catalysées par l'aldostérone synthase [AS], localisée au niveau de
la membrane interne mitochondriale, codée par le géne CYP11B2 (cytochrome P450, family

11, subfamily B, polypeptide 2).
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Figure 7: Structure de I’aldostérone (Richard, 1997 ; Agarwal et Mirshahi, 1999).

b) Régulation de la biosynthése d’aldostérone

La régulation de la syntheése d’aldostérone suite a un stimulus est divisée en deux
événements clés dans la stéroidogénése (Hattangady, 2012) :

% En aigu, quelques minutes aprés le stimulus, la production d’aldostérone est régulée
par le transfert du cholestérol dans la mitochondrie ou il est converti en prégnenolone. Cette
étape, appelée « étape de regulation précoce », est due a une augmentation de 1’expression et
de la phosphorylation de la protéine StAR (Manna, 2003).

¢ En chronique (de quelques heures a quelques jours), la production d’aldostérone est
régulée au niveau des enzymes impliquées dans la synthese d’aldostérone, et tout
particulierement CYP11B2 (Bassett, 2004).
En conditions physiologiques, le contrdle de la production d’aldostérone met en jeu
différentes voies:
1. Régulation endocrine
» Le Systéme Rénine-Angiotensine
L’angiotensine II est I’octapeptide effecteur du systéme rénine-angiotensine-aldostérone.
C’est par ce biais que I’aldostérone est régulée par la rénine de fagon indirecte.
Différents stimuli contribuent a la libération de rénine :
= Une baisse de la pression de perfusion rénale détectée directement par les barorécepteurs
intra-rénaux ; ce qui induit une diminution de la concentration intracellulaire de calcium et
une augmentation de la sécrétion de rénine. Inversement, une augmentation de la pression de

perfusion rénale inhibe la sécrétion de rénine.

= Une variation de la charge sodée de la macula densa.
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= Une stimulation du systeme sympathique : les cellules juxtaglomérulaires sont innervées
par des fibres nerveuses sympathiques. L'activation des nerfs rénaux sympathiques et la
stimulation des récepteurs B-adrénergiques augmentent la sécrétion de rénine (King,

1993).

La rénine synthétisée par les cellules juxtaglomérulaires rénales clive 1’angiotensinogene,
a-globuline synthétisée par le foie en angiotensine I. L'angiotensine |, décapeptide inactif, est
ensuite clivée essentiellement par I'enzyme de conversion de I'angiotensine endothéliale et
circulante pour étre convertie en angiotensine 1l (Amar, 2012) (Figure 8). D’autres enzymes
peuvent aussi convertir I’angiotensine I en angiotensine II mais a un moindre niveau.

L’angiotensine II se fixe a son récepteur AT1, activant plusieurs voies de signalisation
parmi lesquelles la voie calcique, la voie de la famille des src des tyrosines kinases et la voie
de la 12-lipooxygénase (Bassett, 2004).

La liaison de I'angiotensine Il a son récepteur induit une augmentation de la production
d’inositol 1, 4,5-triphosphate [IP3] par I’activation de la phospholipase C. L’IP3 se lie a son
récepteur situé au niveau du réticulum endoplasmique, ce qui entraine un relargage des stocks
intracellulaires de calcium et donc une augmentation de la concentration intracellulaire de
calcium.

L’angiotensine II entraine également I’inhibition des canaux potassiques TASK (Twikacid-
sensitive K channel) conduisant ainsi a une dépolarisation de la cellule, ce qui a pour
conséquence 1’activation de canaux calciques voltage dépendants de type L et T et ’entrée de
calcium dans la cellule (Spat, 2004).

» Hormone antidiurétique ou arginine vasopressine :

Le systeme nerveux central participe dans la régulation de la sécrétion de I’aldostérone
par la libération de I’arginine vasopressine (AVP) (Payet et al., 1984; El Fazaa et al., 2000;
Rault, 2006; Elliott et Hall, 2008; Espallergues et al., 2008).

La vasopressine ou hormone antidiurétique est une hormone peptidique synthétisée
principalement par les noyaux supraoptique et paraventriculaire de I’hypothalamus et libérée
par ’hypophyse postérieure (Burbach et al., 2001). Elle a des effets positifs sur le systéme
rénine—angiotensine-aldostérone, sur la sécrétion de I’ACTH et sur I’activité stéroidienne et
mitotique et de la zone glomérulée. L’interaction de ’AVP avec son récepteur spécifique V1
stimule la prolifération des cellules glomérulées et la biosynthéese de I'aldostérone (Payet et
al., 1980, 1984; Mazzocchi et al., 1993; Pradier et Dalle, 1996; El Fazaa et al., 2000;
Inoue et al ., 2001; Sharshar et Annane, 2008).
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2. Régulation paracrine
La régulation paracrine fait intervenir des signaux, ou transmetteurs provenant des cellules

se trouvant a proximité. Différents facteurs ont été décrits, ’adrénaline, la noradrénaline. .. etc.

> L’ACTH

Le role de ’ACTH dans la transcription de CYP11B2 et dans la production d’aldostérone
semble secondaire. En effet, chez des souris qui ont subi une inactivation des cellules
hypophysaires corticotropes, 1’activité CYP11B2 peut étre maintenue avec de trés faibles
quantités d’ACTH, ce qui n’est pas le cas pour CYP11B1 (Allen, 1995). De plus bien que
I’ACTH augmente la production d’aldostérone en aigu aussi bien in vivo que in vitro,
I’administration en chronique d'ACTH diminue ’expression de CYP11B2 et la production
d’aldostérone dans les modéles animaux (Bassett, 2004). Les mécanismes en cause ne sont
pas encore clairement élucidés. L’ACTH induit une augmentation de I’AMP cyclique qui
inhiberait 1’expression des récepteurs de I’angiotensine II au niveau des cellules de la
glomérulée (Bird, 1994).

3. Régulation autocrine

La régulation autocrine (par la cellule elle-méme) de la biosynthése de 1’aldostérone est
plus marginale. Elle fait intervenir notamment des facteurs de croissance (IGF, EGF, FGF,
TGF B) ainsi que des interleukines.

C) Action de I’aldostérone

L’aldostérone exerce ses effets sur de nombreux tissus. Ses cibles classiques sont les tissus
épithéliaux comme le rein, le colon, les glandes salivaires et les glandes sudoripares. 1l a été
montré plus récemment que I’aldostérone peut exercer des effets sur d’autres tissus comme le

ceeur et les vaisseaux.

1. Effets Génomiques

Classiquement les effets de [D’aldostérone sont médiés par le récepteur
minéralocorticoide [MR]. 1l appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires.

En présence d’aldostérone, le MR change de conformation, se dimérise puis est
transloqué dans le noyau de la cellule. 11 se lie alors a des séquences spécifiques appelées
Hormone Response Element (HRE) présents au niveau des régions promotrices des genes
cibles de I’aldostérone conduisant I’activation ou a la répression de la transcription de ces

genes.
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L’action principale de ’aldostérone est la régulation de la balance hydrosodée, du
métabolisme du potassium, et de la pression artérielle [PA] en agissant sur les transports
ioniques essentiellement au niveau rénal (le tubule contourné distal, le tube connecteur distal
et le canal collecteur). Dans ces tissus épithéliaux cibles, le MR est co-exprimé avec une
enzyme, la 11 B hydrostéroide déshydrogénase de type 2 [11B-HSD2] qui assure la sélectivité
minéralocorticoide en transformant le cortisol en cortisone qui ne se lie pas au MR.

Dans ces tissus, l’aldostérone stimule en particulier la réabsorption de sodium et
I’excrétion de potassium en impliquant deux transporteurs membranaires: le canal épithélial a
sodium sensible a I’Amiloride [ENaC], localis¢ a la membrane apicale des cellules
épithéliales, et la pompe Na+/K+ ATPase, localisée a la membrane basolatérale (Rogerson,
2004). En plus de ses effets directs sur l'expression des transporteurs, 1’aldostérone stimule
également l'activation de cascades de signalisation qui modulent [lactivité de ces
transporteurs.

2. Effets non génomiques

L’aldostérone a également des effets non génomiques, c'est-a-dire ne passant pas par
la transcription de génes, médiés ou non par le MR. Ces effets ont lieu dans les minutes, voire
dans les secondes, qui suivent le traitement a I’hormone, et ne sont pas affectés par des
antagonistes du MR (Thomas, 2011). De plus ces effets ne sont pas bloques par
I’actinomycine D, agent intercalant de I’ADN qui inhibe la transcription des ARN messagers
(Funder, 2005).

Par exemple un travail récent de Gros et collaborateurs a montré 1’action rapide de
I’aldostérone dans les cellules musculaires lisses via un récepteur orphelin couplé aux
proteines G : le GPR30 (Gros, 2011). En effet, I’aldostérone induit I’apoptose de cellules de
I’endothélium vasculaire. Ces effets ne sont inhibés que partiellement par les antagonistes
minéralocorticoides.

Il a également été montré que 1’aldostérone diminue la contractilité des trabécules dans
I’oreillette et le ventricule, et potentialise la réponse contractile des artéres coronaires a
I’angiotensine II. Ces effets ne sont pas inhibés par les antagonistes du MR (Chai, 2005).
1.2.4. Interrelations gonades-surrénales:

La corticosurrénale et la gonade ayant une origine embryologique commune
puisqu’elles dérivent des crétes uro-genitales (Keegan et Hammer, 2002) (Figure 9),
présentent des interrelations qui peuvent étre soit directes soit indirectes par le biais de LH,
FSH et ACTH hypophysaires ou GnRH et CRH hypothalamiques.
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1.3. IDENTIFICATION PHYLOGENETIQUE
1.3.1. Définition de la phylogénie

La définition actuelle de la phylogénie est : « le cours historique de la descendance des
étres organisés ». Le terme lui-méme date de la fin du 19e siécle (inventé par Haeckel, 1866)
et avait alors le sens de « I’enchainement des espéces animales ou végeétales au cours du
temps». La phylogénie est donc une des héritieres des méthodes de classification du monde
vivant. Cependant, on distingue actuellement rarement la classification et la phylogénie,
puisque, comme Darwin le suggérait, toute classification légitime des étres vivants doit étre

«généalogique » (Jourdan, 2006).
1.3.2. Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire consiste a reconstruire les relations de parenté entre les
séquences de nucléotides ou d'acides amines. Elle permet d'étudier I'évolution des séquences
et la relation de parenté entre especes. La nature quantitative des relations, ainsi établies, a
permis le développement de méthodes et de regles rigoureuses pour la construction des arbres
phylogénétiques (Cheikh, 2006). Elle étudie I’histoire évolutive des espéces étudiées a la
base d’une portion de leur séquence moléculaire (Diallo, 2009).

La phylogenie moléculaire est basée sur les principes suivants :

e Les mutations se produisent au hasard,
e Les mutations s’accumulent au cours du temps,
e Les mutations se produisant chez un individu et se fixent dans sa descendance.
Pour reconstituer des phylogénies, on peut utiliser différents génes, ou les protéines

correspondantes, appelés marqueurs phylogenétiques (Alauzet, 2009).

Un marqueur génétique est basé sur la variation dans le génome, cette variation est aussi
nommeée polymorphisme. Selon le niveau taxonomique étudié, il est essentiel de choisir un
type de marqueur qui lui est adapté. Par exemple, si le but visé est de distinguer des groupes
d'individus au niveau de I'espéce, les marqueurs utilisés devront étre plus conservés que dans
le cas des études de populations (Beaulieu, 2007).

Les polymorphismes ADN peuvent étre détectés dans I’ADN nucléaire et ’ADN

d’organites, trouvé dans les mitochondries et les chloroplastes. Les marqueurs moléculaires
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concernent la molécule d’ADN elle-méme, et, comme tels, sont considérés comme des
mesures objectives de la variation (Vicente et Fulton, 2003).

1. Marqueurs d’ADN nucléaire :

Un certain nombre de marqueurs sont a présent disponibles pour détecter les
polymorphismes d’ADN nucléaire. Dans les études sur la diversité génétique, les marqueurs

les plus freqguemment utilises sont les microsatellites (Rischkowsky et Pilling, 2008).
2. Marqueurs d’ADN mitochondrial:

Les polymorphismes d’ADN mitochondrial (ADNmt) ont été largement utilisés lors des
analyses de la diversité phylogénétique et génétique. L’ADNmt haploide transporté par les
mitochondries du cytoplasme cellulaire, posséde un mode maternel d’hérédité (les animaux
héritent I’ADNmt de leurs meres et non de leurs péres) et un taux de mutation élevé ; il ne se
recombine pas. Ces caractéristiques consentent aux biologistes de reconstruire les relations

évolutionnaires intra et interraciales par 1’évaluation des mod¢les de mutation de I’ADNmt.

Les marqueurs d’ADNmt peuvent également fournir un moyen rapide de détecter
I’hybridation entre les espéces et les sous-especes d’animaux d’¢levage (Nijman et al., 2003)

Oou méme sauvage.

1.3.3. Etude phylogénétique :

L’¢laboration de technologies a haut débit serait inutile si I’on ne disposait pas des
capacités d’analyse des données biologiques en croissance exponentielle. Ces données
doivent se stocker dans des bases de données électroniques associees a des logiciels
spécialement congus pour la mise a jour, I’interrogation et I’extraction. Les informations
doivent étre facilement accessibles et flexibles aux interrogations pour faciliter I’extraction
des informations pouvant étre analysées pour éclaircir les voies métaboliques et le réle des

protéines et des genes impliqués (Rischkowsky et Pilling, 2008).

La bioinformatique est fondamentale pour associer les informations provenant de
sources différentes et générer une connaissance nouvelle a partir de données existantes. Elle
dispose également des potentialités pour simuler la structure, la fonction et la dynamique des
systemes moléculaires et est donc utile pour la formulation des hypothéses et pour la conduite

du travail expérimental (Rischkowsky et Pilling, 2008).
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Pour réaliser une phylogénie, un bon nombre de programmes informatiques sont

disponible sur la grande toile avec plus de 367 logiciel (Djekoun et Hamidechi, 2010).
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Cette étude est réalisée au niveau du laboratoire de recherche sur les zones arides
(LRZA), de I'Université des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene (USTHB)
d’Alger sur une période étalée du mois de Février au mois de Mai.

Notre étude sera présentée en deux parties :

+ Une partie physiologique, dont ['intérét est d’étudier les répercussions de la castration
sur la fonction minéralocorticoide chez la gerbille « Gerbillus tarabulli » de sexe
male.

+ Une partie génétique, dont l’intérét est d’étudier la phylogénie du genre Gerbillus, afin
de trouver la position exacte de [’espéce G. tarabuli dans [’arbre phylogénétique.

11.1. MATERIEL ET METHODES PHYSIOLOGIQUES
11.1.1. Matériel non Biologique
L’ensemble du matériel non biologie utilisé dans ce mémoire est présenté en annexe I.

11.1.2. Matériel Biologique

a) Animal
Dans le cadre de notre expérimentation, nous avons utiliseé comme modele une gerbille

saharienne, Gerbillus tarabuli, ramené de la région de Béni-Abbés willaya de Béchar.

b) Capture et élevage des gerbilles

Les gerbilles sont capturées en mois d’Avril de I’année 2013 et 2014, par piégeage dans
la région de Marhouma et autour de la palmeraie (Kraa) situées aux Béni-Abbes. La pose des
pieges se déroule généralement en fin de journée, a I’entrée des orifices apres avoir repéré des
terriers peuplés reconnus par la présence de traces fraiches, puis récupérés le lendemain des
I’aube avant le lever du soleil. Les animaux sont ramenés au laboratoire de la station
expérimentale de Béni-Abbes. lls sont triés par sexe, pesés puis isolés dans des cages
individuelles. A Alger, ils sont gardés dans des conditions extrémes des zones arides:
¢clairement d’une durée conforme a la saison, température 25°C. L’alimentation est
composée d’orge, de légumes verts (salade et épinards), de morceaux de carottes et de

croQtons de pain sec.

11.1.3. Expérimentation animale

Elle a porté sur 39 gerbilles males adultes qui sont répartis en trois lots :
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Témoins Castrés Castrés traités a la testostérone
13 13 13

Entre le 13/04/2001 (premiere castration) et le 21/04/2014 (dernier sacrifice).

a) Castration :
La castration est une technique chirurgicale qui consiste en 1’ablation définitive des

testicules afin de pouvoir étudier ses effets sur la physiologie de 1’organisme.

Les animaux sont anesthésiés a la Télétamine (50mg/ml) diluée dans du sérum
physiologique (9%) et injectée a raison de 10mg /ml/100g de poids corporel par voie intra
péritonéale ; une incision de la peau et du muscle est réalisée juste au-dessus du pénis afin
d’extirper les testicules qui sont ensuite séparés de 1’épididyme et prélevés ; une ligature de
I’artére spermatique est nécessaire avant 1’ablation pour éviter toute hémorragie. Les plans
musculaire et cutané sont refermés par des noeuds serrés entre lesquels on saupoudre de la

poudre antibiotique. La plaie est cicatrisée par ajout de 1’éosine.
b) Traitement a la testostérone :

Le lot castré traité subit un traitement a 1’cenanthate de testostérone (250mg/ml) diluée
dans I’huile de sésame a raison de 75ug/40ul. Cette solution est injectée biquotidiennement

pendant 7 jours par voie intramusculaire, au niveau de la patte postérieur droite.

c) Sacrifice et prelevements
Les gerbilles des différents lots ont été sacrifiées par décapitation entre 9h et 12h. Le
sang arteriel-veineux est recueilli dans des tubes EDTA puis centrifugés a 3000 tours /minutes
pendant 5Sminutes. Le plasma est congelé en vue de dosage d’ Aldostérone. Les surrénales sont
rapidement prélevées, pesées, fixées au formol a 10% en vue d’une étude histologique

topographique.
11.1.4. Technique histologique

La confection de coupes histologiques permet I’observation des tissus au microscope
photonique apres une coloration spécifique. Elles comportent plusieurs étapes, rapportées
essentiellement dans Martoja et Martoja (1967) et Gabe (1968).

Le matériel spécifique utilisé pour la technique histologique est présenté en annexe I.

a) Fixation
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Etape primordiale, elle permet d’immobiliser et conserver les structures cellulaires et
tissulaires dans un état aussi proche que possible du vivant ; Les organes sont plongés dans un
volume de fixateur (formol a 10%, annexe I) environ 60 fois supérieur a celui de 1’organe.
Chaque piece est accompagnée d’une étiquette portant toutes les indications utiles.

b) Inclusion
Ce processus comporte quatre étapes :

1. Déshydratation: L’inclusion dans la paraffine nécessite au préalable la déshydratation
des pieces histologique (bains successifs d’éthanol de degrés croissants, jusqu’a I’absolu,
(annexe I).La paraffine étant insoluble dans I’eau et soluble dans les hydrocarbures
benzéniques benzéne, toluéne ou xylene.

2. Eclaircissement: il permet I’élimination compléte des traces d’alcool et I’imprégnation
par le butanol, solvant de la paraffine. La durée du premier bain est de 24 heures, le
second bain est de durée illimitée.

