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SUMMARY.— Reproductive disorders in Zosterisessor ophiocephalus (Pisces, Gobiidae) in a polluted lagoon
(Bizerta, Tunisia)— Gonad histopathology data are increasingly being used as indicators of reproductive
disorders since they provide a definite biological end-point of historical exposure to endocrine disruptors. Here, a
comparative study of some reproduction biological aspects, such as gonad histology, gonadosomatic index (GSl),
hepatosomatic index (HSI) and condition index (Cl) of mature Grass Goby (Zosterisessor ophiocephalus), was
carried out in Bizerta lagoon where chemical contamination is proven and in a reference station free of this type of
contamination. For this purpose, female and male gobies were collected during the breeding season (April 2006) in
three stations in Bizerta lagoon (Menzel-Abderrahemen, Menzel-Bourguiba and Menzel-Jemil), differently
impacted by contaminants, including PAHs, PCBs, DDT, organotins and heavy metals, and in the seaward
entrance of Ghar el Melh lagoon (reference station). In both sexes, we detected the presence of an overall weaker
GSl in Bizerta lagoon than in control fish. These GSI alterations were accompanied by most pathological changes.
In females, a higher incidence of oocyte lesions (atretic oocytes and cytoplasmic retraction) was found in stations
located near agricultural activity zones. Histologic observation of the testes revealed, as well, abnormalities in
Bizerta lagoon fish such as germ cells syncytia, vacuolated germ cells and increase of gaps in the interstitium
between lobules. These abnormalities were detected with a high prevalence in stations influenced by industrial
and/or urban activities. This study provides insights on the effects of various environmental stressors on Z.
ophiocephalus reproductive health. Nevertheless, much research is needed to understand the cause of observed
changes and their long-term effect on fish reproductive health, on population fitness and on this species survival in
Bizerta lagoon.

RESUME.— Une étude comparée des indices de reproduction tels le rapport gonado-somatique (RGS), le
rapport hépatosomatique (RHS), I’indice de condition (IC)_ et de I’histologie des gonades de Zosterisessor
ophiocephalus, a été réalisée au niveau de trois stations dans la lagune de Bizerte (ML, MB et MJ) dont la
contamination chimique est avérée et d’une station de référence (GH) exempte de ce type de contamination située
au niveau de la passe de communication entre la lagune de Ghar EI Melh et la mer. Les résultats ont montré une
importante prévalence des anomalies histologiques des gonades, aussi bien males que femelles, des poissons
capturés dans la lagune de Bizerte. Celles-ci sont associées a des faibles valeurs du RGS et a une augmentation du
RHS. Les stations les plus touchées par la pollution, due aux activités industrielles et/ou urbaine, présentent les
plus fortes prévalences d’anomalies histologiques des gonades.

La lagune de Bizerte, une des plus grandes lagunes tunisiennes, subit de nombreuses
pressions anthropiques du fait de sa localisation dans une zone urbanisée du nord de la Tunisie
(Fig. 1), abritant d’importantes activités agricoles et industrielles. De ce fait, les rejets directs et
indirects de déchets ont conduit a la contamination chimique de la lagune par divers composés
toxiques comme les métaux lourds (Yoshida et al., 2002 ; Ben-Garali et al., 2010), les pesticides
organochlorés (Cheikh et al., 2002), les Composés aromatiques halogénés comme les
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polychlorobiphényles (PCB) (Derouiche et al., 2004 ; Barhoumi et al., 2014a), les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) (Louiz et al., 2008 ; Louiz 2010 ; Barhoumi et al., 2014b) et les
organoétains (Mzoughi et al.,, 2005). Cette contamination a eu pour conséquences une
eutrophisation, voire une hypereutrophisation, de certaines zones de ce plan d’eau (Sakka-Hlaili et
al., 2003 ; Bellakhal-Fartouna & Bellakhal, 2013) et surtout de nombreux effets biologiques chez
les organismes qui y vivent dont il convient de citer le phénoméne d’imposexe observé chez
certaines especes de Mollusques (Lahbib et al., 2008, 2012 ; Abidli et al., 2013), les anomalies
vertébrales chez les poissons Gobiidés (Louiz et al., 2007) et les troubles de la reproduction chez
I'espéce de poissons Gobius niger (Louiz et al., 2009).

