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Résumé

Le présent travail s‘intéresse a I'estimation de I'age et aux paramétres de
croissance d'une espece d’‘amphibien de zone aride (Rana saharica,
Boulenger 1913) adaptée a un climat sub-humide au nord de la Tunisie
(Bizerte), par la technique de squelettochronologie. L'age individuel des
grenouilles a été déterminé par le comptage des lignes d’‘arrét de
croissance (LAC) a partir de coupes transversales réalisées sur des tibias.
La longévité maximale des males et de femelles est respectivement de 7 et
6 ans pour des tailles moyennes respectives de 10.59 cm (N= 8 ; o= 0.32)
et 10.48 cm (N= 6 ; o= 0.28). Les tailles correspondantes a un méme age
sont trés hétérogénes témoignant de conditions et de stratégies de
croissance divergentes.

Mots-clés: Rana saharica|Squelettochronologie|age|Taille|Croissance
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Resumen

Este trabajo esta interesado en la estimacion de los parametros de la edad
y del crecimiento de una especie anfibia que vive normalmente en las
regiones aridas (Rana saharica Boulenger, 1913) adaptadas a un clima sub-
hiumido en el norte de Tunez (Bizerta), por Ila técnica del
esqueletochronologia. La edad individual de ranas fue determinada por la
cuenta de lineas de paro de crecimiento (LAG) en secciones transversales a
través de las tibias. La longevidad maxima de males y de hembras es
respectivamente 7 y 6 anos de viejo para los tamanos medios respectivos
de 10.59 centimetros (N = 8; o0 = 0.32) y 10.48 centimetros (N = 6; 0 =
0.28). Los tamafios correspondientes a una misma edad son muy
heterogéneos debido a de condiciones y estrategias de crecimiento
divergentes.

Palabras claves: Rana saharica | Esqueletochronologia | edad | Tamafo |
crecimiento.

Abstract

This work is interested in the estimate of the age and growth parameters
of an amphibian species living normally in arid regions (Rana saharica
Boulenger, 1913) adapted to a sub-wet climate in north of Tunisia
(Bizerta), by the technique of skeletochronology. The individual age of
frogs was determined by the counting of lines of arrested growth (LAG) on
transverse sections through tibias. The maximum longevity of males and
females is respectively 7 and 6 years old for respective average sizes of
10.59 cm (N = 8 ; 0 = 0.32) and 10.48 cm (N = 6 ; 0 = 0.28). Sizes
related to the same age are very heterogeneous testifying to different
conditions and divergent strategies of growth.

Key words: Rana saharica | Skeletochronology |age| Size|Growth.

Introduction

L'estimation de I'age des individus, et des parametres biologiques qui lui
sont associés (age a la maturité sexuelle, croissance, longévité ...) est
indispensable aux études démographiques approfondies des populations
naturelles (Barbault et al., 1979 ; Francillon et al., 1990 ; Esteban et al.,
1999). A l'exception du suivi individuel par marquage-recapture, la
squelettochronologie (terminologie dans Castanet et al., 1977) constitue
actuellement la seule méthode crédible de détermination de I'ége chez les
amphibiens (Kyriakopoulou-Sklavounou et al., 2007). Son principe est

fondé sur le dénombrement des marques de croissance squelettiques
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(MCS) enregistrées annuellement dans les divers tissus squelettiques des
animaux en croissance. Chez quelques animaux poikilothermes tel que les
anoures dont le rythme de croissance est interrompu, ces marques de
croissance squelettiques se traduisent par des lignes d’arrét de croissance
(LAC) (Castanet et Smiran, 1990).

L'inconvénient majeur de la squelettochronologie réside dans la nécessité
de prélever un os tel gu'un humérus, un fémur ou un tibia, ce qui impose le
sacrifice des animaux. Néanmoins, d’autres ossements tels que les
phalanges peuvent étre également utilisés sans nécessité de sacrifier
I'animal. Cependant, ces derniers ne sont pas toujours exploitables pour la
détermination de I'age a cause de l'immaturité de leurs structures et de la
difficulté d’identification des MAC (Gittins et al., 1982 ; Castanet et Smirna,
1990 ; Miaud, 1990).

En revanche, la maitrise de cette méthode a permis une ouverture sur une
connaissance plus approfondie des stratégies démographiques chez de
nombreuses espéces d'Amphibiens (Francillon, 1980 ; Régnier, 1983 ;
Caetano et al., 1985 ; Francillon et Castanet, 1985 ; Hemelaar, 1986 ;
Miaud, 1990).

Concernant la grenouille verte aquatique Rana saharica, dont la répartition
géographique se limite a la cote nord africaine et s’étend depuis le Maroc
jusqu’au Libye (Arano et al., 1998), elle a fait 'objet de plusieurs études
écobiologiques (Pasteur et Bons, 1959 ; Bons, 1967 ; Hemmer et al.,
1980 ; Uzzel, 1982 ; Busack, 1986 ; Steinwarz, 1991 ; Meddeb, 1994 ;
Buckley et al., 1995 ; Salvador, 1996 ; Schleich et al., 1996 ; Buckley et
al., 1996 ; Bons et Gneiz, 1996 ; Pleguesuelos, 1997 ; Pdétner, 1998 ;
Nouira et Lescure, 1998 ; Arano et al., 1998 ; Geniez et al., 2004 ; Azzouzi
et Tekaya, 2005). Cependant, les études relatives a la détermination de
I'age et aux structures démographiques de cette espéce sont quasi
absentes et se limitent aux travaux d’Esteban et al. (1999). Ce travail est
une contribution a I'étude de I’age, de la croissance et de la longévité de
Rana saharica au sein d’une population vivant dans une région subhumide
au nord de la Tunisie.