3. Pénétration des pieces par la paraffine : cette étape consiste a eliminer le butanol et a le
remplacer par la paraffine. Les piéces sont placées successivement dans trois bains
chacune a I’étuve a 58C° :

e Le premier bain est composé de butanol-paraffine (V/V) pendant une heure.

e Les deux autres de paraffine pure, le premier pendant une nuit, et le second pendant

4 heures.

4. Confection des blocs de paraffine : dans cette étape, ont été utilisés des moules de métal
(tissus—TEK111) et des cassettes en plastique sur lesquelles sont inscrites les indications
de la piece traitée. La paraffine fondue est versée dans les moules légérement préchauffés
a 45°C ou on dépose délicatement 1’organe imprégné. La cassette est déposée sur le
moule. Le bloc n’est démoulé qu’aprés refroidissement totale sur une plaque froide et il

est conserve a la congelation a une température de -4°C jusqu’a la réalisation des coupes.

c) Microtomie

1. Confection des coupes
Tout d’abord, installer le bloc sur le porte bloc du microtome qui est réglé a 20 um a fin
d’éliminer le surplus de la paraffine. Lorsque la piéce apparait dans le plan de coupes, on

ramene 1’échelle a 5 um pour obtenir des coupes fines sous forme de rubans.

2. Etalement des coupes
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On dépose les rubans obtenus sur des lames nettoyées a 1’alcool, contenant de I’eau
distillée chauffée sur une plaque chauffante réglée a 40°C. A I’aide d’un diamant, les

indications de 1’organe sont gravées sur la lame correspondante.

d) Coloration

Le but de la coloration est de rendre plus évidents les différents constituants cellulaires
et tissulaires. Ceci est obtenu a 1’aide de coloration topographique : trichrome de Masson. Les
coupes ne seront prétes a recevoir les colorants qu’apres les trois étapes suivantes:

1. Déparaffinage : Le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu pour que les

colorants puissent pénétrer. Le réactif utilisé est le xyléne. Les coupes sont passées
dans 3 bains de xylene pendant 5 a 10min pour chacun.

2. Reéhydratation : Elle a pour objet de retirer le xyléne du tissu et le remplacer par
I’eau. Les lames sont passées dans les trois bains successifs d’éthanol de degrés
décroissants (100°, 96°, 70°) d’une durée de Smin chacun. Les piéces sont enfin
lavées a I’eau distillée pendant 5 min environ avant coloration.

3. Coloration : Le Trichrome de Masson (la coloration proprement dite, voire annexe
1), met en évidence les éléments du tissu conjonctif en particulier le collagéne en
vert, le noyau en noir et le cytoplasme en rouge ; cette coloration a servi pour les
prises de photographies.

e) Montage et observation: Le montage est ’opération qui consiste a conserver les
colorations a I’aide de I’Eukitt (Merck, Darmstadt, R.F.A) qui permet 1’adhérence
entre la lame et la lamelle. Apres montage, les lames sont séchées sur papier absorbant

et enfin observées au microscope photonique (Optika).

11.1.5. Etude Morphometrique

Pour déterminer 1’état physiologique de la glande surrénale, les mesures ont été réalisées
sur des coupes histologiques des animaux expérimentés. Les images sont capturées par un
appareil photo numérique (HIROCAM, MA88-500, BME lab and Science, St. Paul, USA)
connecté a un microscope photonique (Optika B 235, Italie) via le logiciel TS View

(Microscopes America, Cumming, GA, USA).

La hauteur du cortex surrénal et celle de la zone glomérulée, ainsi que la surface des
cellules et des noyaux, ont été mesurés via un logiciel d’analyse et de traitement d’image

"Axio Vision 4.6.3.0" développé par la société Carl Zeiss.

/
)

18

R S A e e e e e e e e e =0 =0 =

NE
};@ < <Kk <0k <0k <k <0 <K <K <K <K <K <K <K <K <K K <K <K <0 <0 <0k <0k <0k <0k <0k <0k <0k <0k <0k <0k <0k <0k <0k <k <k <Kk <K <K <K <K <K <K < <0 <K <K <0 <K <0 <0 <K < <0 <X <0 <0 <K <0 <0 <K <0k <X <K <0k <0 < <0 <X <0 <0 <0 <0 <0 K35



%{wy,,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,{vpuz‘um:m,{W,,;:vf,{vﬁ{vﬁ{w,;:vf,;:vf,;:vf,;:vf,;:vf,;:Wu:wfu:wfu:w,:wm:wu:wu:w,,:w,,,:w,, S S e fyyyyyyyyyyyyyv\r\f\f%ég

N
};@ e N =K =0 =K = =K =0 =K =0 0 =K =0 =0 =0 =0 < =0 =0 =0 =0 <0 =0 =0 =0 <0 <K =0 0 =X <0 <K =0 <0 =X <0 <K =0 <0 =0 <0 < 0 <0 =0 =X <K 0 <0 =0 =X <K =0 <0 =0 =0 <K <0 <0 =0 =0 <K <0 <0 =0 =0 <K <0 <0 <0 =0 <K <X

Matériel et Méthodes Chapitre 11

Fe= e e e e e <o e sle e Sle e e sle e sle e sle e e <o e sle e sle e e e e e e e e

Ce systeme d'analyse d'images a été étalonné & l'aide d'une lame micrométrique
graduée. Afin d'obtenir les mesures des hauteurs en pm et les surfaces en pm? Dans notre
étude morphométrique sur 3 animaux par lot on a fait 10 coupes par animal, et pour chaque
coupe on a effectuée 30 mesures pour la hauteur du cortex surrénal et de la zone glomérulée,
ainsi que 100 mesures pour les surfaces cellulaires et nucléaires dont le contour a été tracé

manuellement.

Pour chaque lame histologique, 06 champs visuels aléatoires ont été effectués (haut, bas,
droite, gauche, supérieure droite et supérieure gauche) a un grossissement de x100, x400 et
x1000).

11.1.6. Détermination de I’hématocrite

1. Principe

L’hématocrite est une mesure de la fraction volumique des hématies. Il constitue un
indicateur clé de I’état d’hydratation de I’organisme. Un hématocrite abaissé peut étre di soit
a une surhydratation ou a I’anémie, qui se traduit par une augmentation du volume du plasma.
Alors qu’un hématocrite augmenté signifie une perte de liquide, comme en cas de
déshydratation (Bower et al., 1974). La mesure de I’hématocrite est mesurée aprés une

décantation accéléree du sang.

2. Méthode de Mesure

Cet examen est réalisé a partir du sang prélevé sur anticoagulant, acide éthylene diamine
tétra acétique (EDTA). Aprés ’homogénéisation du sang prélevé afin d’éviter la formation de
micro-caillots, nous plongeons ’extrémité du tube dans le sang et nous le laissons monter par
capillarit¢ jusqu’a un centimetre de I’extrémité supérieure. L’extrémité libre du tube est
scellée a la flamme. Le tube est placé dans 1’une des fentes du rotor d'une micro-centrifugeuse
prévue a cet effet, en s'assurant que le coté bouché est situé vers I’extérieur de la
centrifugeuse. Le sang est centrifugé a une vitesse élevée 14 000 g pendant 5 minutes. Apres
centrifugation, le tube a hématocrite est placé immédiatement sur un abaque de lecteur ; le bas
du culot globulaire rouge est ajusté sur le zéro de la réglette; nous faisons glisser le support
soutenant le tube afin de superposer le haut du plasma sur le trait correspondant au 100 %;

nous relevons le pourcentage correspondant a la séparation entre la plasmatique et globulaire.

11.1.7. Détermination de I’aldostérone plasmatique par la technique radio-

immunologique (RIA)
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Ce travail, détermine la mesure des concentrations plasmatique d’aldostérone 50 ul du
plasma pour 36 gerbilles de I’espéce « Gerbillus tarabuli » élevées dans la région de Béni-
Abbes et répartis dans 3 lots 12 pour chacun (témoin, castré, castré traité a la testostérone).

Les dosages sont effectués par une méthode radio-immunologique a I’aide des Kkits.

a) Principe

Le dosage quantitatif de cette hormone est basé sur le principe de la compétition.
L’hormone est marqué e a I’iode 125. L’anticorps est préalablement fixé a la paroi des tubes.
L’hormone a doser (échantillon ou standard) et I’hormone marquée (traceur) sont ajoutées
simultanément aux tubes renfermant les anticorps. Aprés homogénéisation et incubation, la
fraction libre est séparée par aspiration. La fraction liée attachée a la paroi des tubes est
mesurée a 1’aide d’un compteur gamma reli¢ a un ordinateur. Elle est inversement
proportionnel le aux taux de I’hormone ajoutée (échantillon ou standard). La concentration en

hormone de 1’échantillon est donnée directement en pg/ ml (Figure 10).
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Ag marque
Ag a doser
sites anticorps

() signat , (fraction liae)

Ao

Figure 10 : Principe du test de compétition (Cabanel, 2014).

b) Protocole
Tous les réactifs doivent étre équilibrés a la température du laboratoire avant leur
utilisation. La distribution des réactifs dans les tubes revétus s'effectue également a

température ambiante. Le dosage nécessite les groupes de tubes suivants :
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v' Groupe Cpm T : pour la détermination de l'activité totale

v Groupes Calibrateurs : pour I'établissement de la courbe d'étalonnage,

v' Groupe Témoin : pour le contrdle

v Groupes Sx (plasma) : pour les échantillons a doser.

c) Mesure de I’Aldostérone dans le plasma

v Distribuer 50 pl de calibrateur, de contrdle ou d'échantillons dans les tubes revétus
correspondants.

v Ajouter 500 pl de 125I-aldostérone dans tous les tubes, y compris les tubes T.

v" Mélanger le contenu de chaque tube avec un appareil de type vortex.

v Recouvrir les tubes avec la parafilme.

v Agiter 3 heures (350rpm) a température 18-25°C

v Eliminer le surnageant par aspiration. Sauf les deux tubes (T).

v Ajouter 1 ml d'eau distillée (sauf les tubes T) et agiter les tubes manuellement.

v' Eliminer la solution par aspiration (sauf les tubes T).

v Mesurer la radioactivité liée aux tubes revétus a l'aide d'un compteur gamma calibré
pour I'lode 125 pendant 1 min.

d) Résultats

Pour chaque groupe de tubes faire la moyenne des comptages.

v Calculer les B/Bo% = moyenne des cpm ( échantillon) % 100
moyenne des cpm (CALO)

v Construire la courbe d'étalonnage en exprimant les B/Bo des calibrateurs en fonction
de leur concentration.

v’ Lire les valeurs des échantillons a partir de la courbe d’étalonnage.

v La conversion de pg/ml, en pmol/I peut étre calculée en utilisant la formule suivante :
aldostérone (pmol/l) = aldostérone (pg/ml) x 2,774

e) Caractéristiques du dosage
Sensibilité analytique : 1.44 pg/ml
Sensibilité fonctionnelle : 6.98

1) Spécificité
L’anticorps utilis¢ dans ce dosage est hautement spécifique de I’aldostérone. Des
réactivités croisées extrémement basses ont été obtenues a partir de nombreux stéroides

naturels (Aldostérone, corticostérone, cortisone ,11-desoxycortisol, progestérone, etc...).

2) Précision
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> Intra-essai
Des échantillons sériques ont été doses 25 fois dans une méme série. Les coefficients de
variation obtenus étaient inferieurs ou égales a 12,6% pour les sérums.

> Inter-essais
Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes .Les coefficients de
variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 17,2% pour les sérums.

3) Exactitude

» Epreuve de dilutions
Des échantillons sériques ont été dilués dans un diluant pour Aldostérone sérique. Les
pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 94,7% et 117% pour les sérums.

» Epreuve de surcharge
Des échantillons sériques ou plasmatiques ont été surchargés en Aldostérone sérique. Les

pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 81,7% et 115% pour les sérums

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) : 1,44 a environ
2000 pg/ml.
11.1.8. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyennes + ESM.

e Moyenne arithmétique (x) des valeurs individuelles

n .

Xl

x= Zl—1
n
¥ X : Somme des valeurs individuelles
n: nombre de valeurs
e Erreur Standard a la Moyenne (E.S.M)

é xi—x)?
ESM = — avec 0 = \/M

Vn n-1

& : Ecart type
xi : Valeur individuelle

e Coefficient de corrélation

_ D _1 Lo
r—6x8y p—anlyl Xy

(6x)* = ~X(xi—x)? (60)= ~2(yi —y)

Xi et yi : valeur individuelle comparées
x et y: moyenne des valeurs individuelle comparées

e Validité statistique
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La validité statistique des différences est calculée par ’TANOVA et test de Student en
utilisant le logiciel STATISTICA.

La différence entre deux moyennes comparées est statistiquement significative si la
probabilité "p", lue en fonction du nombre de degrés de liberté (d.d.I = n1+n2 —-2) est égale ou

inférieur & 5%.

Sip>0,05 : la différence n’est pas significative (ns).
Si 0,01< p<0,05 : elle est significative (*).

Si 0,001 <p<0,01 : elle est trés significative (**).

Si p<0,001 : elle est hautement significative (***).

11.2. ANALYSES MOLECULAIRES ET PHYLOGENETIQUES

L’objectif de cette partie repose sur le positionnement de différentes especes de
genre Gerbillus, dans un arbre phylogénétique général réalisé a partir des séquences d’ADN
des génes codants traites par des logiciels de la bioinformatique, expliquant I’importance de
ces rongeurs comme modele de laboratoire d’étude privilégié, pour aborder les différentes
facettes d’autres recherches scientifiques. Pour cela nous décrirons a partir d’analyse
moléculaire, la méthodologie utilisée depuis [’extraction d’ADN, la quantification,
I’amplification, 1’électrophorése et le séquengage, jusqu’au traitement des sequences qui se

trouvent au niveau de GenBank en vue de leur utilisation dans I’étude phylogénique.

11.2.1. Etapes d’Analyses Moléculaires
11.2.1.1. Echantillonnage représentative
Les prélevements utilisés pour les analyses moléculaires doivent étre au moins de 30

spécimens. Il s’agit de tissus frais (fragments de pied, bout d’oreille ou organes internes, foie

en particulier) prélevés lors de I’autopsie de I’animal.

11.2.1.2. Extraction et quantification de ’ADN

Les échantillons préservés dans I’éthanol (95°) ont été disséqués. Lors de I’utilisation,

ils ont été rincé avec du PBS sous agitation pour éliminer toute trace d’éthanol.

L’extraction d’ADN a partir d’un tissu est réalisée grace a des kits qui facilitent le
travail, par exemple QiAamp DNA Mini Kit (Qiagen®, Courtaboeuf, France) contenant les

différents tampons pré préparés.
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La qualit¢ de ’ADN extrait a été contrélée et quantifiée par spectrophotométrie
(Nanodrop). Cette extraction permet d’obtenir un ADN Pur et intacte, puis les extraits ont été
conservés a —20 °C, jusqu’a 'utilisation.
11.2.1.3. Amplification de ’ADN par PCR

La Polymerase Chain Reaction (PCR) (Kleppe et al., 1971) est une méthode in vitro
d'amplification de séquences spécifiques d'’ADN en un trés grand nombre de copies. Elle
permet d'amplifier une séquence spécifique d’/ADN dans un mélange réactionnel approprié.

La PCR est constituée de plusieurs cycles et comporte trois étapes successives :

e Ladénaturation : elle correspond a la séparation des brins de I'échantillon d'ADN par
chauffage (par exemple entre 90°C et 95°C) pendant une courte durée (quelques
secondes). L’ADN se retrouve ainsi sous forme monocaténaire.

e L’hybridation : les amorces se fixent sur I'ADN monobrin dans les zones de
complémentarité des nucléotides selon 1’association A-T et C-G a la température
d'hybridation (55°C et 68°C).

e L’élongation : c’est la phase d’élongation des amorces par la Taq polymérase qui va
synthétiser le brin complémentaire en utilisant les dNTP, ce qui permet de doubler
I'ADN cible. Chaque cycle ainsi répété permet d'aboutir a un ADN cible multiplié a la
température (par exemple entre 70° et 75°).

Geénes amplifiés :

Nous pouvons amplifier par PCR deux types de genes :

% Gene de I’ADN nucléaire : le géne ghr, brcal...etc.
% Gene de I’ADN mitochondrial : le géne Cytb, COL,...etc.
L’ADN extrait de chaque individu a été amplifié en utilisant des kits (exemple :
thermocycleur MJ Research PTC-2, Biometra Trio-Thermoblock). Ces Kits présentent

I’avantage d’amplification rapide a 'aide de réactifs préts a I'emploi.

11.2.1.4. Electrophorese des produits de PCR
L’électrophorese est une méthode pour séparer des produits de PCR et permettre leur
visualisation et/ou leur identification. La présence des amplicons est révélée sur gel d’agarose.

Il est constitué de trois étapes :

1. Préparation du gel d’agarose: Le gel d’agarose a 1.5% ou 2% est deposé dans une
cuve remplie de tampon conducteur de migration (TBE), ou les molécules sont soumises a

une tension électrique. Le gel joue le role d’un réseau inerte, dont les mailles, plus ou moins
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serrées en fonction de sa concentration en agarose, séparent les molécules en fonction de leur

taille.

2. Dépdt des échantillons : L’ADN de chaque échantillon amplifié a été melangé avec du
bleu de charge et déposé dans chaque puits du gel. La méme opération est réalisée avec un
marqueur de poids moléculaire connu, ce qui permet d’apprécier la taille des fragments
amplifiés.

3. La migration : La migration de I’ADN dans le gel est possible grace a sa charge négative.
Il va se déplacer dans un champ électrique, du péle négatif vers le pdle positif. Elle permet de
séparer les molécules en fonction de leur taille et de leur forme. Ainsi les grandes molécules
tres étendues migrent lentement alors que les petites molécules repliées sur elles-mémes
migrent rapidement.

4. La visualisation des échantillons : Aprés migration, le gel est placé sur une table a UV
pour révéler I’ADN (qui apparait sous forme de bandes fluorescentes) et le photographier.
Chaqgue bande correspond a un ensemble de tres nombreuses copies toutes identiques du

fragment amplifié qui se retrouvent au méme endroit sur le gel, puisqu’elles sont de méme

taille.

11.2.1.5. Sequencage des fragments amplifiées
Le séquengage de I’ADN consiste a déterminer 1’ordre des nucléotides sur la molécule
d’ADN précédemment amplifié par PCR. La méthode utilisée aujourd’hui (établie par Sanger
en 1977) repose sur I'utilisation de didésoxynucléotides, qui bloquent la synthése de ’ADN
apres leur incorporation.
Le sequencage de produits de PCR se déroule en trois étapes :
1. Purification des produits de PCR : Apres Vérification sur gel, les produits de PCR sont

purifiés via des kits (exemple : Mini kit Qiagen®).

2. Réaction de séquencage : Elle repose sur la méthode de SANGER ou méthode des

interrupteurs de chaine, adaptée a la fluorescence.