Par conséquent, nous avons décidé d’étudier I’impact de cette contamination sur la
reproduction d’une espéce de poissons appartenant a la famille des Gobiidés, a savoir la Gobie-
lote Zosterisessor ophiocephalus (Pallas, 1811), moyennant 1’analyse comparée des indices de
reproduction (rapport gonadosomatique RGS, Indice de condition IC, Rapport hépatosomatique
RHS) et de I’histologie des gonades chez des poissons capturés au niveau de sites pollués de cette
lagune, mais aussi au niveau d’une station de référence exempte de pollution chimique
(Mahmoudi, 2003). En effet, certains parametres de la reproduction, a I’instar du RGS, ont été
utilisés pour évaluer la santé reproductive des poissons (Adams et al., 1993) et apprécier les effets
chroniques de la pollution (Holm et al., 2006). Quant a I’analyse histologique, elle est souvent
employée pour détecter des éventuelles anomalies et pathologies tissulaires (Pieterse, 2004).

De plus, le choix des Gobiidés a été guidé par le fait qu’il s’agit de poissons téléostéens
benthiques sédentaires dont la durée de vie est relativement longue, ce qui permet d’apprécier les
interactions des individus avec I’environnement. De plus, ces poissons peuplent pratiguement tous
les écosystemes aquatiques (Miller, 1986). Dans la mer Méditerranée, les Gobiidés montrent une
grande diversité spécifique et écologique (Kovaci¢, 2005). En outre, certains aspects de la biologie
de la reproduction de I’espéce Z. ophiocephalus ont été décrits dans ce milieu anthropisé (Louiz et
al., 2013). Ainsi, la détermination de la taille & la premiére maturité sexuelle des méles et des
femelles (respectivement Ls = 56,5 mm et 53 mm ) et celle des méles parentaux (Ls = 90mm) nous
a permis de cibler, dans le cadre de la présente étude, les poissons déja matures. Quant a la période
de reproduction, qui commence au mois de février avec une ponte unique débutant au mois d’avril
et se poursuivant jusqu’au mois de mai, elle a orienté le choix de la période d’échantillonnage.

MATERIEL ET METHODES

MILIEU D’ETUDE ET CHOIX DES STATIONS

La lagune de Bizerte occupe une superficie d’environ 150 km2 (Fig. 1). Sa profondeur varie de 0,5 a 12 m avec une
moyenne de 7 m (Ghrabi et al., 2002). Trois stations de méme bathymeétrie ont été prospectées en avril 2006 (Fig. 1). Ces
stations ont été choisies comme étant représentatives des activités anthropiques présentes dans la zone d'étude. Menzel
Bourguiba (MB) est situé prés d’une zone fortement industrialisée (industrie métallurgique, chantier naval, usines de
fabrication de pneus, etc.) ; la station de Menzel Abderrahmen (ML) est influencée par les activités urbaines, industrielles
et de péche alors que la station de Menzel Jemil (MJ) est impactée par des activités agricoles, conchylicoles et industrielles.
Les niveaux de contamination des sédiments par les métaux lourds, les hydrocarbures polycycliques aromatiques, les
biphényles polychlorés (Derouiche et al., 2004) et les composés organochlorés (Cheikh et al., 2002), au niveau des
différentes stations prospectées sont donnés dans le tableau I. Quant a la station de référence, nous 1’avons choisie dans la
lagune de Ghar El Melh, au niveau d’un secteur proche de la mer, caractérisé par une turbidité modérée et des contenus
plus faibles de substances et présente de ce fait un bon état écologique (Nourisson et al., 2013). Cette station, localisée au
niveau de la passe de communication de la lagune de Ghar EI Melh avec la mer, montre un trés faible niveau de
contamination chimique (Mahmoudi 2003 ; Louiz et al., 2008 ; Nourisson et al., 2013) (Fig. 1).
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Figure 1.— Localisation des stations prospectées dans la lagune de Bizerte (MJ : Menzel Jemil ; ML: Menzel Abderrahman
et MB: Menzel Bourguiba.) et dans le site témoin GH : Ghar el Melh.

TABLEAU |

Le niveau de contamination du sédiment au niveau des stations prospectées : Menzel Bourguiba (MB), Menzel
Abderrahmane (ML), Menzel Jemil (MJ) et Ghar el Melh (GH). HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques ; DDT :
dichlorodiphényltrichloroéthane ; PCBs : Biphényles polychlorés