MATERIEL ET METHODES
Site d’étude:

Le site de collecte des grenouilles est situé dans la région de « Beni
Moslem » (9°9'30" ; 37°3’40") dans le gouvernorat de Bizerte au nord de la
Tunisie (Fig. 1). C'est un lac collinaire de 2.5 hectares avec une profondeur
atteignant 3 m au centre, une faible pente prés des berges et un taux de
recouvrement végétal de 30% pendant le printemps. La température
moyenne est de 22.75°C (min = 8 a 10°C; max = 43 a 45°C) et la
pluviométrie annuelle moyenne est de I'ordre de 625 mm/an.
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Méthode de collecte:

Au cours de cette étude, 154 grenouilles ont été capturées dont 83 males
et 71 femelles. La méthode de collecte utilisée est la péche au feu qui
consiste a attraper les grenouilles soit a la main soit a I’épuisette apres
éblouissement par une lampe torche puissante pendant les nuits obscures.
Cette méthode permet de ramasser un nombre important d’individu et
surtout d’éviter l'effet visuel dans le choix des individus (McAlpine, 1997 ;
Mitchell, 2000). En effet, elle permet d’attraper les individus appartenants a
toutes les catégories de taille avec les mémes chances de capture.

.
A

]Khalij Tunis

Figure 1 : Emplacement du site d’étude Lac collinaire de "Beni
Moslem"(Nord de la Tunisie)

Prélevement des échantillons:

Les grenouilles collectées sont ramenées au laboratoire puis anesthésiées
par refroidissement a 4°C. Les mesures biométriques et pondérales sont
prises respectivement a l'aide d'un pied a coulisse a 0.01 mm et une
balance de précision a 0.01g. Elles sont parallelement classées par sexe et
par taille. Pour lI'analyse squelettochronologique, 5 individus sont choisis
par classe de taille et par sexe. Ainsi 70 grenouilles (35 males et 35
femelles) sont ensuite euthanasiées selon les méthodes de soin et de
traitement des animaux d’expérimentation (Frye, 1977). Enfin, les tibias
sont prélevés, nettoyés puis conservés dans l'alcool 70°.

Traitement des échantillons

Les échantillons (tibias) sont déminéralisés a |'acide nitrique pendant 5 a 12
heures suivant |'épaisseur de l'os (acide nitrique a 3 %), puis rincés
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abondamment a lI'eau courante. Des coupes sont effectuées a I'aide d'un
microtome a congélation a 30 um, puis colorées a I'hématoxyline d'Ehrlich
pendant 10 a 15 mn. Elles sont enfin rincées a I'eau courante puis montées
entre lame et lamelle a I'Aquamount. Pour les rétromesures, les diameétres
des coupes sont mesurés sur croquis au tube a dessin (grossissement
linéaire de 76) a partir des meilleures coupes de chaque préparation. Pour
éviter autant que possible les variations structurales dues a la position des
coupes, celles-ci sont effectuées dans la méme région de la diaphyse, a
proximité du trou nourricier. Chaque hiver s'enregistre sous la forme d'une
ligne d'arrét de croissance (LAC) bien différenciée, effectuant le tour de I'os
sans discontinuité. Les marques de ralentissement de croissance ne sont
pas prises en considération dans le comptage des LAC. Pour donner plus de
crédibilité a la détermination des LAC, deux lectures au minimum ont été
effectuées séparément pour chaque préparation par deux personnes
distinctes.

L'analyse statistique des données est fait par le logiciel STATBOX.

Résultats
1- Analyse squelettochronologique

Les coupes d'os (fig. 2) révele des stries (LAC) quasi circulaires et bien
visibles pour la majorité des coupes (56%). Ces stries sont provoqué, chez
de nombreux amphibiens, par l'arrét total de la croissance pendant
I’hibernation et sont considérés par conséquent comme marques annuelles.
Parfois, il y a des lignes discontinues et/ou d'un aspect différent, plus
diffuses, qui apparaissent et peuvent exprimer un arrét partiel ou un
ralentissement de croissance (Castanet et Smirna, 1990). Ces derniéres ne
sont pas prises en considération dans la détermination de I'age.
Néanmoins, ces dernieres peuvent donner des renseignements assez
précieux concernant I'histoire de vie de I'animal en question (Castanet et
al., 1992 ; Kyriakopoulou-Sklavounou et al., 2007).
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Figure 2 : Coupe transversale de la diaphyse d’un tibia montrant les
lignes d’arrét de croissance (LAC) de Rana saharica.