Aujourd'hui, la plupart des séquencages sont réalisés par des séquenceurs industriels
entierement automatisés (par exemple: Eurofins MWG Operon, Génome Express). Par la
suite, pour chague échantillon, les séquences obtenues ont été alignées et corrigées a l'aide du
programme spécifique (par exemple: BioEdit version 7.0.5). Les séquences d’ADN obtenus

dans les différents laboratoires de biologie moléculaire a travers le monde ont été déposées
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dans la bangque publique GenBank (NCBI) (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank/) pour étre
a la disposition des recherches scientifiques entre autres les séquences d'espéces de gerbilles.
L’Algérie ace jour n'a fait aucun travail sur la détermination moléculaire de genre
« Gerbillus » en raison de manque des moyennes et de laboratoires spécialises en biologie
moléculaire, méme au niveau de laboratoire de recherche sur les zones arides (LRZA) dans
lequel nous avons fait 1’étude histologique et morphométrique, les moyens sont toujours non
disponible, pour cela nous avons basé notre travail sur I’analyse des séquences qui se trouvent

au niveau de la GenBank (voir tableau | en annexe 1).
11.2.2. Etude de la GenBank

1. Définition de la GenBank

La GenBank est une collection annotée de toutes les séquences d'’ADN publiquement
disponibles. Cette banque est mise a jour régulierement grace a des échanges quotidiens de
séquences avec la banque européenne EMBL (European Molecular Biology Laboratory) et la
banque japonaise DDBJ (DNA Data Bank of Japan).

Afin d’une reconstruction phylogénétique du genre Gerbillus, nous récupérons les
séquences qui se trouvent au niveau de la GenBank, nous passons par plusieurs éetapes

distinctes :

1. Nous construirons I’'URL suivante : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
2. Nous avons choisi recherche par taxonomie.

3. Nous avons écrit le nom de notre genre « Gerbillus », Figure 11.

S NCBI Resources @ HowTo @
GenBank Taxonomy m

GenBank v = Submit SxéM v HIGs v EST/GSS v Metagenomes v TPA v TSA v | INSDC ~
PopSet
GenBank Overviey  Probe GenBank Resources
Protein GenBank Home
What is GenBank? E»Lfé':eg’;:,;:say Submission Types

GenBank ©is the NIH gené  pubChem Compound notated collection of all publicly available DNA sequences (Nucleic Acids

Submission Tools
Research, 2013 Jan:41(01)  pubChem Substance  the Intemational Nucleotide Sequence Database Collaboration , which comprises

the DNA DataBank of Japa,  pybMed ular Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI. These three organizations ~ Search GenBank
exchange data on adaily b pubMed Health Update GenBank Records
A GenBank release occurs zg: able from the ftp site. The release notes for the current version of GenBank provide

detailed information about t upcoming changes to GenBank. Release notes for previous GenBank releases

are also available. GenBanl traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each
release. GenBank growt _ al GenBank divisions and the WGS division are available from each release

An annotated sample GenE  ToolKitAl :es cerevisiae gene demonstrates many of the features of the GenBank fiat file
format ToolitBook

ToolKitBookgh
Access to GenBank |  uniGene b

There are several ways to search and retrieve data from GenBank

Figure 11 : Les étapes initiales pour récupérer les séquences de la GenBank.
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4. En entrant sur Gerbillus, nous obtenons toutes les espéces qui appartiennent a ce genre
(Figure 12).

o Gerbillus (northern pygmy gerbils) Click on organism name to get more information.

= Gerbillus amoenus (pleasant gerbil) 4
Gerbillus andersoni (Anderson's gerbil) 4mm

= Gerbillus andersoni andersoni
Gerbillus cheesmani (Cheesman's gerbil) <mmm
Gerbillus floweri (Flower's gerbil) <=
Gerbillus gerbillus (lesser Egyptian gerbil) <mmm
Gerbillus henleyi (pygmy gerbil)<4mmm
Gerbillus hesperinus (Maroccan getbil)-
Gerbillus hoogstrali (Hoogstraal's gerbil) <mm
Gerbillus latastei (Lataste's gerbil)
Gerbillus nancillus (Sudan gerbil) =
Gerbillus nanus (Baluchistan gerbil) <
Gerbillus nigeriae (Nigerian gerbil) <=
Gerbillus occiduus (occidental gerbil)
Gerbillus perpallidus (Pale gerbil) <mm
Gerbillus poecilops (large Aden gerbil) 4mm
Gerbillus pyvramidum (greater Egyptian gerbil) 4=

m Gerbillus pyramidum elbaensis

= Gerbillus pvramidum gedeedus

» Gerbillus pyvramidum pyramidum
= Gerbillus tarabuli (Tarabul's gerbil)

]

C " ® @B BN N NN EEREBETBR

Figure 12: Les dix-sept espéces de genre « Gerbillus » obtenues dans la GenBank, ces
espéces sont indiquées par des fleches en rouge.

5. Nous avons analysé toutes les espéces une par une pour identifier le nombre des séquences
nucléotidiques trouvées dans cette banque (Figure 13).
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Figure 13: Exemple des séquences nucléotidiques trouvées pour ’espece Gerbillus tarabuli.
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Au total, la GenBank contient 388 séquences de 17 espéces du genre «Gerbillus »
dont 40 séquences de notre espece Gerbillus tarabuli:
% 109 Séquences d’ADN nucléaire.
% 279 Séquences d’ADN mitochondrial.

2. Traitement des séquences de la GenBank:

Pour le traitement des séquences, il existe plusieurs logiciels permettant de générer des
arbres phylogéniques environ 367 logiciels de bioinformatique, parmi eux : PHYLIP, PAUP*,
MEGA, Phylo_win, ARB, DAMBE, PAL, Bionumerics, Mesquite, PaupUp, BIRCH, Bosque,
EMBOSS, phangorn, Bio++, ETE, DendroPy, SeaView, Crux, mais nous avons choisi MEGA
version 5 (MEGAS5: Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood
(Tamura et al., 2011), ¢’est un programme informatique permettant d’explorer et d’analyser des
séquences nucléotidiques. En effet le majeure de la collection d'outils d'analyse phylogénetiques
puisqu’elle a été amélioré pour rendre I'utilisation plus facile, elle a la possibilit¢ d’inclure le
maximum de vraisemblance entre les séquences grace a la nouvelle fonctionnalité de marquage
(*). Par rapport aux autres logiciels, il est le meilleur en termes de calculs, l'efficacité et la

précision des estimations des arbres (Kumar et Dudley, 2007 ; Kumar et al., 2008).

Nous pouvons alors procéder a la construction des arbres phylogénétiques a partir des
séquences nucléotidiques de chaque espéce du genre « Gerbillus » par différents étapes :
> Les séquences représentatives de chacune des 17 especes ont été téléchargées sous format
FASTA a partir de "GenBank" (Figure 14).

Gerbillus tarabuli mitochondrial cytb gene for cytochrome b, isolate 2002403

GenBank: LN606697.1
GenBank Graphics

»gi| 942478074 |emk |LN606697.1| Gerbillus tarabuli mitochondrial cytk gene for
cytochrome b, isolate 2002403
ATGACRARCATCCGARARAATTCACCCCTTACTARAARTAGTARACCACTCATTCATCGACCTCCCCACTC
CTCCRRACATCTCATCCTIGAT GRARRCTTIGGCTCACTICTAGGAATTTGCTTAGTARTTCARATTGCTAC
AGGACTITICCTAGCCATACATTATACAGCAGACACRRCARCAGCATTTICATCAGIATCCCATATCTGC
CERGRCGTARATTACGEATGACTARTCCCTTATATACACGCARLCGEAGCCTCACTATICTICATCTGCC
TATTTATCCATATCGGACGAGGCATTTACTACGGATCCTACATCTTTCAAGRRACATGRARCATCGGTGT
ARTCCTCCTATTTGCCGTAATAGCTACCGCATTCATAGGRTACGTCCTGCCAT GAGGRCRRATATCCTTC
TGEAGGAGCCACAGT GATTACRRATCTCCTCTCAGCARTCCCGTATATTGGTCCRAACRRTTGTAGRATGRL
TCTGAGGGEGETTCT CAGTAGRCARAGCCACCCTARCACGATTTTTCGCATTCCATITTATCCTCCCTTT
TATTATTACAGCCCTTGTICCTAGTCCACCTCCTATTITCTTCACGARACCGGATCCARTARCCCCCTAGGR
CTRRACTCTAATGCAGRCARAATCCCCTTITCACCCCTATTACACAGTARRAGATTTICTCGGAGTARTTT
TACTACTTCTATTTI TCATARTCCTAGTICTCTTCTTTCCTGACCTACTIGGAGACCCAGACRATTACRC
ACCTGCTARACCCACTCARCACACCTICCCCATATTARACCCGRATGATATITCTTATITGCCTACGCTATT
CTCCGTTCCATCCCCRAATARACTAGGTGGAGTACTAGCCTTAGTATTATCAATCCTCATTCTAATTTICC
TACCACTRATCCATACATCARAACARCGRAGCCTAATATTCCGACCAATTTCACARATACTTTACTGART
TTTAATCGCTARCCTGCTITATCCTIACATGARATCGGAGGCCARCCAGTAGAACACCCATTTATCATTATT
GECCRACTAGCCTCAATTAGCTACTTTTCTATCATCCTARTCTTTCTACCRAATCGCAGGRATCATCGRLG
ACRAAATATTARAATTATAT

Figure 14: Exemple d’une séquence nucléotidique au format FASTA.
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» Apres I'intégration de ces séquences dans le programme MEGADS, un alignement multiple a
été réalisé en utilisant le programme ClustalW (Figure 15), nous avons choisi ce type
d'alignement par ce qu’il est trés utile et permet d'étudier les différences et les similitudes

entre les séquences d’un méme marqueur moléculaire.
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Figure 15 : Le programme ClustalW utilisé pour 1’alignement multiple des séquences du

marqueur moléculaire choisi.

> Une fois les séquences alignées sont ensuite comparées et servent a la construction
d’arbres phylogénétiques en utilisant 1’une des méthodes fondées sur les distances, la
méthode UPGMA (Figure 16), la plus simple, basée sur I’hypothése que les taux de
mutation et donc les vitesses d’évolution sont identiques sur les différentes branches
de l’arbre, en utilisant le modéle de « Kimura 2-parameter », dans ce modele, les
transitions et les transversions ne sont pas équivalentes en termes de proportions et
leur fiabilité a été évaluée par le programme "Bootstrap”. Les valeurs de "Bootstrap”
pour 1000 (Figure 17) réplications sont ramenées en pourcentages et ils sont indiqués

au niveau des nocuds.
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Diversity Phylogeny ~ User Tree Ancestors Selection Rates

InL Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
%3 Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
3_0_; Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

Construct/Test UPGMA Tree...
Viaximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

Figure 16: La méthode UPGMA utilisée pour la construction de I’arbre phylogénétique.
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MS: Analysis Preferences
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Figure 17 : Les paramétres utilisés pour la reconstruction phylogénétique.

Pour mieux comprendre les arbres obtenus, nous avons besoin de comparer les

séquences alignées pour situer chaque espece, donc nous calculons la différence en %
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Les résultats rapportés dans ce travail, concernant d’une part les effets éventuels de la
castration suivie par le traitement de testostérone sur ’activité minéralocorticoide de la zone
glomérulée du cortex surrénalien chez la gerbille saharienne, « Gerbillus tarabuli » male
adulte, et d’autre part la position de cette espece dans 1’arbre phylogénétique par rapport aux

autres especes appartient du méme genre « Gerbillus ».

Nos études seront présentées en deux parties :
v’ la partie physiologique : cette partie rapporte les effets pondéraux (poids corporel et
surrénalien), sur 1’étude histologique de la zone glomérulée corticosurrénalienne. Et enfin les
effets sur quelques paramétres biochimiques sanguins (aldostérone et hématocrite).
v’ La partie génétique : cette partie a porté sur la comparaison entre Gerbillus tarabuli avec
d’autres espéces de genre Gerbillus sur le plan moléculaire a partir des données qui se trouvent
au niveau de la GenBank, afin de déterminer la position de cette espece dans I|’arbre
phylogénétique.

Les résultats obtenus seront discutés a la lumiére de la littérature. Les tableaux des tests

statistiques sont placés en annexe 1.
I11.L1LRESULTATS PHYSIOLOGIQUES

111.1.1. Effets pondéraux
111.1.1.1. Effets de la castration sur le poids corporel
Le poids corporel a été mesuré une fois par semaine chez tous les lots expérimentaux
pendant 57 jours en période d’activité sexuelle. L’évolution du poids corporel des animaux
témoins (t), castrés (C) et castrés traités a la testostérone (CT) sont représentés dans la Figure
18 (A) et (B).
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Figure 18 : Effet de la castration sur le poids corporel chez la gerbille Gerbillus tarabuli male adulte

AvC : avant castration ; Av E : avant élevage ; AvT : avant traitement a la tesstostérone ; AvS : avant sacrifice ; t : témoin ;
C:castré; CT : castrée traité a la testostérone.
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Nous avons noté chez les témoins une prise pondérale durant toute la période

d’expérimentation, qui se maintient jusqu’aux 50°™

jours de fagcon moins importante. En
effet le poids corporel des gerbilles augmente a la fin de I’expérimentation de 12,5% (p=

0,008).

Par contre chez les castrés, la castration induit une chute pondérale dés la premiére
semaine, cette diminution di a la chirurgie qu’a la castration elle-méme; une reprise

eme

pondérale est observé a la 4™ semaine, Mais cette reprise reste au-dessous de la valeur
initiale, a la fin de I’expérience comparant le poids corporel a 50 jour par rapport au O jour,
on note aucune différence statistiquement significative (1,64% p=0.63). Le traitement
biquotidien a la testostérone pendent 7 jour n’entraine pas de modification du poids corporel
(0,26% p=0,96).

En conclusion chez les Gerbillus tarabuli males adultes, la castration et le traitement a
la testostérone n’entrainent aucun effet sur le poids corporel.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus chez les rats (Johren et al., 2003), ainsi
que chez la souris apres 30 jours de la castration (Park et al., 2004 ; Xu et al., 2005).

Cependant des résultats contradictoires ont été rapportées dans le littérateur, certains
montrent que la castration induit une diminution du poids corporel chez certaines espéces,
telle que les rats (Kakolewski et al ., 1968 ; Nunez et al., 1979 ; Earley et Leonard, 1978 ;
Viau et al., 2003), la souris (Sandstedt et al., 1994 ; Allison et al., 2006), les cobayes (
Black 1994), Meriones libycus (Aknoun et al., 2009), Psammomys obesus (Benmouloud et
al., 2015).

D’autres auteurs ont signalé une augmentation, chez les rats (Bouamrane, 2002 ;
Milne et al., 2006), les chats (Fettman et al., 1997 ; Martine et al., 2001 ; Kanchuk et al.,
2003 ), la gerbille saharienne Gerbillus gerbillus apres 25 et 40 jours de castration (Mataoui,
1999), le lapin (Chala et Meftouh, 2003), ainsi que chez les bovins qui montrent une prise
pondérale aprés castration (Crane, 1991), et méme chez I’homme (Sato et al., 2003).

En effet la chute pondérale observé chez certains autres expliquer par I’absence de la
synthese de la testostérone connue par son implication dans le développement musculaire et la
distribution corporelle des graisses (Christoffersen et al., 2006) ou par I’effet du stress qui
provogue une hypophagie chez les rats, ces effets restaurées par traitement au propionate de

testostérone qui stimule la prise alimentaire et la gain pondérale (Gentry et Wade, 1976).
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Drailleurs d’aprés Martine et al. (2001), l'augmentation suivre de poids corporel chez
les chats di a I’augmentation de la concentration du sérum en leptine. En outre, chez
I’homme, les sujets hypogonadiques sont souvent obéses avec un taux élevé de leptine et
d’insuline (Martine, 1995 ; Bjorntopr, 1996 ; Couillard et al., 2000). Mais aussi I'o0bésité
est associee aux concentrations réduites en testostérone. (Sato et al., 2003).

111.1.1.2. Effets de la castration sur le dimorphisme pondéral des surrénales

e Chez les témoins

Chez le lot témoin, il apparait que le poids de la surrénale gauche est plus élevé que celui
de la surrénale droite (figure 19), méme si les différences ne sont pas statistiquement
significatives, que ce soit en valeur absolue (13,6 + 0,6 vs 14,3 £ 0,9 mg ; +5,4% ; P=0,49 ou
en valeur relative au poids corporel (23,80+0,9 vs 25,1+1,3 mg/100g P.C. ; + 5,3% ; P=0,41).

40,0 ~
ISD mSG I

30,0 - I
()
= I
20,0 -
= I I I
90,0 -
=
&
0,0

t|C|CT|t|C|CT

mg | mg/100g P.C. |

Figure 19: Influence de la castration sur le dimorphisme pondérale surrénalien chez Gerbillus

tarabuli male adulte.
t: témoin ; C : castré ; CT : castrée traité a la testostérone ; SD : surrénale droite ; SG : surrénale gauche ; P.C. : poids
corporel

e Chez les castreés

La castration entraine une disparition du dimorphisme pondérale surrénalien, En effet une
égalité pondérale entre les surrénale droite et gauche a été signalée (15,5+1,3 vs 15,5+1,2 mg ;
+0,3% ; P=0,98 ; en valeur absolue et 32,8+3,3 vs 32,5+2,6 mg/100g ; -0,8% ; P= 0,95 en

valeur relative au poids corporel).

e Chez les castrés traités a la testostérone
Le traitement a la testostérone restaure comme chez les témoins que ce soit en valeur

absolue (+6,1% ; P=0,55) ou en valeur relative au poids corporel (+4,6 % ; P=0,65).

Nos résultats montrent que chez Gerbillus tarabuli male adulte, la surrénale gauche a
un poids plus élevée que la droite chez les témoins. Ce résultat est similaire a ceux de Zatra

(2008), de Rana et al. (1975) chez les rats, de Benmouloud (2014) chez Psammomys obesus,
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de Kandsi- Bouhadad et Hadj Bekkouche (2010) chez le lapin. Alors que, le dimorphisme
est légerement en faveur de la surrénale droite chez Gerbillus gerbillus (Khammar et al.,
1975), chez le viscacha Lagostomus maximus maximus (Ribes et al., 1999), ou totalement

absent chez Meriones libycus (Aknoun, 2009).

Aprés 50 jours de castration, on obtient une égalité pondérale entre la surrénale droite
et gauche.

Ces résultats laissent supposer 1’existence d’une sensibilité différente aux androgénes

entre surrénales droite et gauche et spécifique de 1’espece animale.

111.1.1.3. Effets sur le poids des deux surrénales
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Figure 20: Influence de la castration sur le poids des deux surrénales chez Gerbillus tarabuli,

maéle adulte.
t:témoin; C: castré ; CT : castrée traité a la testostérone ; P.C : poids corporel

e Chez les témoins

Le poids des deux surrénales est de 27,9+1,5mg en valeurs absolue et de 48,9+2,1

mg/100g en valeur relative au poids corporel (Figure 20).

e Chez les castrés

Il apparait que le poids des deux surrénales des castrés est supérieur a celui des témoins.
Les différences sont statistiquement non significative en valeur absolue (31,0+2,4vs 27,9£1,5;
11,1%; p=0,478) et significative en valeur relative (65,3+5,7 vs 48,9+2,1; 33,5% ; p=0,019).
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e Chez les castrés traités a la testostérone

Le traitement & la testostérone augmente légerement le poids des deux surrénales et ceci
que ce soit en valeur absolue (3,5% ; p=0,920) qu’en valeur relative au poids corporel

(0,7% ; p=0,994638), comparés aux lots castreés.