MB MJ ML GH Références
Métaux lourds et métalloides
Al (ng/g) 13,35 11,69 6,67 - Yoshida et al. (2002)
Sb (ng/g) 1,061 0,207 0,329 - Yoshida et al. (2002)
As (ng/g) 41,293 12,388 16,517 - Yoshida et al. (2002)
Co (pg/g) 7,821 4,345 6,925 - Yoshida et al. (2002)
Cu (pg/g) 68,772 17,193 17,193 - Yoshida et al. (2002)
Fe (ng/g) 51,082 15,324 25,541 - Yoshida et al. (2002)
Mn (pg/g) 568,77 227,51 455,017 - Yoshida et al. (2002)
Ni(pg/g) 22,468 8,987 17,975 - Yoshida et al. (2002)
Se (ng/g) 2,10 0,47 0,93 - Yoshida et al. (2002)
Ag (ug/g) 0,63 0,103 0,178 - Yoshida et al. (2002)
Ti (ng/g) 0,395 0,132 0,176 - Yoshida et al. (2002)
U (ug/g) 1,96 0,87 1,09 - Yoshida et al. (2002)
V (ug/g) 58,50 23,40 46,80 - Yoshida et al. (2002)
Pb (ug/g) 286,86 35,86 71,72 0,074 Yoshida et al. (2002) ; Mahmoudi (2007)
Cr (ug/g) >46,2 18,48 36,96 0,057 Yoshida et al, (2002) ; Mahmoudi (2003)
Hg (Mg/g) 0,42 0,074 0,112 210* Yoshida et al. (2002) ; Mahmoudi (2003)
Zn (ng/g) 1,508 0,242 0,242 0,098 Yoshida et al. (2002) ; Mahmoudi (2003)
Cd (pg/g) 1,32 0,369 0,369 0,5 Yoshida et al. (2002) ; Chouba et al., (2007)
Biphényles Polychlorées (ng/g) 4,77 2,48 4,68 1,20 Derouiche et al. (2004) ; Ben Ameur et al. (2011)
Composés organochlorés Cheikh et al. (2002)
DDT (ppb) 1,78 0,92 0,48 -
Pesticides (ppb) 1,83 1,18 0,65 -
Organosatain pg (Sn) kg™ 200 90 117 - Mzoughi et al. (2005)
HAPs (ng/g) 209,1 10,9 48,3 4,4 Louiz et al. (2008)

RECOLTE DES ECHANTILLONS ET COLLECTE DES DONNEES

Les poissons ont été collectés pendant la période de reproduction (durant la troisiéme semaine du mois d’avril 2006)
au moyen d’un petit chalut benthique. Immédiatement apres leur capture, les poissons ont été sexés. En effet, le sexe des
individus est déterminé par ’observation de la forme de la papille urogénitale généralement conique chez les males et

cylindrique chez les femelles des Gobiidés (Miller, 1984). Les spécimens péchés vivants ont été destinés a 1’étude
histologique. Les autres sont ramenés, dans des glacieres, au laboratoire pour effectuer les différents mesures et
prélevements. Dans ce travail, nous n‘avons utilisé que des femelles adultes de longueur totale supérieure a 53 mm et des
males parentaux d’une longueur totale supérieure a 90 mm (Louiz et al., 2013). Les principales caractéristiques des
poissons collectés sont données dans le tableau II.

Dés P’arrivée au laboratoire, les échantillons sont examinés a I’état frais. Pour chaque individu, la longueur standard
(Ls) et la longueur totale (Lt) ont été mesurées a + 0.01 mm pres. De méme, les parameétres pondéraux, a savoir la masse
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éviscérée (Pe ; + 0,01 g), la masse du foie (Pf + 0,001 g) et la masse des gonades (Pg ; + 0,001 g) ont été aussi relevés. Ces
paramétres ont été ensuite utilisés pour calculer les différents indices de reproduction.
TABLEAU II

Effectif (N), poids éviscéré We (g) et longueur standard Ls (mm) des males (M) et des femelles (F) Zosterisessor
ophiocephalus capturés au niveau du site de référence (GH) et des sites de la lagune de Bizerte (MB, MJ et ML)

Sexe Sites
GH MB MJ ML
N M 25 32 12 56
F 58 45 11 64
N 130 109 100 111
Ny Ls (108-145) (94-123) (92-108) (102-140)
oyenne
(Min - Max) . 103 71 67 69
(78-128) (52-109) (55-84) (50-102)
N 41 26 18 21
Ny We (21-54) (17-36) (16-21) (12-29)
oyenne
(Min - Max) F 20 7 6 6
(8-42) (2-24) (3-10) (2-19)

Au moment de la capture des poissons, les valeurs des principaux parametres physico-chimiques de ’eau ont été
relevées a une profondeur de la colonne d’eau de 20 cm. La température et la salinité ont été mesurées a 1’aide d’un
conductimetre de type Cond 315i/SET, WTW. De méme, le potentiel hydrogéne a été évalué a I’aide d’un pH-metre de
type pH 315i/SET, WTW. La teneur en oxygene dissous a été appréciée a I’aide d’un oxymétre de type Oxi 315i/SET,
WTW. Les principales caractéristiques physicochimiques du milieu sont données dans le tableau I11.

TABLEAU I

Caractéristiques physico-chimiques des stations prospectées. DO: teneur en oxygene dissous

GH MB MJ ML
Température (°C) 22,5 23,8 24,0 24,0
pH 8,3 8,2 8,4 8,1
Salinité 36,5 31,0 30,0 30,3
DO (mg/L) 10,3 9.7 9,7 7,6

CALCUL DES INDICES DE REPRODUCTION

Le rapport gonado-somatique (RGS), le rapport hépatosomatique (RHS) et I’indice de condition (IC) ont été calculés
pour les males et les femelles.