Le périmétre extérieur de l'os est considéré comme LAC puisque la
capture a été effectuée en septembre juste avant I'hibernation. Sachant
que les observations de terrain, sur différents sites dans la région de
Bizerte entre I'année 2004 et 2007, montrent que I’hibernation de Rana
saharica se fait entre la fin du mois de septembre et le début du mois de
novembre avec un décalage plus ou moins important suivant les variations
de température d’'une année a une autre. De méme la reprise de |'activité
de croissance se fait habituellement a partir de mi-mars.

Figure 3 : Coupes transversales de la diaphyse du tibia d’'un male (A) et
d’'une femelle (B). Les fleches indiquent les années d’apparition des LAC.

Les coupes d’os des individus les plus agés (fig. 3 A et B) montrent que la
longévité des males est de 7 ans alors que celle des femelles est de 6 ans.
En outre, ces coupes révelent un ralentissement remarquable de la
croissance aprées la troisieme et la deuxieme année respectivement pour
les males et les femelle ce qui laisse suggérer que la maturité sexuelle se
fait au cours de la troisieme année alors que celle des femelle se fait au
cours de la deuxiéme année. Elle peut refléter aussi des conditions de vie
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similaires, de point de vu climatique et abondance de nourriture, vécus
par ces individus instantanément puisque ce ralentissement correspond a
la méme année pour les deux sexes c’est a dire entre 2003 et 2004.

2- Taille et distribution des ages

Les données obtenues a partir des individus ramenés au laboratoire,
montrent que les femelles ont été visiblement plus grandes et plus lourdes
gue les males. La taille moyenne des femelles SVL (Snout-Vent
Length) ou museau-urostyle, est de 7.57£1.53 mm (n= 71) alors que
celle des males est de 6.94+1.41 mm (n=83). Le poids moyen des
femelles est de 62.47+26.22 g (n=83) et de 52.59+25.07 g pour les
males. Des différences significatives entre les deux sexes ont été
soulevées. Ainsi les femelles ont été significativement plus grande (z=
2.21 , p< 0.05) et plus lourde (z= 2.09 , p< 0.05) que les males.

La distribution de la population suivant les classes d’age (fig.4), révele
gue la majorité des individus (plus que 50%) appartiennent a la classe
d’'age de 2 a 3 ans. Un pourcentage assez important de femelles (30.99%)
sont agées de 2 ans alors que 31.33% de males ont 3 ans d’age. Ce qui
laisse suggérer encore une fois que la maturité sexuelle pour cette
population correspond a ces ages respectifs. En revanche, contrairement a
ce que l'on peut s‘attendre, le pourcentage des juvéniles qui sont agés
d’un an, est assez faible pour les deux sexes (< 8%).

Age (année)
(o))

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

£ Méles m Femelles Pourcentage des individus

Figure 4 : Distribution de la population suivant les classes d’age

La répartition des tailles moyennes selon les classes d’age (fig. 5), montre
que les femelles présentent toujours un rythme de croissance relativement
7
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plus important par rapport aux males. Néanmoins, ces derniers présentent
des écartypes relativement plus grands témoignant d'une hétérogénéité
plus importante. Ainsi, plusieurs individus de méme taille peuvent
appartenir a différentes classes d’age. Par exemple, quelques males de 6
cm (SVL) peuvent étre agé soit de 2 soit de 3 soit de 4 ans.

12
S
"o i E
2 10 A
‘©
l_ {
8 _
6 % %
g & Males
4 O Femelle
2 _
Age (année)
0 T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7

Figure 5 : Répartition des tailles moyenne selon les classes d’age et les
sexes

Discussion et conclusion

La méthode squelettochronologique appliquée a la grenouille verte
aquatique Rana saharica, adaptée au climat subhumide de la région nord
de la Tunisie, montre que les hivers sont trés bien marqués et se
manifestent par des LAC assez visibles dans la majorité des cas. On peut
ainsi déterminer l'age et la croissance ce qui permet de reconstruire
I'histoire de vie individuelle de cet animal. Les résultats obtenus dans cette
étude concernant la longévité sont similaires a ceux obtenus a partir d'une
espece voisine et génétiquement assez proche Rana ridibunda vivant en
Turquie (Yilmaz et al., 2005). Une autre étude effectuée sur la méme
espece au sein d‘une population du sud marocain montre une longévité
plus faible aussi bien pour les males que pour les femelles (Esteban et al.,
1999). Des différences ont été soulevées également au niveau des tailles
moyennes et leurs répartitions selon les classes d’age pour des especes du
méme complexe R. ridibunda. C’est le cas par exemple de Rana epeirotica,
Rana esculenta et Rana perezi (Berger, 1977 ; Halliday et Verrell, 1988 ;
Paton et al., 1991 ; Neveu, 1992 ; Smirna, 1994 ; Ivanova, 2002 ;
Cagalniceanu et Miaud, 2003 ). Ceci peut étre due aux différences
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climatiques qui jouent d‘une maniére directe ou indirecte sur les
parameétres de croissance en agissant au méme temps sur les facteurs
déterminants comme la température et I'hnumidité et sur I'abondance de la
nourriture disponible.
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