La castration bilatérale chez Gerbillus tarabuli entraine une augmentation du poids
surrénalien. Des constatations similaires sont rapportées chez de nombreuses espéces
animales comme le rat (Korenchevsky et al., 1935 ; Chester, 1957 ; Kitay, 1963 ;
Gibson, 1976 ; Malendowicz et Jachimowicz, 1982 ; Lesniewska et al., 1990 ; Rifka et al.,
1998 ; Lan et al., 2009 ; Ajdzanovic et al., 2015), le hamster (Keyes, 1948 ; Holmes, 1995),
la souris (Hartman et Brownell, 1949 ; Johnsen et al., 2006), le lapin (Kandsi-Bouhadad
et Hadj-Bekkouche-Bekkouche, 2010), le poisson (Breneman, 1942), le volaille
(Breneman, 1941 ; Kar, 1947 ; Chan et Phillips, 1973), le chien et le chat (Hartman et
Brownell, 1949) et le mouton (Canny et al., 1999), ainsi que quelques rongeurs déserticoles
tels que Psammomys obesus (Gernigon et al., 1992 ; Benmouloud et al., 2014), Meriones
libycus (Mataoui, 1999 ; Aknoun, 2009)

Cette augmentation refléte :

e L'augmentation de la hauteur du cortex surrénale chez le rat de sable Psammomys
obesus (Benmouloud et al., 2014), chez le rat wistar (Greep et Chester, 1930 ; Burrows,
1945 ; Duda et al., 1985 ; Rasmussen et al., 2000), chez le lapin (Kandsi-Bouhadad et
Hadj-Bekkouche, 2010) et chez le volaille (Kar, 1947).

e L'augmentation du contenu surrénalien en cholestérol et lipides suggérant la

stimulation de l'activation stéroidogénique corticosurrénalienne (Benmouloud et al., 2014).

Chez notre espece, le traitement a la testostérone, augmente légérement le poids des
surrénales, des constatations similaires sont rapportées chez le cogs (Nagra et al., 1964 ;
Schoenberg et al., 1964), chez les canards (Chan et Phillips, 1973), chez les poissons
(Breneman, 1942), chez le hamster (Holmes, 1995), chez Meriones libycus (Aknoun,
2009). Alors qu'il entraine une diminution de ce poids chez d'autre espéce notamment, le rat
des sables (Benmouloud et al., 2014), le rat (Korenchevsky, 1930 ; Burrows, 1949 ;
Gibson, 1976 ; Malendowicz et al., 1986; Rifka et al.,, 1998; Lan et al., 2009 ;
Ajdzanovic et al., 2015) et les volailles (Breneman, 1941; Kar, 1947).

e K K e < <K < K <K= K < <0 < <K <X <K K e <0 <0 <0 < < = K < <0 <0 <0 <0 < <X

e <K W N <N <K <K N e <N <K <K <X < <N <K <K <Xl < <0 <K <0 <X <0 <0 <K=



%{wm:w,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,{W,,{W,,;:vf,;:vf,;:vfu:vfu:vfu:vf,;:vf,;:vf,;:vf,;:Wu:wu:wu:w,;:wm:wu:wu:ww,,w,,w,,w,,;:w,,;:w,,;:V,,,;:V,,,;:V,m:wmmmm,,;:w,,;:w,,;:w,,;:w,,;:wm:wm:,ymﬂ - g e

= <k <0 <0 < < <K <Ko <X < K < <N <0 <0 <X <K <X <0 < <X <K <K < < <X <K <K <0 <X <X <K <X <0 <XE

4
4
4
4
4
4
4
4
)
)
)
i
)
!
!
!
L
L
L
L
L
L
L
5
R

Résultats et Discussion Chapitre 11

111.1.2. Effets sur I’histologie du cortex surrénal et de la zone glomérulée
La surrénale est constituée d'un cortex externe et d'une médullaire interne. Une capsule
fibreuse dense, enveloppe la glande et fournit un support externe a la délicate charpente

collagéne qui soutient les cellules sécrétoires.

e Chez le témoin (t) :

On observe que le cortex surrénalien est formé par trois couches (la zone glomérulée
(fleche rouge), la zone fasciculée (fleche verte) et la zone réticulée (fleche orange)). La zone
glomérulée est la région la plus externe, elle mesure 79,4um et occupant environ 6.3 % du

cortex total (Figure 21 a).

La zone glomérulée est formée par une couche mince, mal limitée, parfois inconstante,
située immediatement sous la capsule, est constituée des cellules qui se disposent en amas
glomérulaires ou petits nids ovoides, séparés par de fins travées de tissu conjonctif provenant
de la capsule et guident de larges capillaires d’aspect sinusoide et elles sont caractérisées par
un cytoplasme acidophile renfermant un noyau sombre et arrondi (Figure 21 d). La surface
cellulaire et nucléaire ainsi que le rapport nucléo-cytoplasmique sont respectivement :
486,6+14,3 pm? ; 99,7+2.1 um? et 0,32+0,01 (Figure 23).

e Chez le castré (C):

On observe une hypertrophie du cortex (Figure 21 b). L’épaisseur de la corticosurrénale
passe de 1253,2+13,4 um chez les témoins a 1608,0+34,3 um chez les castrés avec une
différence trés hautement significative (28,31%, p=0,0001). Alors que la zone glomérulée ne
subit aucune modification histologique (Figure 21 b) et morphométrique (Figure 22), alors
qu’elle occupe environ 4.8 % par rapport au cortex total. En effet 1’épaisseur de cette zone
diminue légerement de 79,4+2,6um chez les témoins a 77,7£2,5um chez les castrés cette
diminution est statistiquement non significative (-2,07%, p=0,88) comparés aux témoins, la
surface des cellules glomérulaires et des noyaux présentent une faible diminution
statistiqguement non significative (0,63%, p=0,63 et -2,77%, p=0,589) alors que le rapport

nucléo-cytoplasmique reste constant (Figure 23).
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Figure 21: Influence de la castration sur I’histologie du cortex surrénalien et de la zone
glomérulée corticosurrénalienne chez Gerbillus tarabuli, male adulte.

Coloration: trichrome de Masson

a, betc: cortex (G: x100) ; d, eetf: Zone glomérulée (G : x1000)

t: témoin; C : castrés; CT : castrés traités a la testostérone ; CORT : cortex surrénal ; ZG : zone glomérulaire ; ZF : zone fasciculée ; ZR :
zone réticulée ; CC : capsule conjonctive ; CG : cellule glomérulaire ; NG : noyau de la cellule glomérulaire ; M : médullaire.
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e Chez le castreé traité a la testostérone (CT) :

On constate une restauration de Ihistologie de la surrénale identique a celle du témoin
(Figure 21 c), puisque en comparant les animaux de ces lots aux castrés, la diminution
observée est trés hautement significative (-26,05%, p= 0.0001) et ramenent les valeurs a celles
des temoins avec lesquels la différence est non significative (-5,11%, p= 0.145) (Figure 23).
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Figure 22 : Influence de la castration sur I’épaisseur de la zone glomérulée du cortex
surrénalien, chez Gerbillus tarabuli, male adulte.

t:témoin; C: castré ; CT : castrée traité a la testostérone ; CORT : cortex surrénalien ; ZG : zone glomérulée.
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Figure 23 : Influence de la castration sur la morphométrie de la cellule glomérulaire chez
Gerbillus tarabuli, méle adulte.

t:témoin ; C: castré ; CT : castrée traité a la testostérone ; CELL : cellule glomérulée ; N : noyau ; N/C : rapport nucléo-
cytoplasmique.

L’analyse des coupes histologiques de la glande surrénale chez la gerbille Gerbillus
tarabuli male adulte castrée révele une augmentation tres nette du volume total du cortex

surrénal.
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Ces résultats confirment les données de Zatra (2008) chez cette méme espéce. Des
constatations similaires sont rapportées chez nombreuses espéces animales comme les
hamsters (Keyes, 1948 ; Zieger et al., 1980), le rat des sables Psammomys obesus
(Boudoucha, 1990 ; Gernigon-Spychalowicz et al., 1992 ; Benmouloud et al., 2014),
Meriones libycus (Belhocine et Gernigon-Spychalowicz, 1996 ; Aknoun, 2009) et le lapin
domestique Oryctolagus cuniculus (Kandsi-Bouhadad et Hadj-Bekkouche, 2010).

En 1938, Hall et Korenchevsky avaient déja montré que la castration entrainait chez
le rat une hypertrophie des zones fasciculée et réticulée mais pas celle de la glomérulée.

Benmouloud et al. (2014) montrent que la castration provoque hypertrophie
corticosurrénalienne ainsi qu’une élévation du contenu du cortex surrénal en protéines, acides
nucléiques et du rapport ARN/ADN. L'apoptose des cellules corticosurrénales en fragments
apoptotiques est analyse par I'étiquetage in situ d'’ADN nucléaires a prouve que le répertoire
apoptotique détecté dans la zone glomérulée était semblable a celle observée chez les animaux

non-castres.

La castration n’a aucun effet sur la zone glomérulée chez Gerbillus tarabuli male
adulte. Ceci confirment les résultats de Zatra (2008) chez cette méme espéce et sont
similaires a ceux de Benmouloud (2003 et 2015) chez le rat des sables Psammomys obesus,
de Aknoun (2009) chez Meriones libycus et ainsi que ceux de AjdZanovié¢ et al. (2015) chez

les rats wistar.

Nos résultats sont différents de ceux de Reiter et Hoffman (1967) chez le hamster
doré Mesocricetus auratus, qui signalent que la majorité de mitoses se produisent dans les

zones glomeérulée et fasciculée.

En 1948, Keyes avait déja montré chez le hamster male que la castration entraine une

hypertrophie de la zone glomérulaire et des cellules glomérulaires et ses noyaux.

Le traitement a la testostérone chez Gerbillus tarabuli, méle adulte restaure I’aspect

histologique a celle du témoin.

Ces observations confirment les données de Zatra (2008) chez méme espéce et sont
similaires a celles signalées dans les travaux de Aknoun (2009) chez Meriones libycus, de

Benmouloud (2015) qui indigquent que les androgenes agissent en tant que facteurs de
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régulation pour la mort programmée de cellules cortisurrénaliennes chez Psammomys

obesus.

Ajdzanovié¢ et al. (2015) montrent que 1’administration de propionate de testostérone
pendant trois semaines chez les rats en andropause augmente le volume de cellules et de
noyaux de ZG de maniére significative avec un arrangement en groupement sporadique de

petites cellules et une vacuolisation de gouttelettes lipidiques.

Les effets des androgenes sur la surrénale se manifestent par le biais de récepteurs au
androgenes (RA) identifiés par plusieurs auteurs chez méme espece (Zatra et al., 2009), chez
le rat (Calandra et al., 1978 ; Rifka, 1978 ; Bentvelsen et al., 1996 ; Pelletier, 2000) et chez
le cobaye (Hirst et al., 1992 ; Pelletier, 2000). Benmouloud (2015) les a identifiés

également au niveau de la zone glomérulée du rat des sables Psammomys obesus.

Ajdzanovi¢ et al. (2015) montrent que les (RA) sont localisés dans le cytoplasme des
cellules glomérulaires. La réduction des stéroides sexuels agit sur I’expression des génes des
RA dans la ZG. Ils montrent aussi que les effets de testostérone sur le cortex surrénalien sont
non seulement par l'intermédiaire de 1I’hypophyse mais par la modulation d’activité des

enzymes de la stéroidogenese.

La castration a été étudiée par certains auteurs chez la femelle, notamment Saruhan
et Ozdemir (2005) montrent que chez les rats wistar albinos, adultes peut avoir comme
conséquence une diminution de l'activité du cortex surrénal. En revanche, l'injection
d'cestradiol peut causer une croissance significative dans l'activité du cortex surrénal (Fekete
et al., 1941 ; Saruhan et Ozdemir, 2005).
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111.1.3.Effets sur les paramétres biochimiques

111.1.3.1. Effets sur les concentrations plasmatiques en aldostérone
Les concentrations plasmatiques (pg/ml) en aldostérone de différents lots (témoin,
castré et castré traité) sont montrées sur la figure 24.

500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

Concentration plasmatique en
Aldostérone (pg/l)

0 T T , Lots

Figure 24: Influence de la castration sur les concentrations plasmatiques en aldostérone chez
Gerbillus tarabuli, male adulte.

t:témoin; C: castré ; CT : castrée traité a la testostérone.

Chez les gerbilles males Gerbillus tarabuli témoins, la concentration plasmatique en
aldostérone est en moyenne de 348,1+137,6 pg/ml. Elle est de 148,5+35,1 chez les castrés. On
note donc une diminution de 57,4% (p=0,37). Remarquons toutefois que cette diminution est

statistiquement non significative en raison de grandes variations individuelles.

Le traitement a la testostérone rétablit le niveau d’aldostérone dans le plasma (35,9%),

mais reste inférieur a celle de témoin (42%) (Figure 24).

AjdZanovi¢ et al, (2015), a constaté des résultats similaires concernant ’effet de la

castration, et différent pour I’effet du traitement a la testostérone.

D’autres part, nos résultats sont différentes de ceux retrouvées chez plusieurs especes,
notamment chez le rat (Kau et al., 1999 ; Tooh et al., 2007 ; Chang et al., 2008 ; keinitz et
Quinkler, 2008 ; Hofmann, 2012 ; Albiger et al., 2011 ), méme chez I’homme, (Sanger et
al., 2006 ; Yanesa et Romerob, 2009), et les bovins (Lynne et al., 1992) signalant une

augmentation de la concentration d’aldostérone au niveau plasmatique.

Le traitement a la testostérone a un effet inhibiteur sur la sécrétion d’aldostérone se
manifeste au niveau des cellules glomérulaires par I'inhibition de la stimulation par ’ACTH
et Ang Il (Kau et al., 1999 ; Jenkins et al., 2007).
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En fait la testostérone inhibait la production d’aldostérone par I’inhibition de I’activité
cyt p450 (conversion de 25-OH-cholestérol en pregnenolone), aldostérone-synthétase,
(conversion de la corticostérone en aldostérone) (Simpson et al., 1988 ; Aguilera, 1993), par
I’inhibition de 21 ou 11 B hydroxylase (Vicencio et al., 2006), et méme par I’accumulation de
I’AMPc. D’autres études suggerent que 1’action inhibitrice de la sécrétion d’aldostérone se
manifeste uniquement sur I’inhibition de aldostérone-synthétase et non par 1’accumulation de
I’AMPc (Jenkins et al., 2007). Et encore les androgenes surrénaliens notamment la
déhydroepiandrosterone agit directement sur les cellules de la ZG et diminuent la sécrétion
d'aldostérone par inhibition de la voie de AMPc ou par I'action sur la mobilisation intracellulaire
du Ca*". En outre il affecte sur la fonction des enzymes stéroidogénique du post-P450scc
(Chang et al., 2008).

111.1.3.2. Effets de la castration sur I’hématocrite

L’hématocrite est mesuré en pourcentage chez les lots témoins, elle est de 44,7+1,9%.
On constate que cette valeur augmente de facon statistiquement non significative chez les lots
castres (-5,85%, p= 0,426).

Le traitement a la testostérone diminue le taux de 1’hématocrite statistiquement

significative (-11,34%, p=0,049) comparés aux lots castrés.

60 -
It

g 1 I, mC
® 40
S MCT
8
£
‘@ 20
<

0 . . Lots d'animaux

t C CcT

Figure 25: Effet de la castration sur I’hématocrite chez Gerbillus tarabuli, male adulte.

t:témoin; C: castré ; CT : castrée traité a la testostérone.
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En conclusion, la castration n’entraine aucun effet sur le taux de ’hématocrite.

Nos résultats sont similaires a ceux de Aknoun (2009) chez le mérion méle, Meriones
libycus, de Moore et al. (1978) et Cherfi et Lacherab (2011) chez le rat et chez les bovins
(Early et Crowe, 2002 ; Martins et al., 2011 ; Ferreira et al., 2015).

Nos résultats sont différents de ceux obtenus chez ’homme (Hamilton et al., 1964 ;
Rossi et Tostain, 2004), et chez les animauxtel que le rat (Schmidt et al., 1987 ;
Benadouda et Boudef, 2011 ; Bellili et Bichara, 2012), les souris (Sullivan et al., 1995),
les lapins blancs (Zhao et al., 2013) et les poulets (Snapir et al., 1969). Ces derniers
signalent une augmentation. En effet, Cecil et Baskst (1990) Chez les cogs suggérent que
l'augmentation de taux de I'hématocrite pourrait étre employée pour prévoir la maturation
fonctionnelle des testicules. Duan et al. (2012) indiquent que la castration peut affecter les
phénotypes des deux especes différentes de cogs.

L’augmentation de taux de 1’hématocrite peut causer chez les patients présentant des
maladies vasculaires une augmentation de viscosité de sang et plus grand risque de thrombose
(Basaria et Dobs, 1999 ; Viallard et al., 2000 ; Stergiopoulos et al., 2008).

Le traitement a la testostérone entraine une diminution de pourcentage de 1’hématocrite

de fagon statistiquement significative.

Moore et al. (1978) et Duan et al. (2012) ont noté que le traitement d'cestrogéne a
diminué le taux de ’hématocrite tandis que la progestérone n'a aucun effet chez les rats.
Par contre les travaux de (Snapir et al., 1969) signalent que I’'administration de

propionate de testostérone augmente le taux de I’hématocrite chez les poulets.

Zhao et al. (2013) montrent que I’injection d’undecanoate de testostérone a long terme
conduit a une ¢lévation de taux de ’hématocrite. Ils indiquent également que I’hématocrite est
I’'un des différents facteurs de risque pour la mortalité chez les lapins blancs présentant une
maladie cardiaque coronaire. Alors que le traitement de lapin castré au propionate de
testostérone ne modifie ni ’hématocrite ni le taux d’hémoglobine sanguine (Wibowo et

Zielhuis, 1981).
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111.2. PARTIE PHYLOGENETIQUE

Les espéces de genre Gerbillus ont été l'objet dun grand nombre d'études
morphologiques, cytogénétiques et enzymatiques concernant leur taxonomie et leur
systématique (Chibani et Cheniti, 1982 ; Lay, 1983 ; Chetoui et al., 2002 ; Aniskin et al.,
2006). Cependant, plusieurs espéces de ce genre sont toujours sous la discussion
taxonomique (Chevret et Dobigny, 2005 ; Abiadh et al., 2010 ; Alhajeri et al., 2015 ;
Ndiaye et al., 2016). En outre, beaucoup reste a étudier sur la distribution, de I'écologie et de

I'évolution de ces rongeurs en Afrique du Nord.
I11.2.1. Résultats de la GenBank

Notre étude est basée sur la reconstruction phylogénétique a partir de 388 séquences
(géne : cytb, IRBP,...... etc) de 17 espéces appartenant au genre Gerbillus, récupérées aupres
de la GenBank. Les espéces qui ont été utilisé dans ces analyses phylogénétiques sont: G.
poecilops; G. henleyi; G. occiduus; G. gerbillus; G. nanus; G. amoenus ; G.andersoni ;
G.cheesmani; G.floweri; G.latastei; G.nancillus; G.nigeriae; G.perpallidus ;
G.pyramidum ; G.tarabuli ; G.hoogstrali et G.hosperinus localisées dans différentes régions

géographiques.