- Rapport gonado-somatique

Le rapport ou indice gonadosomatique, qui fournit une évaluation de l'état de développement des gonades d’un
poisson, est le rapport du poids des gonades sur le poids somatique.
RGS = (Wg / We) x 100.
Il est considéré comme étant un bon coefficient de maturité des poissons (Lahaye, 1980).

- Rapport hépatosomatique

Chez les poissons, la gamétogenese demande un important apport d’énergie. Le rapport ou indice hépatosomatique,
qui fournit une estimation des réserves énergétiques du poisson, est le rapport du poids du foie sur le poids somatique d'un
poisson. Le calcul de I’indice hépatosomatique s’effectue selon la formule suivante :

RHS = (Wf/We) x 100,

- Indice de condition

Le facteur ou coefficient de condition (K) ou indice de condition (IC), qui permet de déterminer 1’embonpoint du
poisson (Tesch, 1971; Laléye et al., 1995), est défini par le rapport entre le poids et la taille du poisson. Il est donné par la
formule ci-dessous :

IC = (We/Lt") x 100, b = 3
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TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

Seuls les poissons vivants, a savoir 37 spécimens de Z. ophiocephalus dont 20 males et 17 femelles provenant des
stations prospectées, ont été utilisés pour 1’étude histologique. Ces poissons vivants ont été sacrifiés. Les gonades ont été
fixées au liquide Dubosg-Brasil, déshydratées et imprégnées par la paraffine (Martoja & Martoja-Pierson, 1967). Des
sections histologiques de 7 pum et 5 pum d’épaisseur ont été confectionnés a partir des ovaires et des testicules,
respectivement. Les sections ont été colorées a I’hématoxyline-éosine, observées et photographiées au moyen d’un
microscope Olympe (CX41), équipé d’un appareil-photo numérique (Olympe Sp-5louz). Le tissu gonadique a été, en
termes de types cellulaires, analysé sur la base des descriptions de Wallace & Selman (1981).

Vingt coupes histologiques par individu ont été analysées pour les calculs statistiques. Chez
les males, le nombre de cellules germinales syncytiales et celui de cellules de Sertoli
hypertrophiées ont été déterminés dans le champ d’observation microscopique a un grossissement
de 1000 X (cellules/champ). La superficie de I’espace interstitiel entre les lobules a été mesurée et
le pourcentage de cet espace dans le total de la surface de la section a été déterminé en utilisant le
logiciel Mesurim 2.4 pour Windows (Académie d’Amiens, Amiens, France). De méme chez les
femelles, les pourcentages relatifs des follicules en atrésie ont été déterminés. Toutes les
éventuelles autres anomalies structurales dans les ovaires ont également été notées. Le pourcentage
des ovocytes altérés, présentant une atrésie folliculaire ou une rétraction cytoplasmique et/ou une
condensation caryoplasmique, a été déterminé dans chaque section d’ovaire.

ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel SPAW 18 (version d’évaluation). La normalité de la
distribution a été vérifiée a I’aide du test de Kolmogorov-Smirnov. L’homogénéité des variances, au risque o = 5 %, a été
vérifiée par le test de Levene. La comparaison des moyennes (le nombre de cellules CSyn et SeCH par champ, les
pourcentages moyens des ovocytes altérés par champ et le pourcentage de la superficie de I’espace interstitiel entre les
lobules) a été effectuée au moyen de I’analyse de variance unifactorielle (ANOVA), suivie du test post-ANOVA de Gabriel
(échantillons de tailles différentes). La comparaison des prévalences des Iésions gonadiques entre les stations a été réalisée
par le test exact de Fisher ; ce test est utilisé dans ’analyse des tableaux de contingence ou la taille des échantillons est
petite.

RESULTATS

ANALYSE COMPAREE DES INDICES SOMATIQUES OU DE REPRODUCTION

En comparant les rapports gonado-somatiques pour les méles et les femelles ayant atteint la
taille de la premiére maturité sexuelle dans les différentes stations d’étude, nous avons remarqué
une valeur moyenne du RGS des femelles au niveau de la station de référence (GH) plus élevée
(9,5 %) que celles relevées dans les trois stations de la lagune de Bizerte. Cette différence n’est
statistiquement significative (Fig. 2A) que pour la station (ML) (test post-ANOVA de Gabriel ; p <
0,05). Pour les males, aucune différence significative n’a été trouvée (test post-ANOVA de
Gabriel ; p > 0,05) (Fig. 2B). Toutefois, les RGS des gobies collectés dans la lagune de Bizerte ont
des valeurs plus faibles que celles des RGS des poissons péchés au niveau de la station de
référence.

L’analyse comparative du rapport hépatosomatique (RHS) a révélé des valeurs plus élevées
chez les méles et les femelles provenant des trois stations de la lagune de Bizerte (MB, ML et MJ)
en comparaison avec celles des RHS des poissons pris & la station de référence (GH). Néanmaoins,
cette différence n’est statistiquement significative (Fig. 2D) que chez les males (test post-ANOVA
de Gabriel ; p <0,05).
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Les valeurs des indices de condition (IC) des poissons issus des différentes stations de la
lagune de Bizerte ne sont pas significativement différentes (Fig. 2C) de celles obtenues au niveau

de la station de référence (GH) (test ’ANOVA, p > 0,05).

A 12 B 1,0
0,9 1
10 - _I_. 0,8 -
s 206 -
ml 6 * s 05
) ml 0,4 -
2 4 0 03
2 0,2
0,1 -
;- — 0,0
GH MB MJ ML GH MB MJ ML
mFemelle
C 21 ngmeIIe D 6 .
Male Male
2,0
— 1'9 —
X X
—~— 1,8 | ~—
o " »
1.7 15 E
1,6 -
1,5 &
1,4 LB

Figure 2.— Variations inter-sites (A) du rapport gonado-somatique des femelle, (B) du rapport gonado-somatique des male,
(C) de ’indice de condition et (D) du rapport hépatosomatique chez les méles et les femelles de Zosterisessor
ophiocephalus. Moyenne + SEM.

ANALYSE COMPAREE DE L’HISTOLOGIE DES GONADES MALES ET FEMELLES

Les testicules des poissons, provenant de la station de référence, ont une structure et une
apparence normale (Fig. 3).
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Figure 3.— Section histologique des testicules de Zosterisessor ophiocephalus provenant de la station de référence
montrant une structure normale : tubes séminiféres (TS) ; tissu interlobulaire mince et un noyau de cellule de Sertoli
normale (fleche) ; la barre indique 25 pm.

Les lobules des testicules sont divisés en cystes dans lesquels se déroule le processus de
maturation des cellules germinales. Au niveau des testicules des individus matures, tous les stades
de maturation, des spermatogonies aux spermatozoides, ont été observés. Les spermatozoides sont
abondants dans la lumiére du tube séminal. Les tubes séminiferes sont entourés par des cellules
myoides formant un tissu interlobulaire mince, par des cellules de Sertoli, des cellules de Leydig et
par des vaisseaux sanguins (Fig. 3). Normalement, un petit nombre de cellules de Sertoli
enveloppe les cellules spermatiques. Ces cellules restent en contact avec la lame basale qui sépare
le compartiment germinal du tissu interstitiel. Elles peuvent étre identifiées par leur contour
anguleux et leur noyau irrégulier.

L’analyse des sections testiculaires des gobies de la lagune de Bizerte a mis en évidence
plusieurs types de lésions histologiques, liées a des changements dégénératifs et une forte
prévalence de centres mélanomacrophages (Fig. 4 ; Tab. IV). Les anomalies histopathologiques
diagnostiquées dans les testicules des poissons collectés dans la station (MB) sont importantes.
Elles incluent une prévalence trés élevée de syncytiums cellulaires (100 %) (p < 0,05), CSyn avec
une moyenne de 5,5 syncytiums par champ (Tab. 1V). Ces anomalies sont souvent associées a des
altérations au niveau des tubes séminiféres et une vacuolisation des cellules germinales (Fig. 4C).
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Figure 4.— Sections histologiques de testicules de Zosterisessor ophiocephalus, prélevés au niveau de la lagune de Bizerte

et montrant certains types d’anomalies dégénératives : (A) des agrégats cellulaires (syncytium) ; (B) hypertrophie et

hyperplasie des noyaux des cellules de Sertoli (pointe de fléche) (C) une vacuolisation des cellules germinales et (D) un
énorme tissu inter- interstitiel.

Prévalence (P%), intensité (cellules /champ) et pourcentage moyen (PM) des différentes Iésions histologiques observées au

TABLEAU

v

niveau des testicules et des ovaires chez Zosterisessor ophiocephalus (Moyenne + SEM)

Males Femelles
Sites N CSyn SeC CMM CSyn SeCH 1G % AO% CK % RC %
(M;F) P% (Cellules/champ) (PM) (PM)

GH 4;2) 0 0 0 0 8 4 0,03 0,11 0,10
(£0,4) (£0,3) (*03) (#0,07)  (0,06)

MB (3:4) 100* 67* 33* 55* 11* 4 0,34, 4,8 1,9
(=031 (£0,9) (£0,5) (+7) (+0,01) (+0,5)
M 3:2) 50* 0 50* 23 9 10 9,64* 5,95 11,5*
(£03) (£02) (3,1 (£38) (1,1) (+0,6)