Les sequences de chaque espece extraite a partir de la GenBank, leur type de gene et
leur origine géographique ont été montrées dans le tableau I en annexe II. Il faut signaler qu’il
y a plusieurs séquences identiques a 100 %, pour cela nous ne prendrons en considération

qu’une seule séquence représentative.

Tableau Il : Les séquences d’ADN nucléaire et mitochondrial extraites de la GenBank pour

le genre Gerbillus

Espece Nombre total | Séquences d’ADN | Séquences d’ADN | Nombre total de
des séquences nucléaire mitochondrial cytb
G. amoenus 8 2 6 6
G. andersoni 7 3 4 4
G. cheesmani |5 2 3 3
G. floweri 6 1 5 5
G. gerbillus 53 22 31 29
G. henleyi 37 13 24 24
G. hesperinus | 2 1 1 1
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G. hoogstrali 11 2 9 9
G. latastei 19 1 18 15
G. nancillus 45 1 44 43
G. nanus 51 12 39 33
G. nigeriae 48 34 14 12
G. occiduus 28 3 25 25
G. perpallidus | 7 1 6 6
G. peecilops 2 1 1 1
G. pyramidum | 19 5 14 13
G. tarabuli 40 5 35 35
Total : 388 109 279 264

D’apres le tableau ci-dessus, nous remarquons qu’il y a :

% 109 Séquences d’ADN génomique : IRBP, GHR, akrlb, RAG1, AVPR2.. etc.

7

Notre choix s’est porté sur un géne mitochondrial, le cytochrome b (cytb) (Figure 26),
pour établir des liens de parenté entre les especes du genre Gerbillus, parce que ce dernier est
tres largement utilisé dans les études de phylogénie et il est donc bien documenté pour de
nombreux groupes de mammiferes (Bradley et Baker, 2001 ; Delsuc et al., 2003) tels que les
rongeurs (Martin et al., 2000 ; Veyrunes et al., 2005 ; Pageés et al., 2012 ; Nicolas et al.,
2012 ; Galan et al., 2012). Les études moléculaires réalisées a ce jour sur les Gerbillinae ont
également utilisé le cytb (Chevret et Dobigny, 2005 ; Abiadh et al., 2010 ; Ito et al., 2010 ;
Ndiaye et al., 2012, 2013). Le cytb est un gene présent en de nombreuses copies dans la
cellule, est considéré comme clonal et rarement ou jamais soumis a la recombinaison (Le et
al., 2000). 1l est transmis maternellement (hérédité cytoplasmique) (Gyllensten et al., 1991).

Enfin il a un taux de mutation plus élevé que les genes nucléaires.

% 279 Séquences d’ ADN mitochondriale majoritairement le cytb (264 séquences de cytb).
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Figure 26: la position de cytb dans I’ADN mitochondrial (Reddy, 2011).

111.2.2. Construction des arbres phylogenetiques

La construction des arbres phylogénétiques ont éte réalisées a I'aide du programme MEGAS5.
Tout d’abord, nous avons choisi les séquences représentatives de cytb en se basant sur leurs
origines géographiques (tableau I11 en annexe II).
A. Pour Pespéce G. ameenus . Au total, nous avons 6 séquences de cytb, 5 séquences sont de
I’Egypte et une séquence du Burkina-Faso, nous avons choisi 4 séquences d’Egypte de différentes
tailles (entre 228pb a 238pb) et une séquence de Burkina-Faso (1140pb) pour construire 1’arbre.
B. Pour I’espéce G. andersoni : 4 séquences de cytb ont été choisi, 2 de ’Egypte de longueur
différente (1119 et 1140pb), une de Burkina-Faso (1140pb) et une du Mali (1140pb).
C. Pour I’espéce G. cheesmani : 2 séquences du Mali avec une taille différente (1118pb et
1140pb) et une d’Egypte (1115pb).
D. Pour P’espéce G. floweri : nous prendrons toutes les séquences de ce genre, 4 d’Egypte
avec une taille différente (entre 225pb a 232pb) et une de Burkina-Faso (1140pb).
E. Pour P’espéce G. gerbillus : Au total, nous avons 29 séquences de cytb, nous avons choisi
seulement 10 séquences représentatives : 3 d’Egypte (228pb, 226pb et 220pb), 2 de Tunisie
(1006pb et 1071pb), une du Mali (1140pb), une de Burkina-Faso (1140pb), une du Maroc
(1140pb), une du Soudan (1140pb) et une du Kuweit (1121pb).
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F. Pour I’espéce G. henleyi : Nous avons repris 24 séquences de cyth, 2 séquences de

Burkina-Faso (de 1132pb et 1140pb), une de Mali (1140pb), une de Niger (1113pb), une de

Bénin (819pb) et une de 'Egypte (1115pb) ont été choisi pour I’arbre.

G. Pour I’espece G. latastei : Au total, nous avons 15 séquences, une séquence du Soudan

(1115pb), 8 de Tunisie (sa taille entre 1055pb a 1140pb) et 3 séquences d’ Algérie (taille entre

539pb a 903pb) ont été choisi.

H. Pour I’espéce G. nancillus : Au total, nous avons 43 séquences, seulement une séquence

du Soudan (1140pb) et 7 du Sénégal (tailles entre 1119pb et 1440pb) ont été choisi.

I. Pour Pespéce G.nanus: 33 séquences ont été trouvées dont 11 sont des séquences

représentatives de taille différente: 2 du Mali, 4 d’Egypte, une de Kuweit, une du Niger, une

du Sénégal, une d’Arabie Saoudite et une de Burkina-Faso.

J. Pour P’espéce G. nigeriae : Nous avons trouvé 12 séquences dont 2 séquences d’Egypte

(de tailles differentes, 1140pb a 1115pb), 3 du Mali (de longueur respectivement de: 1140pb,

1115pb et 1134pb) et une du Soudan (1140pb) ont été choisi pour I’arbre.

K. Pour I’espéce G. occiduus : Au total, 25 sequences ont été recupérees de la GenBank dont

5 séquences de méme taille (1140pb) ont été choisi pour la construction de I’arbre : 2 du

Maroc, une du Mali, une de I’Egypte et une du Soudan.

L. Pour PI’espéce G. perpallidus: 6 séquences de cytb ont été extraites, seulement 3

séquences ont été choisi, 2 du Maroc avec une longueur de 239pb et une d’Egypte avec une

longueur de 1130pb.

M. Pour P’espéce G. pyramidum : 13 séquences ont été extraites de la GenBank, 2 séquences

d’Egypte, une du Mali, une du Maroc (1140pb) et une du Soudan (1115pb) ont été choisi pour

la construction de I’arbre.

N. Pour I’espéce G. tarabuli : Au total, 35 séquences de cytb ont été trouvees parmi eux 9

séquences de tailles différentes (entre 1096pb a 1140pb) sont considérées comme les

séquences représentatives : 4 de Tunisie, 2 de Maroc, 2 de Soudan et une de Mali.

O. Pour P’espéce G. peecilops, G. hoogstrali et G. hesperinus : une seule séquence de taille

1140pb a été considéré comme une ségquence représentative pour chacune de ces espéces.
D’apres ces résultats, nous avons remarqué que toutes ces séquences de cytb étaient

tres différentes en termes de variation de longueur entre 220 a 1140 pb. Les séquences les

plus courtes ont été notées chez G. gerbillus et les plus longues ont été trouvées chez 1’espéce

G. andersoni et G. occiduus. En effet, les séquences représentatives alignées de chaque espéce

ont été coupées de facon a obtenir la méme longueur de cytb analysé.
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Toutes les espéces montrent une divergence genétique relativement élevée une fois
comparées par des paires. Ce pourcentage de différentiation génétique est semblable a ce qui
a été trouvé dans d'autres genres de rongeur (Bradley et Baker, 2001) ou la divergence
interspécifique moyenne du cyt b entre des espéces sceurs s’étend de 2.7% a 19.23% (Abiadh
et al., 2010).

Des arbres phylogénétiques ont été construits avec la méthode UPGMA sur le gene
cytb de 'ADNmt (tableau 111 en annexe Il) des 17 espéces de Gerbillus, en utilisant le modele
Kimura-2 parametres (Kimura, 1980). On considére généralement que les branches définis
par une valeur de "Bootstrap" supérieure a 50% sont fiables. 1l faut 1000 réplications de
"Bootstrap" pour que cette méthode soit statistiquement valable. Les arbres phylogénétiques
obtenus sont présentés dans la figure 27 (A, B, C,D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N).

Egypte 1
‘Egypte 2
‘Egypte 3

Egypte 4
Burkina-Faso

0.010 0.002 0.006 0.004 0.002 0.000

A. Gerbillus amoenus : I’Arbre est divisé en deux branches : 1’une inclus quatre séquences : Egypte 1, 2,
3 et 4 avec une valeur de bootstrap 100% et 1’autre de Burkina-Faso ; le taux de différence entre les
séquences est de 2,19 %.

0.003 0.002 0.001 0.000

B. Gerbillus andersoni : nous avons deux branches : I’une inclus I’Egypte et ’autre est subdivisée en
deux: Mali et Burkina-Faso. Il y a 8 bases différentes sur un total de 1140 sites donc la distance entre
eux est égale a 0.70 %.

 Mali 1
I Mali 2
Egypte

1 L 1 ]
05 0010 0.005 0.000

C. Gerbillus cheesmani : Dans cet arbre, nous avons trouvé deux clades : I’un de I’Egypte et ’autre de
Mali (1 et 2). Il y a 30 bases différentes sur un total de 1115 sites donc la distance entre ces séquences
est de 2,69 %.
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|Egypte 2
&2 Egypte 4
|Egyme 1

Egypte 3
Burkina-Faso

0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000

D. Gerbillus floweri : Cet arbre est divisé en deux branches: le périmer inclus une séquence de Burkina-
Faso et le seconde est lui-méme subdivisé en deux branches 1’un inclus I’Egypte 3 et I’autre inclus trois
séquences : I’Egypte 1, 2 et 4. La différence sur un totale de 222pb est égale a 1,35%.

Soudan
A{Tunisie 1
37 Maroc
Egypte 1
a1 4' .
57 I Kuweit

Egypte 3
a7 Egypte 2
53 1 Tunisie 2

Mali

Burkina-Faso

00038 0006 0,004 000z 0,000

E. Gerbillus gerbillus : Notre arbre est divisé en trois clade, le clade 1 comprend la séquence de Burkina-
Faso, le clade 2 comprend la séquence de Mali, et le clade 3 qui lui-méme se subdivise en deux 2 clade
chacun contient un sous-clade qui contient les séquences du Soudan, Egypte, Maroc, Kuweit, et la
Tunisie. Le taux de différence est de 2,72%.

73— Eagypte
100 Benin
Miger
Mali

 EE— Burkina-Faso 1
ml_— BurkinaFaso 2

F. Gerbillus henleyi : Notre arbre est divisé en deux branches :

e Branche 1: divisée en deux : I’une Niger et ’autre renferme Bénin et Egypte.

e Branche 2 : subdivisée en deux : I’une Mali et I’autre inclus deux séquences : Burkina-Faso 1 et 2. Le
taux de différence entre toutes les séquences est de 3.65 %.

Ao =l e =l e e Sbe S Sbe sle <be e =be-

&
!

e e e X X e e e N N e X X I O O e e e X e i O O e Y e e e S e e N Fyyyyyyyyyyyyyv\k\k\k%@

};@ K Wi i K K X N N e <K e e K K X X K K 0 <R < < Kk Kk 0 0 0 0 <0 < <D <K Kk Xk 0 0 Kk 0 <K < < <Kk Xk K K- K e X < K- X <K X < X 0 K- 0 < X < K X <K 0 < X <0 <Kk 0 < e R Xk 35



N
}}g e <M e K = X0 =K = <X = X <K e <X < 0 <K =K X0 <K= <0k <X <K= X0 <K= <= <X <K= X0k <K= <0E= <X <K= —X0E <K= <0k <X <K= X0k <K= <0k <X X <0 <X <K= <K= X <0 <X <K= <K= X <0 =K <K= <K= X0 <0E =K <K= <K= X0l <0 <K= <K= <X <X <0 <K= <Kk <X <0 zg?é

e e A e A A ot W U ot A A e gl e e Ak e W Ak S S Ak S il U S S S S Sl S i gl e ke Sk e ke ke e ke e e e e e e Ak Ak Ak

Résultats et Discussion

Chapitre 111

=+

31

70 | Algerie 1
4|Algerie 2
Tunisie 4
445|Tunisie <]
Tunisie 3
{Tunisie T

Tunisie 2

Tunisie 1

38

Tunisie 6

Algerie 3

Soudan

Tunisie 5

,
0.003

,
0.002

000

G. Gerbillus latastei : cet arbre est divisé en 4 clades, le premier inclus une séquence de la Tunisie, le
deuxiéme inclus une séquences du Soudan, le troisiéme inclus une séquences de 1’ Algérie, et le dernier
clade subdivise en deux autres clades 1'un divisé en sous-clade comporte les séquences d’Algérie et
Tunisie, et I’autres comprend trois séquences de la Tunisie. Sur un total de 539pb la différence entre les
deux sous-clades de Tunisie 1, Tunisie 5 et de Tunisie 4, Tunisie 3, Tunisie 5 est respectivement 1,8%
et 7,4%. La différence entre les séquences d’Algérie (1, 2, 3) est de 1,2 % pour cela ils sont classés
dans différentes branches.
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H. Gerbillus nancillus : Cet arbre est divisé en plusieurs clades qui comprennent des séquences
du Sénégal et du Soudan. La différence entre les séquences du Sénégal 4 et Sénégal 2 d’une part et
entre les séquences du Sénégal 4 et Sénégal 1 et du Sénégal 4 et Sénégal 3 d’une autre part est
respectivement 3,62% ; 5,4% et 6 %. Le taux de différence est 8.7%.
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I.  Gerbillus nanus : Dans cet arbre nous avons trois clade : clade 1 qui inclus une séquence du Mali,
clade 2 se divise en deux sous clades avec quatre séquences, clade 3 inclus deux sous clade contenant six
séquences. La différence entre les séquences de I’Egypte est 3.3%, pour cela ils sont classés dans
différentes branches.
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J.  Gerbillus nigeriae : Nous avons divisé cet arbre en 3 clades qui contiennent les séquences du Mali,
Egypte, et Soudan. La différence entre les séquences du Mali et d’Egypte localisées dans différentes

branches est respectivement de 3.2% et 2.7%.

g5 | Soudan
BT | Egypte

Mali

Maroc 1
Maroc 2

oo 0.003

0.005

0.004

.00z 0.000

K. Gerbillus occiduus : L’arbre suivant est divisé en deux branches, I’une contient une séquence du Maroc
et ’autre est partagée en sous-branche, le premier contient une séquence du Maroc et le deuxiéme

contient deux branches avec 3 séquences du Soudan et de I’Egypte inclus dans une branche et Mali dans

une autre branche. La différence entre Maroc 1 et Maroc 2 est de 2.2%

Maraoc 1

Eygpte
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0006 0008
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L. Gerbillus perpallidus : Cet arbre est divisé en deux branches, I’une inclus une séquence du Maroc 2

et "autre divisé en deux sous-branche inclus des séquences du Maroc et de I’Egypte. La différence

entre les animaux du Maroc est de 1.7%.
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M. Gerbillus pyramidum : Nous avons remarqué que les séquences de 1’Egypte sont localisées dans

différentes branches de I’arbre avec un taux de différence de 3.22% sur un total de 1115pb.
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N. Gerbillus tarabuli : L’arbre est divisé en 3 clades 1’un contient une seule séquence de la Tunisie et

I’autre divisé en deux clades, clade 1 comprend la séquence de la Tunisie et clade 2 comprend deux

autres clades qui contiennent des séquences du Maraoc, Tunisie, et Soudan. Le taux de différence entre les

séquences de Tunisie est de 5,4%,

Figure 27: Arbres phylogénétiques par la méthode UPGMA basés sur des séquences de

cytb, reconstruisent les relations phylogénétiques entre 17 especes de genre Gerbillus. Les

valeurs sur les branches indiquent les valeurs bootstrap pour 1000 répliques.

Pour les espéces G. hoogstrali, G.hesperinus et G. pecilops : on ne peut pas construire

les arbres phylogénétiques car chacune posséde une seule séquence représentative de cytb

alors qu’il faut plus de trois séquences pour construire un arbre.

111.2.3. Arbre phylogénétique global du genre Gerbillus :

La construction de I’arbre final qui représente les 17 espéces du genre Gerbillus est basée

sur les séquences représentatives de cytb de chaque espéce :

1. G. ameenus . Nous avons choisi 2 séquences de I’Egypte et une du Burkina-Faso qui

appartiennent a deux branches différentes de 1’arbre de cette espece.

2. G. andersoni : 2 séquences de cytb localisées sur deux clades (Egypte et Mali) ont été

choisi.

3. G. cheesmani : 2 séquences : Mali et Egypte.

4. G. floweri : nous prendrons deux séquences de I’Egypte (1 et 2) et une du Burkina-Faso.

5. G. gerbillus : 6 séquences représentatives : Egypte 3, Tunisie 2, Mali, Burkina-Faso,

Soudan et Kuweit.

6. G. henleyi : nous avons repris 4 séquences de cytb qui sont : Burkina-Faso, Mali, Niger,

Bénin.
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7. G. latastei : au total, nous choisissons 7 séquences provenant du Soudan, Tunisie (1, 3, 4 et
5) et de I’Algérie (2 et 3).

8. G. nancillus : au total, nous avons choisi 4 séquences provenant de deux pays : Soudan et
Sénégal (1, 2 et 3).

9. G. nanus : Mali, Kuweit, Niger, Sénégal, Arabie Saoudite et Burkina-Faso.

10. G. nigeriae : Egypte 2, Mali 2 et Soudan ont été¢ choisi pour ’arbre final.

11. G. occiduus : Au total, 4 séquences ont été choisi dans la construction de I’arbre : Maroc
1 et 2, Mali et Soudan.

12. G. perpallidus : 2 séquences ont été choisi : Maroc 2 et Egypte.

13. G. pyramidum : les 4 séquences provenant des pays africains ont été choisi (Egypte, Mali,
Maroc et Soudan).

14. G. tarabuli : Au total, nous avons pris toutes les seéquences de cette espece (9 séquences :
4 de Tunisie, 2 du Maroc, 2 du Soudan et une du Mali).

15. G. peecilops, G. hoogstrali et G. hesperinus : nous avons ajouté les séquences

représentatives de cytb (une de ’Egypte et 2 de Maroc) dans I’arbre général.