ML (10; 9) 30* 60* 40* 0.2 13* 13* 0,57 7,7 4.8
(x0,1) (x0,7) (1,4 (£0,2) (£0,01) (£0,1)

N : Taille de ’échantillon ; M : males ; F: Femelles ; CSyn : syncytium cellulaire ; SeC : cellule de Sertoli, SeCH : cellule de Sertoli hypertrophiée ; CMMs :
centres mélanomacrophages ; IG : ¢largissement de I’espace interstitiel par rapport a la surface totale ; OA : ovocyte atrésique ; RC : rétraction cytoplasmique ; CK :
condensation caryoplasmique ; P % : pourcentage des coupes histologiques présentant des Iésions ; PM % : pourcentage moyen d’ovocytes altérés par champ. *: p <

0,05
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Figure 5.— Sections transversales des ovaires de poissons provenant : (A) de la station de référence et montrant des
follicules alvéolaires corticaux (FAC : fléche) et des follicules vitellogéniques matures (FVM) et normaux ; (B, C, D) de la
lagune de Bizerte, présentant (en B, a la station MJ) un ovocyte atrésique (OA) et (en C et D ; respectivement stations ML

et MB) des follicules alvéolaires corticaux avec une rétraction cytoplasmique (RC) et une condensation caryoplasmique
(CK). La barre indique 25 pm.

Contrairement aux gobies de la station de référence, les méles collectés au niveau des stations
(MB) et (ML) ont montré un nombre moyen élevé de noyaux hypertrophiés des cellules de Sertoli
par champ (11 et 13 cellules/champ) (Fig. 4B ; Tab. IV). De plus, nous avons noté une forte
prévalence d’hyperplasie des cellules de Sertoli pour les poissons capturés au niveau des stations
MB (67 %) et ML (60 %) (p < 0,05) (Fig. 4B ; Tab. IV).

Les testicules témoins sont constitués de tubes séminiferes serrés, avec un espace interstitiel
(IG) étroit (Fig. 3). Ces espaces sont plus larges avec une augmentation des composants
interstitiels chez les poissons pris dans les stations ML (13 %) et MJ (10 %) (p < 0,05). En outre,
chez les spécimens collectés a la station ML, la structure de la paroi des tubes séminiféres apparait
fortement perturbée avec, au sein des lobules séminiféres, d’énormes travées remplies de tissu
conjonctif (Fig. 4 D).

L’examen histologique des ovaires de femelles collectées a la station de référence (GH) a
révélé une structure normale montrant des ovocytes bien développés, caractérisés par un
épithélium folliculaire et un zona radiata intacts (Fig. 5A).

Les principales anomalies histopathologiques des ovaires de poissons collectés dans la lagune
de Bizerte sont représentées par une rétraction du cytoplasme (RC) des cellules folliculaires, une
condensation du caryoplasme (CK) et une atrésie ovocytaire (AO) (Fig. 5B,C,D). Les différentes
lésions observées dans 1’ovaire de Z. ophiocephalus sont consignées dans le tableau IV. Les
ovaires des poissons provenant de la station MJ ont montré des pourcentages d’atrésie folliculaire
plus élevés que ceux des gobies collectés au niveau de la station de référence et qui sont de 1’ordre
de 9,6 %. En outre, dans cette station MJ, le pourcentage des ovocytes présentant une rétraction
cytoplasmique est d’environ 11 % (p < 0,05). Quant au pourcentage des ovocytes présentant une
condensation du caryoplasme, il est plus important au niveau de la station ML (Tab. V).
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DISCUSSION

Au cours de ce travail, nous avons effectué, sur la base d’une analyse comparée des
paramétres somatiques de la reproduction et de la structure histologique des gonades, une étude
comparative du statut reproducteur de Z. ophiocephalus peuplant d’une part, un milieu caractérisé
par une contamination chimique chronique (lagune de Bizerte) et, d’autre part, un site de
référence, faiblement contaminé (Mahmoudi, 2003 : Louiz et al., 2008) (Tab. 1). Nos résultats ont
mis en évidence de faibles valeurs des RGS et des IC, d’une part et, d’autre part, une augmentation
des RHS chez les gobies collectés dans la lagune de Bizerte. Méme si les différences relevées entre
les valeurs des paramétres somatiques (RGS, RHS, IC) ne sont pas souvent statistiqguement
significatives, nous pouvons tout de méme conclure a la présence d’une perturbation de la fonction
reproductrice ainsi qu’une altération de la condition générale des gobies. En effet, le rapport
hépatosomatique (RHS) et I’indice de condition (IC) sont des indicateurs des variations des
paramétres abiotiques qui reflétent 1’état physiologique des poissons. Ainsi, si leurs fluctuations
peuvent étre attribuées a divers facteurs tels que le statut reproducteur, la disponibilité de la
nourriture (Chellappa et al., 1995), plusieurs études ont mentionné 1’intérét de 1’utilisation de ces
parametres dans 1’évaluation des effets d’un stress environnemental au niveau d’un organe cible
ou d’un organisme entier (Barton et al., 1987 ; Eastwood & Couture, 2002 ; Lloret & Planes,
2003).