Au total, nous avons une matrice finale qui comprend 61 séquences du cytb de différentes
tailles dont 9 séquences de notre modele d’étude G. tarabuli. Ces séquences ont été alignées
puis coupées de facon a obtenir des séquences ayant une méme longueur de 220 pb, I’arbre

global est présenté dans la figure 28.
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Figure 28: Arbre phylogénétique basé sur les séquences de cytb des 17 especes du genre

Gerbillus en utilisant la méthode UPGMA « Kimura 2-paramater » par la suite informatique

MEGAS.
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D’apres I’arbre, les séquences de cytb se répartissent en 2 clades principauXx :

- Le clade 1 : Il comprend la majorité des espéces (G. tarabuli, G. occiduus, G.pyramidum,
G.floweri, G.perpallidus, G. cheesmani, G. hoogstrali, G. hesperinus, G. latastei, G.
gerbillus, G. nancillus G. nigeriae, G. andersoni, G.poecilops, G.amoenus et G. nanus)
correspondrait donc au genre « Gerbillus ». Ce clade est subdivisé en quatre sous-clades :
Clade A : Il est subdivisé en deux avec d’une part les espéces G. tarabuli, G.occiduus,
G.pyramidum, G.floweri et G.perpallidus avec une valeur de bootstrap de 67. Ce sous-clade
est subdivisé en deux groupes assez bien remarqués avec d’une part les spécimens a G.
tarabuli et G.occiduus (Ala) d’origine africaine (Soudan, Tunisie, Maroc et Mali) qui
apparaissent comme 2 especes sceurs tres proches, présentant la plus forte valeur de BP= 81,
et d’autre part, tous les spécimens de G.pyramidum, G.floweri et G.perpallidus (Alb)
d’origine africaine (Mali, Maroc, Soudan, Egypte et Burkina-Faso), les spécimens de G.
perpallidus originaire d’Egypte et Maroc et de G. floweri originaire d’Egypte et de Burkina-
Faso apparaissent trés proches et indifferenciés de la majorité des spécimens de G.
pyramidum. L’autre sous-clade correspond aux espéces G. cheesmani, G.hoogstrali,
G.hesperinus et G. latastei (A2) avec une valeur de bootstrap en UPGMA inférieure a 50. Ce
sous-clade est subdivisé en deux avec d’une part un premier sous-clade constitué de G.
cheesmani et d’autre part un deuxiéme sous-Clade constitué de trois autres especes,

G.hoogstrali, G.hesperinus et G. latastei avec une valeur de bootstrap de 55.

Clade B : Il correspond a G. gerbillus avec une valeur de bootstrap de 20.

Clade C : Il correspond a G. nancillus originaire du Sénégal et du Soudan avec une
valeur de bootstrap de 13.

Clade D : Il renferme les especes G. nigeriae, G.andersoni, G.poecilops, G.amoenus
et G.nanus. Ce sous-clade est subdivisé en deux: 1’un est constitué de G. nigeriae et
G.andersoni (D1) qui apparait comme des groupe-freres comme le témoigne la faible valeur
de bootstrap entre ces deux groupes, et I’autre renferme G.amoenus, G.nanus et G.poecilops
(D2) avec une valeur de bootstrap entre les deux de 86, soit un schéma analogue a celui publié
dans Ndiaye et al. (2013).

- Le clade 2 : 1l n’est représenté que par la seule espéce correspond a G. henleyi ce qui
montre clairement qu’elle constitue une lignée bien différenciée du premier clade de

Gerbillus.
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De manicre générale, I’arbre obtenu dans cette partic montre que Gerbillus est
monophylétique, résultat soutenu par des faibles valeurs de support statistique (bootstrap
inférieurs a 50) des nceuds ce qui signifie qu’il n’y a pas une séparation nette des especes,
donc elles sont considérées comme des espéces trés proches, a partir d’une matrice de

séquences traitées (cytb) avec la méthode UPGMA.

Les mémes résultats ont été trouvés en utilisant le programme BLAST (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov). Ce programme utilise I'algorithme développé par Altschul et al.,
(1990) pour rechercher les segments similaires entre une séquence requéte et I'ensemble des
séquences présentes dans la banque nucléique ou protéique. Ceci consiste a faire la
comparaison de cette séquence requéte avec les génomes existants dans les banques pour y
déceler les séquences homologues. Des tests statistiques permettent de décider si I'alignement

obtenu est significatif et les résultats fournis sont classes par ordre de fiabilité.

Les séquences sont classées en fonction d'un "score” qui dépend de I'homologie avec
la séquence requéte, de la taille de la banque et de la valeur du "E-Value". Plus celui-ci est
petit, plus I'homologie entre la séquence requéte et celle de la banque est grande.

Nous avons comparé la séquence du Mali (sous le numéro d’accession KM236146) de
G. tarabuli par rapport aux autres séquences de G. occiduus : du Mali (KM236139) et du
Maroc 1 (JN652805). Ces dernieres ont une grande similarité de 98% avec la séquence de G.

tarabuli. Ce résultat montre que ces séquences sont tres homologues.

1988 1988 100% 00
1988 1988 100% 0.0
1988 1988 100% 0.0

1961 1361 100% 0.0

1961 1961 100% 00
1957 1957 100% 0.0

1957 1957 100% 0.0

1957 1957 100% 0.0
1952 1952 100% 0.0

1952 1952 100% 0.0

1952 1952 100% 0.0

1952 1952 100% 00 98% JNO214261

Figure 29 : Les similitudes entre la séquence de Mali de G. tarabuli avec les séquences de

Mali et de Maroc 1 de G. occiduus par le programme BLAST.

Nous avons comparé aussi la séquences de I’Egypte 1 de G. floweri (KT721350) avec
d’autres séquences de G. perpallidus (Egypte : KT721341; Maroc 2 : JN652806), de G.
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pyramidum (Egypte 1: LN606692) et de G. floweri (Burkina-Faso: KMZ236119).

L’homologie entre la séquence requéte et celle de la banque est de 99 %.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:5
% Alignments [@Download v GenBank Graphics Distance tree of results o
Description ::z:e ::::Ie 2:\:?' s Ident  Accession
V] Gerbillus floweri isolate 100073 ctochrome b (otb) gene, partial cds: mitochondrial 419 419 100% 1e-113 100% KI7213501
] Gerbillys perpallidus isolate 101829 cviochrome b (ob) gene, partial cds: mitochondial 419 419 100% 1e-113 100% KI7213421
"] Gerbillus perpallidus isolate 101825 cytochrome b (cvtb) gene, partial cds: mitochondrial 419 419 100% 1e-113 |100% KI7213411
7] Gerbillus perpallidus isolate 101824 cvtochrome b (cvib) gene. partial cds: mitochondrial 419 419 100% 1e-113 100% KI7213401
1 Gerbillus perpallidus isolate 101819 ctochrome b (ctb) gene, partial cds: mitochondial 419 419 100% 1e-113 100% KI7213391
7| Gerbillus flower isolate 100084 ctochrome b (cytb) gene, partial cds: mitochondrial 414 414 98% Se-112 100% KI721347.1
V] Gerbillys perpalligus i 101831 rome b (i 0 | cds: milochondrial 410 410 100% 6e-111 99% KI7213431
V] Gerbillys pyramidum mitochondrial ob gene for ctochrome b. isolate Gpyr 410 410 100% 6e-111 ] 99% LNG6066921
@ Garbillus floweri isolate F2 ctochrome b (cith) gene, partial cds: mitochondsial 410 410 100% 6e-111] 99% KM236119.1
V] Gerbillys perpallidus voucher Geperp1 ctochrome b gene. partial cds; mitochondrial 410 410 100% 6e-111 ] 99% JNG52806.1
] Gerbillus floweri isolate 100087 cytochrome b (oytb) gene. partial cds: mitochondrial 407 407 96% Te-110 100% KI7213491

Figure 30 : Les similitudes entre la séquence Egypte 1 de G. floweri avec d’autres
séquences de G. perpallidus, de G. pyramidum et de G. floweri par le programme BLAST.

Une homologie de 98% entre la séquence de G. amenus (Egypte 3 : KT721323) et une
séquence de la méme espéce (Burkina-Faso : KM236112) et celles de G. nanus (Arabie
saoudite : KT721338 ; Burkina-Faso : LN606685).

Max Total Query

Description S oy | I Ident  Accession
{71 Gerbillus amoenus isolate 86827 cochrome b (ctb) gene, partial cds: mitochondrial 426 426 100% 7e-116 100% KIT7213251
[l Gerbillus amoenus isolate 88825 cytochrome b (oith) gene, partial cds: mitochondrial 426 426 100% 7e-116 100% KI7213241
[@ Gerbillus amoenus isolate 79364 cytochrome b (cyth) gene, partial cds: mitochondrial 426 426 100% Te-116 100%| KT7213231
1 Gerbillus amoenus isolate 101215 ctochrome b (cvtb) gene, partial cds: mitochondrial 47 47 100% de-113 99% KI7213211
[ Gerbillus amoenus isolate 101222 ctochrome b (cytb) gene. partial cds; mitochondrial 412 412 96% 2e-111 100% KI7213221
[ Gerbillus nanus isolate M4943 ctochrome b (CYTB) gene, partial cds: mitochondrial 412 412 100% 2e-111 99% JQ7530601
[ Gerbillus nanus isolate JMDI30 citochrome b (CYTB) gene, partial ods; mitochondrial 412 412 100% 2e-111 99% JQ753059.1

"1 Gerbillus nanus mitochondrial partial cytochrome b gene 412 412 100% 2e-111 99% AJB512701
[¥] Gerbillus nanus mitochondrial cith aene for cvtochrome b, isolate 1999032 408 408 100% 2e-110 | 98% LNG0668S51
7] Gerbillus nanus isolate 1999032 ctochrome b (CYTB) gene, partial cds; mitochondrial 408 408 100% 2e-110 98% JQ7530621

[V Gerbillus nanus isolate 83060 cytochrome b (cvtb) gene. partial cds: mitochondrial 403 403 100% 8e-109) 98% KI7213381
[V Gerbillus amoenus isolate N3009 ctochrome b (cvtb) gene, partial ods; mitochondrial 403 403 100% B8e-109) 98% KM2361121
[ Gerbillus nanus isolate pb1553 ctochrome b (CYTB) gene. partial cds: mitochondrial 403 403 100% 8e-109 98% JQ7530521

Figure 31 : Les similitudes entre la séquence de G. amaenus avec une sequence de la méme

espece et celles de G. nanus par le programme BLAST.
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4. Interprétation des relations phylogénétiques entre les différentes espéces du genre
Gerbillus :

Le genre Gerbillus (Musser et Carleton, 2005), infeodé aux milieux désertiques et
subdésertiques du Nord de I’Afrique, du Proche et Moyen-Orient, représente 1’exemple d’un
groupe dont la systématique a été parmi les plus fluctuantes chez les rongeurs : le nombre
d’espéces de ce genre ainsi que leur distribution en sous-genres, voir en genres distincts ont
beaucoup varié selon les auteurs (Lay, 1983 ; Pavlinov, 2001 ; Musser et Carleton, 2005).

Cette divergence taxonomique est la conséquence de ['utilisation de différentes
approches (biochimiques, biogéographiques, écologiques, comportementaux, morpho-
anatomiques, cytogénétiques et moléculaires) ou les caractéres morphologiques et
moléculaires sont les plus utilisées et leur congruence permet souvent de délimiter les
frontiéres entre especes (Dobigny et al., 2003 ; Colangelo et al., 2007 ; Ndiaye et al., 2012 ;
2013) d’une part, mais aussi de la difficulté de réunir des échantillons suffisants, provenant de
toute I’aire de répartition de ces taxons d’un autre part (Dayrat, 2005 ; Padial et al., 2009 ;
Ndiaye et al., 2012).

Ce genre est d’ailleurs considéré comme particulierement intéressant pour aborder les
différents aspects de 1I’évolution chromosomique, du fait du nombre de remaniements tres
importants retrouvés (Qumsiyeh, 1986 ; Volobouev et al., 1995 ; Aniskin et al., 2006). Le
nombre diploide (2n), le nombre fondamental d’autosomes (NFa) qui varient de 34 a 74 et de
52 a 142 respectivement (Lay, 1983 ; Qumsiyeh et al., 1991 ; Aniskin et al., 2006 ;
Granjon et Denys, 2006) ainsi que la morphologie des chromosomes sexuels permis souvent
de caractériser de facon non ambigué des especes par ailleurs trés similaires
morphologiquement (Jordan et al., 1974 ; Lay et al., 1975 ; Wassif, 1981 ; Qumsiyeh et
al., 1986 ; Volobouev et al., 1995 ; Dobigny et al., 2001 ; Granjon et Dobigny, 2003), mais
aussi de faire des propositions sur les relations phylogénétiques a I'intérieur de ce groupe
(Viégas-Péquignot et al., 1984 ; Qumsiyeh, 1986 ; Volobouev et al., 1995 ; Aniskin et al.,
2006).

D’aprés I’arbre global du genre Gerbillus, les especes G. occiduus et G. tarabuli
apparaissent comme deux especes-sceurs. Aniskin et al. (2006) montrent qu’elles sont sur le
plan chromosomique bien différenciées malgré la possession d’un nombre diploide commun
de 2n = 40 chromosomes. De fagon intéressante, et malgré le caractére trés récent de leur
séparation, ces deux especes présentent déja une différenciation morphologique assez nette du

point de vue de leurs mensurations craniennes (Ndiaye et al., 2012).
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Le méme résultat a été trouvée pour les espéces G. amoenus et G. nanus, ces deux
espéces jumelles semblent en effet avoir des caryotypes tres similaires voire identiques, avec
2n = 52 et NFa = 58 (Ndiaye et al., 2013). La situation opposée a ce conservatisme
chromosomique apparemment trés rare dans le genre Gerbillus correspond a des cas de
polymorphisme, ou des individus de la méme espéce présentent des caryotypes assez
différents (cas de G. nigeriae, Volobouev et al., 1988 ; Hima et al., 2011). Par contre,
Ndiaye et al. (2013) ont montré sur le plan moléculaire 1’existence de deux sous-clades de
distributions géographiques bien distinctes, justifiant de la distinction entre G. nanus
(asiatique) et G. amoenus (africaine).

Nous avons ainsi retrouvé au sein d’'un méme clade bien soutenu des espéces de G.
floweri, G. perpallidus et G. pyramidum. Ces deux derniéres constituent deux espéeces dont la
taxonomie a pendant longtemps fait débat. D’une part G. perpallidus (2n = 40 ; NFa = 76)
décrite par Setzer (1958) en Egypte n’est connue qu’a ’ouest de la vallée du Nil. Elle est
considérée comme une espece valide par plusieurs auteurs (Lay, 1983 ; Osborn et Helmy,
1980 ; Pavlinov et al., 1990 ; Musser et Carleton, 2005) contrairement & Cockrum (1977)
qui la considere comme synonyme de G. latastei ou Petter (1975) qui la repertorie comme
une sous-espece de G. pyramidum. Gerbillus perpallidus est une forme trés proche
morphologiquement de G. pyramidum. Setzer (1958) va méme jusqu’a suggérer que G.
perpallidus soit un « envahisseur récent ou alors se soit développé in situ ». De maniere
générale, comparée a G. pyramidum, elle est de couleur plus pale son créane est de plus petite
taille et ses bulles tympaniques sont plus enflées, entre autres criteres décrits par Setzer
(1958). Quant a G. pyramidum (2n = 38, NFa = 76), quatre formes sont communément
reconnues en Egypte a savoir G. p. pyramidum, G. p. elbaensis, G. p. gedeedus et G. p.
floweri (Osborn et Helmy, 1980), I'une d’entre elles, « floweri », étant d’ailleurs
régulierement considérée comme une espéce valide (Lay, 1983 ; Musser et Carleton, 2005 ;
Granjon, 2013). Les travaux de Ndiaye (2013) montrent que G. perpallidus et G. pyramidum
floweri semblent constituer un clade fort bien soutenu, a I’intérieur duquel les spécimens
référés sous les 2 noms sont mélangés. Dans cette hypothese, G. p. floweri et G. perpallidus
devraient en fait étre considérées comme une seule et méme espece, ce qui irait dans le sens
des observations d’Osborn et Helmy (1980) qui notent une tres forte ressemblance entre
leurs représentants.

Nos résultats sont conformes a ceux de Ndiaye et al. (2012) qui signalent que les
espéces G. hoogstrali et G. hesperinus sont des espéces sceurs. Ces deux espeéces sont

génétiquement proches de I’espece G. latastei (Musser et Carleton, 2005).
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L’espéce G. henleyi constitue une lignée bien différenciée du premier clade de 1’arbre
global du genre Gerbillus. Elle présente un caryotype distinct (2n = 52) par rapport a ’espéce
G. nancillus (2n = 56) mais pouvant étre confondue de par leur petite taille ; elles se
retrouvent nettement distinguées par [’analyse moléculaire et avec les mensurations
corporelles ou craniennes discriminantes (Ndiaye et al., 2013). Cette espece présente le
méme nombre diploide avec celle de G. nanus (2n = 52). Cependant le NFa de ces individus
ainsi que la forme et la taille de leurs différents chromosomes (dont les chromosomes sexuels)
permettent de les identifier sans ambiguité, en se référant en particulier aux informations et
illustrations fournies par Lay et al. (1975), Volobouev et al. (1995) et Aniskin et al. (2006).

Les données moléculaires extraites de la GenBank, nous a permis d’obtenir des
résultats solides, ce qui va nous permettre d’apporter des éléments de réponse a des questions
d’ordre phylogénétique concernant la position exacte des espéces du genre Gerbillus en

particulier I’espéce Gerbillus tarabuli.
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Dans ce travail portant d’un part sur ’influence de la castration bilatérale par voie
abdominale chez les gerbilles Gerbillus tarabuli capturées dans la région de Béni-Abbés
(30°7 N, 2°10 O) en période de reproduction, et d’un autre part sur le positionnement de cette
espéce dans un arbre phylogénétique de différentes espéces de genre Gerbillus, nous avons

mis en évidence les résultats suivants:
» Pour résultats physiologiques :

La castration entraine aprés 50 jours :

1. Au niveau pondéral :

- Aucune modification sur le poids corporel.
- Disparition du dimorphisme pondéral surrénalien.

- Augmentation du poids relatif et poids absolu des deux surrénales.

2. Au niveau histologique :

- Augmentation de I’épaisseur du cortex surrénal.

- Peu de modification histologique et morphométrique de la zone glomérulée.
3. Au niveau des données biochimiques :

- Diminution de la concentration plasmatique en aldostérone.

- Aucune modification sur le taux d’hématocrite.

Le traitement a la testostérone restaure le dimorphisme de deux surrénales, les parametres
histologiques ainsi que la concentration plasmatique en aldostérone, par ailleurs une

augmentation du poids des deux surrénales que ce soit relatif ou absolu.
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> Pour la reconstruction des relations phylogénétiques du genre Gerbillus, nous avons :

- Tenté de résoudre (au moins en partie) les nombreuses controverses liees a la
subdivision en espéces de ce genre.

- Trouver parmi les 17 espéces de genre Gerbillus, les plus proches a notre espece
Gerbillus tarabuli.

- Trouver les relations de parenté entre les différentes lignées constituantes.

- Démontrer la présence de deux principaux clades génétiques que nous proposons de
considérer comme étant des sous-genres avec une différence de 14.92%.

L’existence  d’important rétrocontrble de la testostérone sur l'activité
corticosurrénalienne qui pourrait s'exercer sur l’activit¢ de la surrénale chez la gerbille
Gerbillus tarabuli pendant sa période de reproduction est un résultat qui mérite d’étre

confirmé.

D’autre part, au point de vue de la phylogénie des espéces du genre Gerbillus, ce
travail a permis d’émettre des hypothéses nouvelles sur 1’organisation et les relations entre les
principales lignées constituant ce genre. La aussi, compléter I’échantillonnage (en taxons cette
fois) apparait prioritaire pour aller plus loin et définitivement régler des questions d’ordre
divers (purement taxonomiques et nomenclaturales, phylogénétiques et évolutives) laissées en
suspens.

A la lumiere de ces résultats, parfois difficiles a interpréter, nous proposant de poursuivre

ce travail en :

+ Evaluant les effets progressifs de la castration bilatérale a court terme (suivre les
animaux durant les 15 premiers jours) et a long terme (au-dela de 50 jours de castration).
*+ Mesurant Dactivité de certaines enzymes surrénaliennes notamment la p450 scc,
3BHSD et la 5a réductase et en quantifiant les récepteurs surrénaliens a ’AVP, '’ ACTH
et a LH. Particulierement au niveau de la zone glomérulée.

+ Explorant D’expression des ARNm codant pour I’ACTH et les enzymes de
stéroidogénese et leur modification éventuelle par les androgénes.

+ FEtudiant les récepteurs aux androgénes au niveau des cellules corticotropes
hypophysaire et en recherchant leurs modifications quantitatives et/ou qualitatives.

+ Dosant AVP et ’ACTHémie.

+ Recherchant les effets de la testostérone en période de repos sexuel.
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Parallelement a ces travaux, il serait également intéressant de compléter cette étude par
la réalisation de surrénaléctomie et traitement aux glucocorticoides pour mieux cerner les
effets réciproque surrénale-testicule chez les especes soumises naturellement a un

environnement extréme.
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Tableau I1: Liste des séquences d’ADN trouvées dans la GenBank pour [I’étude
phylogénétique du genre « Gerbillus ».

Gerbillus amoenus :

N°: | Article: Géne: | Pays:

01 Taxonomic hypotheses regarding the genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of museum
specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

02 "Acomyinae™: new molecular evidences for a muroid taxon (Rodentia : | IRPB Burkina
Muridae) (P.Chevret , et al., 2001) Faso

Gerbillus andersoni :

N°: | Article: Geéne : Pays :

01 Taxonomic  hypotheses regarding the genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses
of museum specimens (Ndiaye, A et al., 2016)

02 Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent, | IRBP Sénégal, Burkina-
Gerbillus nancillus (Muridae, Gerbillinag) (Ndiaye,A et al., Faso, Mali, Soudan,
2014) Niger

03 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | cytb Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dobigny, Mauritanie,
2005)

04 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | IRBP Niger, Mali ,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dobigny, Mauritanie,
2005)

05 Integrative study of a poorly known Sahelian rodent species, | cytb Sénégal, Burkina-
Gerbillus nancillus (Rodentia, Gerbillinae). (Ndiaye,A. et al, Faso, Niger, Mali,
2014). Soudan

Gerbillus cheesmani :

N°: | Article : Géne : Pays :

01 Taxonomic  hypotheses regarding the  genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

02 Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian | IRBP Sénégal, Burkina-
rodent,Gerbillus nancillus (Muridae, Gerbillinag) (Ndiaye,A et Faso, Mali, Soudan,
al., 2014) Niger,

03 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | cytb Niger , Mali ,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret et Dobigny, Mauritania,

2005)
Gerbillus floweri :
N°: | Article: Gene: | Pays:

01 Taxonomic  hypotheses  regarding  the  genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

02 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae (Mammalia, | IRBP Niger,
Rodentia, Muridae) (P.Chevret et Dobigny, 2005) Mali, Mauritanie,

Gerbillus gerbillus :

N°: | Article: Géne : Pays :
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01

Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent,
Gerbillus nancillus (Muridae,Gerbillinae)
(Ndiaye,A et al., 2014)

cytb

Sénégal,

Burkina-Faso,
Mali, Niger, Soudan

02

Taxonomic hypotheses regarding the genus Gerbillus
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on  molecular
analyses of museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

IRBP

Egypte

03

Taxonomic hypotheses regarding the genus Gerbillus
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on  molecular
analyses of museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

cytb

Egypte

03

Molecular systematics of gerbils and deomyines (Rodentia:
Gerbillinae, Deomyinae) and a test of desert adaptation in
the tympanic bulla. (Alhajeri, B.H. et al, 2015).

cytb

Kuweit

04

Molecular systematics of gerbils and deomyines (Rodentia:
Gerbillinae, Deomyinae) and a test of desert adaptation in
the tympanic bulla.n(Alhajeri, B.H. et al, 2015).

Acp5

Kuweit

05

Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dobigny,
2005)

cytb

Niger, Mali,
Mauritanie,

05

"Acomyinae": new molecular evidences for a muroid taxon
(Rodentia : Muridae) (P.Chevret , et al., 2001)

IRBP

Burkina Faso

06

Integrative study of a poorly known Sahelian rodent species,
Gerbillus nancillus (Rodentia, Gerbillinae). (Ndiaye,A. et
al, 2014).

cytb

Burkina  Faso,
Niger, Sénégal

Mali,

07

Evolutionary systematics and biogeography of endemic
gerbils (Rodentia, Muridae) from Morocco: an integrative
approach. (Ndiaye,A. et al, 2011).

cytb

Maroc

08

Identification, cloning and regulation of cDNA encoding
Aldo-Keto Reductase 1B7 in the adrenal gland of two
saharan rodents Meriones libycus (Libyan jird) and
Gerbillus gerbillus (gerbil). (Mataoui-Mazari,H. et al,
2011).

akrlb7

Algérie

09

Multigene phylogeny of the Old World mice, Murinag,
reveals distinct geographic lineages and the declining utility
of mitochondrial genes compared to nuclear genes.
(Steppan, S.J. et al., 2005).

Ragl

Australie

10

Multigene phylogeny of the Old World mice, Murinag,
reveals distinct geographic lineages and the declining utility
of mitochondrial genes compared to nuclear genes.
(Steppan, S.J. et al., 2005).

AcCpS

Australie

11

Mosquito vectors survey in the AL-Ahsaa district of eastern
Saudi Arabia (Al-Khedhairy,A.A. et al., 2011)

18S rRNA

Arabie Saoudite

12

Involvement of the V2 vasopressin receptor in adaptation to
limited water supply. (Boselt,l. et al, 2009).

AVPR2

Allemagne

13

Molecular phylogenetics of the genus Gerbillus (Rodentia,
Gerbillinae): Implications for systematics, taxonomy and
chromosomal evolution. (Abiadh,A. et al, 2010).

cytb

Tunisie

14

Pliocene colonization and adaptive radiations in Australia
and New Guinea (Sahul): multilocus systematics of the old
endemic rodents (Muroidea: Murinae).(Rowe, K.C. et al,
2008).

Bzrp

Australie
Nouvelle Guinée

15

Pliocene colonization and adaptive radiations in Australia
and New Guinea (Sahul): multilocus systematics of the old
endemic rodents (Muroidea: Murinae).(Rowe, K.C. et al,
2008).

Rbp3

Australie
Nouvelle Guinée

16

Pliocene colonization and adaptive radiations in Australia
and New Guinea (Sahul): multilocus systematics of the old
endemic rodents (Muroidea: Murinae).(Rowe, K.C. et al,
2008).

Brcal

Australie
Nouvelle Guinée

17

Multigene phylogeny of the Old World mice, Murinae,

COl,

Australie
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reveals distinct geographic lineages and the declining utility | COII

of mitochondrial genes compared to nuclear genes.
(Steppan, S.J. et al, 2005).

Multigene phylogeny of the Old World mice, Murinae,
reveals distinct geographic lineages and the declining utility

18 of mitochondrial genes compared to nuclear genes. GHR Australie
(Steppan, S.J. et al, 2005).

Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae . .

19 (Mammalia, Rodentia, Muridae).(Chevret,P. et cytb l\ll\;lgerr,itl\/lnaill,
Dobigny,G., 2005). aurtanie,
Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae Niger, Mali

20 (Mammalia, Rodentia, Muridae).(Chevret,P. and | 12SrRNA Maur,itanie’
Dobigny,G., 2005). '

Gerbillus henleyi :

N°: | Article: Geéne : Pays :

01 Taxonomic  hypotheses regarding the genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses
of museum specimens (Ndiaye, A et al., 2016)

02 Taxonomic  hypotheses regarding the genus Gerbillus | IRBP Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses
of museum specimens (Ndiaye, A et al., 2016)

03 Out of Himalaya: the impact of past Asian environmental | BRCA1 Out of Himalaya
changes on the evolutionary and biogeographical history of
Dipodoidea (Rodentia). (Pisano,J. et al, 2015).

04 Out of Himalaya: the impact of past Asian environmental | ghr Out of Himalaya
changes on the evolutionary and biogeographical history of
Dipodoidea (Rodentia). (Pisano,J. et al, 2015).

05 Out of Himalaya: the impact of past Asian environmental | IRBP Out of Himalaya
changes on the evolutionary and biogeographical history of
Dipodoidea (Rodentia). (Pisano,J. et al, 2015).

06 Intrageneric  relationships within  Gerbilliscus (Rodentia, | cytb Benin,
Muridae, Gerbillinae), with characterization of an additional
West African species. (Granjon,L. et al, 2012).

07 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | cytb Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.chevret , et Dobigny , Mauritanie,
2005)

08 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | IRBP Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.chevret , et Dobigny , Mauritanie,
2005)

09 Integrative study of a poorly known Sahelian rodent species, | cytb Burkina Faso, Mali,
Gerbillus nancillus (Rodentia, Gerbillinae).(Ndiaye,A. et al, Mauritanie, Niger
2014). Sénégal

10 Intrageneric relationships within  Gerbilliscus (Rodentia, | BRCAL Benin,

Muridae, Gerbillinag), with characterization of an additional
West African species. (Granjon,L. et al, 2012).

11 Molecular variation and chromosomal stability within Gerbillus | cytb Niger
nanus (Rodentia, Gerbillinag): Taxonomic and biogeographic
implications. (Ndiaye,A. et al, 2013).

12 Molecular phylogeny of rodents, with special emphasis on | LCAT Senegal
Murids: evidence from nuclear gene LCAT. (Robinson,M. et Burkina Faso
al, 1997).

13 Evolutionary history of the most speciose mammals: molecular | vwf Sud Afrique
phylogeny of muroid rodents. (Michaux,J. et al, 2001). Kenya

Gerbillus hesperinus :

N°: | Article: Géne : Pays :

01 Integrative  taxonomy of a poorly known Sahelian | IRBP Sénégal, Burkina-
rodent,Gerbillus nancillus (Muridae, Gerbillinae) (Ndiaye A et Faso, Mali,
al., 2014) Mauritanie, Niger

02 Evolutionary systematics and biogeography of endemic gerbils | cytb Maroc
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(Rodentia, Muridae) from Morocco: an integrative approach.
(Ndiaye,A. et al, 2011).

Gerbillus hoogstrali :

N°: | Article: Géne : Pays :

01 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | IRBP Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret, et Dobigny, 2005) Mauritanie,

02 Evolutionary systematics and biogeography of endemic gerbils | cytb Maroc
(Rodentia, Muridae) from Morocco: an integrative approach.
(Ndiaye,A. et al, 2011).

Gerbillus latastei :

N°: | Article: Geéne : Pays :

01 Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent, | cytb Sénégal, Burkina-
Gerbillus nancillus (Muridae, Gerbillinae) (Ndiaye, A et al., 2014) Faso, Mali, Soudan,

Niger

02 Integrative taxonomy of a poorly known | IRBP Sénégal, Burkina-
Sahelianrodent,Gerbillusnancillus (Muridae, Gerbillinae) Faso, Mali,
(Ndiaye,A et al., 2014) Mauritanie, Niger

03 First molecular evidence for the presence of Gerbillus latastei | cytb Algérie
(Rodentia, Muridae) in Algeria. (Nicolas,V. et al, 2013).

04 Molecular phylogenetics of the genus Gerbillus (Rodentia, | cytb Tunisie
Gerbillinae): Implications for systematics, taxonomy and
chromosomal evolution. (Abiadh,A. et al, 2010).

Gerbillus nancillus :

N°: | Article: Geéne : Pays :

01 Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent, | cytb Sénégal, Burkina-
Gerbillus nancillus (Muridae, Gerbillinae) (Ndiaye,A et al., Faso, Mali, Soudan,
2014) Niger

02 Taxonomic  hypotheses regarding the  genus Gerbillus | IRBP Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al.,2016)

03 Integrative study of a poorly known Sahelian rodent species, | cytb Burkina Faso, Mali,
Gerbillus nancillus (Rodentia, Gerbillinae). (Ndiaye,A. et al, Niger
2014). Sénégal

Gerbillus nanus :

N°: | Article : Géne : Pays :

01 Taxonomic  hypotheses regarding the genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses
of museum specimens (Ndiaye, A et al., 2016)

02 Taxonomic hypotheses regarding the genus Gerbillus | IRBP Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses
of museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

03 Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent, | cytb Sénégal, Burkina-
Gerbillus nancillus (Muridae, Gerbillinae). (Ndiaye,A et al., Faso, Mali,
2014). Mauritanie, Niger

04 Molecular systematics of gerbils and deomyines (Rodentia: | cytb Kuweit
Gerbillinae, Deomyinae) and a test of desert adaptation in the
tympanic bulla. (Alhajeri, B.H. et al, 2015).

05 Molecular systematics of gerbils and deomyines (Rodentia: | Acp5
Gerbillinae, Deomyinae) and a test of desert adaptation in the Kuweit
tympanic bulla. (Alhajeri, B.H. et al, 2015).

06 On the genetic diversity of spiny mice (genus Acomys) and | COI Avrabie Saoudite
gerbils (genus Gerbillus) in the Arabian Peninsula
(Bray,T.C., etal., 2013)

07 On the genetic diversity of spiny mice (genus Acomys) and | 16SrRNA | Arabie Saoudite
gerbils (genus Gerbillus) in the Arabian Peninsula
(Bray,T.C., etal., 2013)

08 On the genetic diversity of spiny mice (genus Acomys) and | cytb Avrabie Saoudite

gerbils (genus Gerbillus) in the Arabian Peninsula (Bray, T.C.,
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et al., 2013)

09 Consequences of anthropogenic changes cytb Sénégal
on rodent communities and populations: study cases on native
and introduced species in Eastern Senegal (P.Chevret, et al.,

2009)

10 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | IRBP Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dobigny, Mauritanie,
2005)

11 Ecological opportunity and incumbency in the diversification of | RAG1 Nouvelle-Zélande
repeated continental colonizations by muroid rodents
(Schenk, J.J. et al, 2013).

12 Ecological opportunity and incumbency in the diversification of | IRBP Nouvelle-Zélande
repeated continental colonizations by muroid rodents
(Schenk, J.J. et al, 2013).

13 Ecological opportunity and incumbency in the diversification of | GHR Nouvelle-Zélande
repeated continental colonizations by muroid rodents
(Schenk, J.J. et al, 2013).

14 Molecular variation and chromosomal stability within Gerbillus | cytb Niger
nanus (Rodentia, Gerbillinag): Taxonomic and biogeographic
implications. (Ndiaye,A. et al, 2013).

15 Taxonomic  hypotheses regarding the genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses
of museum specimens (Ndiaye, A et al., 2016)

16 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | cytb Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae). (Chevret,P. et Dobigny,G., Mauritanie,
2005).

17 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | 12S rRNA | Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae).(Chevret,P. et Dobigny,G., Mauritanie,
2005).

Gerbillus nigeriae :

N°: | Article: Géne : Pays :

01 Taxonomic hypotheses regarding the genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular
analyses of museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

02 Taxonomic hypotheses regarding the genus Gerbillus | IRBP Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular
analyses of museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)

03 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | Cytb Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dobigny, Mauritanie,
2005)

04 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | IRBP Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Mauritanie,
Dobigny, 2005)

05 Integrative study of a poorly known Sahelian rodent | cytb Burkina Faso, Mali,
species, Gerbillus nancillus (Rodentia, Gerbillinae). Soudan, Niger,
(Ndiaye,A. et al, 2014). Sénégal

06 Mitochondrial and Nuclear Genes-Based Phylogeography | MS Burkina-Faso,
of Arvican this niloticus (Murinae) and Sub-Saharan Open Cameroun, Tchad,
Habitats Pleistocene History Mali, Niger,
(Dobigny,G,.et al., 2013) Mauritanie,

Sénégal;

07 Robertsonian fusions, pericentromeric repeat organization | GERB2 Sénégal, Mali,
and evolution: a case study within a highly polymorphic Niger
rodent species,Gerbillus nigeriae. (Gauthier,P. et al,

2010).