Des anomalies histologiques semblables a celles trouvées dans la présente étude ont été déja
décrites dans la littérature (Dutta et al., 1994, 2006 ; Miles-Richardson et al., 1999a,b ; Dutta &
Maxwell, 2003 ; Dutta & Dalal, 2008). Toutefois, ces auteurs ont soumis, au cours
d’expérimentations, les poissons ciblés par leurs recherches a des doses sublétales de
xénobiotiques alors que nous nous sommes intéresses a des poissons sauvages vivant dans un
milieu naturel, la lagune de Bizerte, contaminé par différentes sources de pollution.

Ainsi, dans ce milieu, la prédominance des lésions histopathologiques semble
considérablement varier d’une station a une autre, selon probablement la nature et la quantité des
polluants. En effet, nous avons mis en évidence de graves atteintes au niveau de la structure
testiculaire des gobies capturés au niveau de la station de Menzel Bourguiba (MB). Ces atteintes se
caractérisent par la présence d’anomalies dégénératives comprenant des syncytiums cellulaires et
une vacuolisation des cellules germinales. Cette reprotoxicité semble étre la conséquence d’une
exposition a des contaminants a effet perturbateur endocrinien. En effet, des syncytiums cellulaires
semblables ont été observés chez des males exposés aux composés oestrogéniques (17 B-cestradiol
et 4-Nonylphénol) (Miles-Richardson et al., 1999a,b). Or, nous avons déja montré la présence
d’une activité oestrogénique significative dans I’extrait organique du sédiment prélevé dans la
lagune de Bizerte, au niveau de la station MB (Louiz et al., 2008). Cela suggere que de tels
contaminants organiques auraient contribué a la présence des syncytiums cellulaires chez les
poissons capturés au niveau de ce site. De plus, la forte contamination de cette station par les
métaux lourds et organoétains (Yoshida et al., 2002 ; Mzoughi et al., 2005) (Tab. I) peut étre aussi
la cause de I’apparition d’anomalies dégénératives dans les testicules des gobies. En effet, les
métaux lourds ont déja été signalés comme étant des composés chimiques a effet perturbateur
endocrinien (Dyer, 2007) et Pieterse (2004) a mis en rapport la contamination par les métaux
lourds avec la présence des dommages au niveau des tubes séminiféres chez les poissons.

Le lien entre les faibles valeurs du RGS et les altérations histologiques semble également
évident chez les males de la station de Menzel Abderrahemen (ML) qui ont montré, au niveau de
leurs gonades, un élargissement de 1’espace interstitiel et la présence de centres
mélanomacrophages (MMCs). Ces derniers sont des cellules qui appartiennent au systéme
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immunitaire non spécifique. Généralement, cette anomalie est associée aux Iésions inflammatoires
chroniques. Sans compter que I’augmentation de la taille et du nombre des CMMs a été corrélée a
une exposition a des hydrocarbures aromatiques polycycliques (Marty et al., 2003). Dans la
présente étude, I’existence de CMMs, dans le tissu interstitiel désorganisé, indique que cette
dégénérescence a une origine ante-mortem (avant la mort).

En outre, la forte prévalence de I’hypertrophie et de I’hyperplasie des noyaux des cellules de
Sertoli, enregistrée au niveau des gonades de poissons provenant de la station MB, semble étre
associée a la contamination du sédiment. Des anomalies similaires au niveau des cellules de
Sertoli (hypertrophie et hyperplasie) ont été décrites par Miles-Richardson et al. (1999a). Dans les
conditions normales, les cellules de Sertoli ont un réle nourricier, de transfert des métabolites et
des hormones (Billard et al., 1972 ; Andrade et al., 2001). Elles sont également impliquées dans
I’¢limination par phagocytose des débris de cellules germinales qui dégénérent au cours de la
spermatogeneése et dans le nettoyage des cellules germinales apoptotiques (Billard, 1983 ; Russell
et al., 1990 ; Andrade et al., 2001 ; Cruz-Landim et al., 2005). La prolifération des cellules de
Sertoli, observée au cours de cette étude, pourrait étre interprétée par la nécessité d’éliminer les
cellules germinales dégénérées, suite a l'effet toxique de certains agents déléteres tels que les
organoetains, des métaux lourds ou des composés oestrogéniques (Chen et al., 2008 ; Dyer, 2007 ;
Miles-Richardson et al., 1999a,b).

Les ovaires présentent également de nombreuses anomalies. En effet, les résultats de
I’analyse histologique des ovaires suggerent que les faibles valeurs du RGS, enregistrées au niveau
de la station ML, sont probablement dues, d’une part, a la présence d’ovocytes atrésiques pendant
la saison de ponte et, d’autre part, & la désintégration du cytoplasme ovocytaire. Des lésions,
semblables a celles observées dans nos échantillons, ont été rapportées chez des poissons exposés
a des doses sublétales d’insecticides ou a des métaux lourds (Sioson & Herrera, 1996 ; Dutta &
Maxwell, 2003 ; Dutta & Dalal, 2008). Ces données suggérent que la plus grande incidence des
lésions au niveau des ovocytes, chez les femelles peuplant la station (MJ) située prés de la zone
agricole, est probablement due a 1’exposition prolongée aux pesticides et/ou & des insecticides.
Néanmoins, 1’implication d’autres facteurs environnementaux, non examinés au cours de cette
étude, est aussi probable.

Ces résultats montrent aussi que les effets des différents groupes de polluants semblent étre
liés au sexe. Ainsi, dans les stations MB et ML, zones contaminées par les métaux lourds (Yoshida
et al., 2002), les organoétains (Mzoughi et al., 2005) et les HAPs (Louiz et al., 2008), les testicules
apparaissent plus sensibles que les ovaires. En revanche, les ovaires des gobies femelles, habitant
des sites localisés a proximité des zones agricoles (MJ) et contaminés par les DDTs (Cheikh et al.,
2002), semblent étre les plus affectés. En effet, il est bien connu qu’une exposition chronique a des
composés aromatiques, a des composés organochlorés ou aux métaux lourds peut influer sur le
succes de la reproduction en affectant la qualité des gamétes et des ceufs, ce qui provoque une
diminution de la fécondité (Johnson et al., 1997 ; Trigui EI Menif et al., 2006).

L’ensemble des résultats obtenus a donc mis en évidence une perturbation du potentiel
reproducteur des gobies de la lagune de Bizerte et nous a fourni de nouvelles informations sur la
présence d’altérations gonadiques chez des gobies exposés a une pollution anthropogénique. Nos
observations nous ont conduits a émettre 1’hypothése d’une exposition a des polluants chimiques a
pouvoir perturbateur de la fonction reproductrice. Cette hypothése n’exclut pas d’autres facteurs
ou polluants non étudiés dans le cadre de ce travail et on ne peut négliger d’éventuels phénoménes
de synergie. En effet, il est bien connu que les xénobiotiques peuvent occasionner des anomalies
au niveau de la structure des gonades des poissons et des perturbations de leur fonction (Linderoth
et al., 2006 ; Marchand et al., 2008), ce qui constitue une menace pour la fitness de la population
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et la survie de 1’espéce dans le milieu. De ce fait, certaines recherches se sont alors intéressées a la
détermination de I’impact de ces substances sur des populations de poissons en milieu naturel
(Fossi et al., 2002 ; Hinck et al., 2008). Ainsi, diverses perturbations ont été rapportées comme la
présence d’anomalies histologiques au niveau des gonades, la présence d’ovocytes dans les
testicules de poissons males (Hecker et al., 2006 ; Louiz et al., 2009) ou I’inhibition du
développement des gonades (Snyder et al., 2004) ainsi qu’une synthése anormale de la
vitellogénine chez les femelles, les males et les juvéniles, induite par de nombreux xénobiotiques
pouvant mimer l’action du 17a-cestradiol. Ce biomarqueur, la vitéllogénine, est utilisé chez
différentes especes aquatiques pour caractériser la contamination cestrogénique des milieux
(Flammarion et al., 2000 ; Kleinkauf et al., 2004).

CONCLUSION

La présente étude a permis de mettre en évidence, pour la premiére fois, des altérations
histologiques des gonades chez Zosterisessor ophiocephalus dans la lagune de Bizerte qui
représente un environnement lagunaire fortement anthropisé. Nos observations nous ont conduits a
émettre 1’hypothése d’une exposition a des polluants chimiques a pouvoir perturbateur de la
fonction reproductrice. Cette hypothése n’exclut pas d’autres facteurs et on ne peut négliger
d’éventuels phénomenes de synergie. Ces résultats laissent ainsi présager de graves conséquences
sur le recrutement des poissons de la lagune de Bizerte. Néanmoins, il est nécessaire de compléter
ces observations préliminaires par des études en condition contrdlée afin de confirmer la relation
action-effet des polluants sur le potentiel reproducteur des gobies.
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