08 Robertsonian fusions, pericentromeric repeat organization | GERB1 Sénégal, Mali,
and evolution: a case study within a highly polymorphic Niger
rodent species,Gerbillus nigeriae. (Gauthier,P. et al,

2010).
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09 An assessment of the systematics of arvicanthine rodents | 12S rRNA Mauritanie
using mitochondrial DNA sequences: evolutionary and
biogeographical implications. (Ducroz,J.F. et al, 2001).
10 An assessment of the systematics of arvicanthine rodents | 16S rRNA Mauritanie
using mitochondrial DNA sequences: evolutionary and
biogeographical implications. (Ducroz,J.F. et al, 2001).
11 An assessment of the systematics of arvicanthine rodents | cytb Mauritanie
using mitochondrial DNA sequences: evolutionary and
biogeographical implications. (Ducroz,J.F. et al, 2001).
12 Characterization and chromosomal location of two | GERB2 Nigeria
repeated DNAs in three Gerbillus species.(Volobouev,V.
et al, 1995).
13 Characterization and chromosomal location of two | GERB1 Nigeria
repeated DNAs in three Gerbillus species.(Volobouev,V.
et al, 1995).
14 Morphological diversity of Old World rats and mice | IRBP France
(Rodentia, Muridae) mandible in relation with phylogeny
and adaptation.(Michaux,J. et al, 2007).
15 The phylogenetic position of 'Acomyinae’ (Rodentia, | encoding Niger
Mammalia) as sister group of a Murinae + Gerbillinae | pancreatic
clade: evidence from the nuclear ribonuclease gene.
(Dubois,J.Y. et al, 1999).
16 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | cytb Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret, et Dobigny, Mauritanie,
2005)
17 ERV-L elements: a family of endogenous retrovirus-like | ERV-L France
elements active throughout the evolution of mammals.
(Benit,L., et al, 1999).
18 Evolutionary relationships of Acomys and other murids 12S rRNA Israél
(Hanni,C., et al, 1995).
Gerbillus occiduus :
N°: | Article: Geéne: | Pays:
01 Taxonomic  hypotheses  regarding  the  genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al.,2016)
02 Taxonomic  hypotheses  regarding  the  genus Gerbillus | IRBP Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)
03 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae (Mammalia, | cytb Niger, Mali,
Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dobigny, 2005) Mauritanie
04 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae (Mammalia, | IRBP Niger, Mali,
Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dobigny, 2005) Mauritanie
05 Integrative study of a poorly known Sahelian rodent species, | cytb Burkina Faso, Mali,
Gerbillus nancillus (Rodentia, Gerbillinae). (Ndiaye,A. et al, 2014). Soudan, Niger and
Sénégal
06 Evolutionary systematics and biogeography of endemic gerbils | cytb Maroc
(Rodentia, Muridae) from Morocco: an integrative approach.
(Ndiaye,A. et al, 2012).
Gerbillus perpallidus :
N°: | Article: Géne : Pays :
01 Evolutionary systematics and biogeography of endemic gerbils | cytb Maroc
(Rodentia, Muridae) from Morocco: an integrative approach.
(Ndiaye,A. et al, 2012).
02 Evaluation of the gene encoding translation termination factor eRF3 | GSPT2 Russie
as a possible phylogenetic marker. (Tarasov,0.V. et al, 2008).
03 | Taxonomic hypotheses regarding the genus Gerbillus based on| cytb Egypt
molecular analyses of museum specimens (Ndiaye,A. et al,2016).
Gerbillus poecilops :
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N°: | Article : Gene: | Pays:
01 Taxonomic  hypotheses  regarding  the  genus Gerbillus | IRBP Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)
02 Taxonomic  hypotheses  regarding  the  genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)
Gerbillus pyramidum :
N°: | Article: Gene : Pays :
01 Taxonomic  hypotheses  regarding the  genus Gerbillus | cytb Egypte
(Rodentia, Muridae, Gerbillinae) based on molecular analyses of
museum specimens (Ndiaye,A et al., 2016)
02 Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent, | IRBP Sénégal, Burkina-
Gerbillus nancillus (Muridae, Gerbillinae) (Ndiaye,A et al., Faso, Mali,
2014) Soudan, Niger
03 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | cytb Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dabigny, Mauritanie,
2005)

04 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | IRBP Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae) (P.Chevret , et Dabigny, Mauritanie,
2005)

05 Integrative study of a poorly known Sahelian rodent species, | cytb Burkina Faso,
Gerbillus nancillus (Rodentia, Gerbillinae). Mali, Soudan,
(Ndiaye,A. et al, 2014). Niger, Sénégal

06 Evolutionary systematics and biogeography of endemic gerbils | cytb Maroc
(Rodentia, Muridae) from Morocco: an integrative approach.

(Ndiaye,A. et al, 2011).

07 Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae | 12S rRNA Niger, Mali,
(Mammalia, Rodentia, Muridae). Mauritanie,
(Chevret,P. et Dobigny,G., et al, 2005).

Gerbillus tarabuli :

N°: Article : Gene: | Pays:

Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent, Gerbillus | cytb Sénégal, Burkina-

01 nancillus (Muridae, Gerbillinae). (Ndiaye,A et al., 2014). Faso, Mali, Niger,

Soudan
Integrative taxonomy of a poorly known Sahelian rodent, Gerbillus | IRBP Sénégal, Burkina-
02 nancillus (Muridae, Gerbillinae). (Ndiaye,A et al., 2014). Faso, Mali, Niger,
Soudan,
Systematics and evolution of the subfamily Gerbillinae (Mammalia, | cytb Niger, Mali,

03 Rodentia, Muridae). (P.Chevret , et al., 2005). Mauritanie,
"Acomyinae": new molecular evidences for a muroid taxon (Rodentia | IRBP Burkina Faso

04 : Muridae). (P.Chevret , et al., 2001).

Molecular variation and chromosomal stability within Gerbillus nanus | cytb Maroc

05 (Rodentia, Gerbillinae): taxonomic and biogeographic implications.

(A Ndiaye, et al., 2012).
Evolutionary systematics and biogeography of endemic gerbils | cytb Maroc

06 (Rodentia, Muridae) from Morocco: an integrative approach.

(A Ndiaye, et al., 2012).
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Molecular
07 Gerbillinae):

phylogenetics
Implications

of
for

the

systematics, taxonomy

chromosomal evolution. (Abiadh,A et al,. 2010).

genus Gerbillus (Rodentia,

and

cytb

Tunisie

Tableau 111 : Les sequences du cytb utilisées dans la reconstruction phylogénétique des
arbres:
Espéce : Région : N° d’accession :
Egypte 1 KT721325.1
Egypte 2 KT721324.1
Gerbillus amoenus Egypte 3 KT721323.1
Egypte 4 KT721322.1
Bourkina-Faso KM236112.1
Egypte LN606673.1
Gerbillus andersoni Mali KM236114.1
Bourkina-Faso KF496286.1
Egypte LN606676.1
Gerbillus cheesmani Mali 1 KM236118.1
Mali 2 KM236117.1
Egypte 1 KT721350.1
Egypte 2 KT721349.1
Gerbillus floweri Egypte 3 KT721348.1
Egypte 4 KT721347.1
Bourkina-Faso KM236119.1
Egypte 1 KT721334.1
Egypte 2 KT721332.1
Egypte 3 KT721331.1
Sudan LN606680.1
Gerbillus gerbillus quelt KR089023.1
Bourkina-Faso KM236125.1
Maroc JN652802.1
Tunisie 1 GU356564.1
Tunisie 2 GU356563.1
Mali AJ851269.1
Egypte LN606682.1
Benin JF704121.1
Gerbillus henleyi Ma“ KM236129.1
Bourkina-Faso 1 KF496236.1
Bourkina-Faso 2 KF496235.1
Niger JQ753050.1
Gerbillus hesperinus Maroc JN652803.1
Gerbillus hoogstrali Maroc JN021420.1
Soudan LN606683.1
Algérie 1 KC866587.1
Algérie 2 KC866585.1
Algérie 3 KC866584.1
Tunisie 1 GU356562.1
] ) Tunisie 2 GU356561.1
Gerbillus latastei Tunisie 3 GU356560.1
Tunisie 4 GU356559.1
Tunisie 5 GU356557.1
Tunisie 6 GU356556.1
Tunisie 7 GU356555.1
Tunisie 8 GU356553.1
Soudan LN606684.1
Sénégal 1 KF496279.1
Gerbillus nancillus Sénégal 2 KF496274.1
Sénégal 3 KF496249.1
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Sénégal 4 KF496238.1
Sénégal 5 KF496254.1
Sénégal 6 KF496261.1
Sénégal 7 KF496264.1
Avrabie saoudite KT721338.1
Burkina faso LN606685.1
Egypte KR089024.1
Egypte KF422699.1
Kuweit KM236133.1
. Niger JQ753063.1
Gerbillus nanus Egypte KT721336.1
Egypte KT721335.1
Mali JQ753061.1
Mali JQ753051.1
Sénégal AJB51270.1
Egypte 1 LN606688.1
Egypte 2 LN606687.1
Mali 1 KM236138.1
Gerbillus nigeriae Mali 2 KM236137.1
Mali 3 AF141226.1
Soudan KF496281.1
Egypte LN606689.1
Mali KM236139.1
Gerbillus occiduus Soudan KF496282.1
Marco 1 JN652805.1
Maroc 2 JN021440.1
Maroc 1 KT721343.1
Gerbillus perpallidus Maroc 2 JN652806.1
Egypte KT721341.1
Gerbillus poecilops
Egypte JQ753064.1
Egypte 1 LN606692.1
. . Egypte 2 LN606690.1
Gerbillus pyramidum Mali KM?236141 1
Soudan KF496283.1
Maroc JN652813.1
Soudan 1 LN606697.1
Mali KM236146.1
Soudan 2 KF496285.1
Maroc 1 JN652832.1
Gerbillus tarabuli Maroc 2 JN652800.1
Tunisie 1 GU356576.1
Tunisie 2 GU356575.1
Tunisie 3 GU356574.1
Tunisie 4 GU356573.1
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Tableau V : influence de la castration sur le poids corporel chez les gerbilles adulte méle

[ Moyl [ wmoy2 | p [ diffo
témoin

0j vs. 8 50,6 52,4 05 3,42

0j vs.15j 50,6 54,1 0,16 6,9
0j vs. 22j 50,6 55,5 0,045 9,63
0j vs. 28j 50,6 56,2 0,02 11,04
0j vs.35j 50,6 57,3 0,006 13,11
0j vs.42j 50,6 57,4 0,004 13,43
0j vs.50j 50,6 57 0,008 12,49
8j vs.15j 52,4 54,1 0,47 3,36
8j vs. 22j 52,4 55,5 0,19 6,01
8j vs. 28j 52,4 56,2 0,01 7,37
8j vs.35] 52,4 57,3 0,04 9,37
8j vs.42j 52,4 57,4 0,03 9,68
8j vs. 50j 52,4 57 0,045 8,77
15j vs.22j 54,1 55,5 0,53 2,56
15] vs.28] 54,1 56,2 0,33 3,88
15j vs.35 54,1 57,3 0,15 5,81
15j vs.42j 54,1 57,4 0,12 6,11
15j vs.50] 54,1 57 0,18 5,23
22j vs.28; 55,5 56,2 0,73 1,29
22j vs.35 55,5 57,3 0,39 3,17
22j vs. 42] 55,5 57,4 0,32 3,46
22j vs. 50j 55,5 57 0,46 2,61
28 vs.35 56,2 57,3 0,59 1,86
28j vs.42] 56,2 57,4 0,51 2,15
28j vs. 50j 56,2 57 0, 70 1,3
35) vs. 42] 57,3 57,4 0,93 0,28
35j vs. 50j 57,3 57 0,87 -0,55
42j vs. 50 57,4 57 0,79 -0,83

castrés

0J vs. 8J 49,6 45,3 0,016 -8,69
0J vs.15J 49,6 44,2 0,006 -10,8
0J vs.22J 49,6 45 0,008 -9,21
0J vs. 28J 49,6 46,6 0,09 -5,97
0J vs. 35J 49,6 47,7 0,28 -3,74
0J vs. 42J 49,6 48,5 0,52 -2,14
0J vs.50J 49,6 48,7 0,63 -1,64
8J vs.15J 45,3 44,2 0,57 -2,31
8J vs. 22J 45,3 45 0,89 -0,56
8J vs. 28J 45,3 46,6 0,46 2,98
8J vs.35J 45,3 47,7 0,18 5,42
8J vs.42J 45,3 48,5 0,07 7,18
8J vs.50J 45,3 48,7 0,05 7,73
15J vs.22J 44,2 45 0,68 1,79
15J vs.28J 44,2 46,6 0,22 5,42
15J vs.35J 44,2 47,7 0,08 7,92
15J vs.42J 44,2 48,5 0,03 9,71
15J vs.50J 44,2 48,7 0,02 10,28
22J vs.28] 45 46,6 0,36 3,56
22J vs.35J 45 47,7 0,12 6,02
22J vs.42] 45 48,5 0,04 7,78
22J vs.50J 45 48,7 0,03 8,33
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28J vs.35] 46,6 47,7 0,54 2,37
28J vs.42] 46,6 48,5 0,27 4,07
28J vs.50J 46,6 48,7 0,22 4,61
35J vs.42] 47,7 48,5 0,65 1,66
35J vs.50J 47,7 48,7 0,55 2,19
42J vs.50J 48,5 48,7 0,88 0,52
castres traites
50J vs.57J 49,2 49,1 0,96 -0,27
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Tableau VI : influence du dimorphisme sur le poids surrénalien en pourcentage (%) chez la

gerbille Gerbillus tarabuli méle adulte

SD vs SG
Absolu relative
lots | Moyl | Moy2 | t-value| p |Diff% | Moyl |Moy2 |t-value| p |Diff %
t 13,6| 14,3| -0,71|0,49| 5,4| 23,8| 251| -0,84|041 5,3
o 15,5| 15,5| -0,03|0,98| 0,3| 32,8| 32,5| 0,06/0,95| -0,8
ct 15,6 16,5| -0,61|055| 6,1| 32,2| 33,7| -0,46|0,65 4,6

Tableau VII : influence de la castration sur le poids surrénalien en pourcentage (%) chez la

gerbille Gerbillus tarabuli méle adulte

SD + SG
lots ABSOLU Relative
Moy 1 Moy 2 p diff % | Moy 1 Moy 2 p diff %
tvsC 27,9 31,0 0,48 11,3 48,9 65,3 0,02| 335
tvs CT 27,9 32,1 0,27 15,0 48,9 65,8 0,02| 347
CvsCT 31,0 32,1 0,92 3,4 65,3 65,8 0,99 0,9
Tableau V111 : Influence de la castration sur les hauteurs du cortex et de la zone glomérulée
chez les gerbilles méles adultes Gerbillus tarabuli
hauteure mprphométré
lots Moy 1 Moy 2 p diff %
tvsC 1253,2 1608,0 0,00011 28,31
cortex |tvsCT 1253,2 1189,1 0,14508 -5,11
CvsCT 1608,0 1189,1 0,00011| -26,05
tvsC 79,4 77,7 0,88037 -2,07
T [tvscr 79,4 80,0 0,97920 0,84
CvsCT 77,7 80,0 0,77754 2,97
tvsC 486,6 470,6 0,63192 -3,28
g tvs CT 486,6 461,9 0,33615 -5,06
© CvsCT 470,6 461,9 0,87329 -1,84
N tvs C 99,7 96,9 058932 -2,77
= tvs CT 99,7 102,1 0,66655 2,43
Cvs CT 96,9 102,1 0,15703 5,34
o [tvscC 0,3 0,3 0,99987 -0,08
O [tvsCT 0,3 0,4 0,13773 9,99
< |cvscT 0,3 0,4 0,13339| 10,08
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Tableau IX: influence de la castration sur d’Aldostérone plasmatique chez les gerbilles méle
adulte Gerbillus tarabuli

ALDOSTERONE

MOY 1 MOY2 P Diff %

tvsC 348,2 148,5 0,37|-57,4
tvs CT 348,2 201,8 0,58/ -42,0
CvsCT 148,5 201,8 0,93|35,9

Tableau X : influence de la castration sur I’Hématocrite chez les gerbilles male adulte
Gerbillus tarabuli

HTE
Moy 1 Moy?2 p diff%
tvsC 44,7 47,5 0,43 6,2
tvs CT 44,7 42,1 0,47 -5,9
CvsCT 47,5 42,1 0,05 -11,3

Moy = moyenne ; SD= Surrinale droite ; SG= Surrénale gauche ;

HTE= Hématocrite ; Aldo= Aldostérone ; Gt= Gerbillus tarabuli
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FICHE TECHNIQUE N°1: DESHYDRATATION

1 bain d’alcool 70° ... ..o conservation illimitée

1 bain d’alcool 70 ... e 30 min

2 bains d’alcool 96° ... o 30 min

2 bains d’alcool 100 ... ... 30 min
FICHE TECHNIQUE N°2: ECLAIRCISSEMENT

1 bain d’alcool bUtanol ........ ...t 24h

1 bain d’alcool BUtanol ........ ... illimitée

FICHE TECHNIQUE N°3 : Pénétration Des Pieces Par Paraffinage
ler bain de paraffine/butanol (V/V) 1 heure
2eme bain de paraffine 4 heures
3eme bain de paraffine 1 nuit

FICHE TECHNIQUE N°4: COLORATION TOPOGRAPHIQUE AU TRICHROME
DE MASSON
1- Réactifs:
1.1- Hématoxyline de Groat: (préparation a froid)

Acide sulfurique CONCENEIE .........oviiiiiii e eaees 0,8 ml
AN de foT. ..o e lg
Eau distillée ... 50 ml
HeEmatoXyline ......oouiiiii e 0,5¢g
AlC00l 050 50 ml

Laisser reposer pendant une heure et filtrer (Se conserve pendant trois mois environ)

1.2- Fuchsine acide-Ponceau: (préparation a froid) (Conservation illimitée)

Fuchsine acide .........ouoiiiiii i e 0.1g

PONCEAU ..o e 02¢g

Eau distill@e ... ..o 300 ml
Apreés reconstitution et dissolution, ajouter :

ACIAE ACELIQUE .. ntt ittt ettt et et e e e e et e e e 0.6 ml

1.3- Orange G acide phosphomolybdique: (préparation a froid) (Conservation illimitée.)

acide phosphomolybdique ..........cooiiiiiiii lg

Orange G ... 2g

Eau distill@e ... 100 ml

1.4 - Vert lumiére acétique: (Préparation a froid) (Conservation illimitée)

VErt TUIMICTE ...t e 0.l1g

Eau distill@e ..o 100 ml
Ajouter apres dissolution:

ACIAE ACELIQUE ... vttt e e 2 ml

2 - Mode opératoire:
Hydrater ;
Colorer par Hématoxyline de Goat 1 min 30S ;
Laver a I’eau courante pendant 5 min ;
Colorer par le mélange fuchsine Ponceau pendant 5 min environ ;
Rincer a I’eau acétifier a 1% ;
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Colorer par ’orange G acide phosphomolybdique pendant 5 min ;
Rincer a ’eau acétifier a 1% ;

Colorer par vert lumiére pendant 5 min environ ;

Laver a I’eau acétifier a 1% ;

Déshydrater et monter a I’Eukit.

3 - Résultat: les noyaux sont colorés en noir, le cytoplasme en rouge le tissu conjonctif en

vert.

FICHE TECHNIQUE N°5

1.

Les réactifs fournis :

Tous Les reactifs de la trousse conservés a 2-8°C sont stables jusqu’a la date de péremption
mentionnée sur la trousse de la trousse.
- tube revétus d’un Anticorps anti-Aldostérone : 2*50 tubes (prét a I’emploi)

-traceur Aldostérone marqué a I’iode 125 : un flacon de 55ml (prét a ’emploi)

- calibrateurs : 6 flacons de 0 a 2000 pg/ml

-sérum de contrdle : 1 flacon (lyophilisé)

2.

AN N N N NN

Matériel nécessaire : en plus de I’équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire
d’utilisé les matériels suivant :
Micropipettes de précision (10 pl, 50 pl).

Pipette semi-automatique de (500 pl).

Agitateur & mouvement de va et vient horizontal ou a plateau oscillant.
Systéme d’aspiration

Mélangeur de type Vortex.

Compteur gamma reglé pour la mesure de I'lode 125.
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Balance de précision de Balance mono plateau Etuve de sécharge a 58°
Marque Mettler et Sartorius de marque KERN de marque Binder

Déshydratation des piéces histologiques Distillateur de marque
apres fixation Heating Mantle

l l . ‘.

Eprouvette Graduée Alcool butanol Alcool Ethanol
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Collage des cassettes en plastique
sur les moules de métal de
marque tissus ~-TEK111

Bain Marie de type Memmert Coloration topographique au
trichrome de Masson

La plaque chauffant de Microtome
Marque Leica

Photomicroscope de
marque Optika +Cam
(premiere MA88-500)

POUR ILE DOSAGE DE L°ALDOSTERONE

Aspirateur de type LS1000

Centrifugeuse Agitateur de type
vortex
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Micropipette de précision Flacon Aldostérone Portoirs

) 4

Agitateur Les flacons des Calibrateurs

ﬂ

Imprimant

Micro-centrifugeuse

Abaque de lecteur de ’'Hématocrite
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