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REsumg

Une étude du polymorphisme des protéines enzymatiques a élé enireprise sur vingi-deux échantillons représen-
lant onze espéces appartenant a cing genres de Mormyridae. Seize locus ont pu éire éludiés. Les espéces éludiées des
genres Petrocephalus el Marcusenius sont généliquement bien individualisées a Iinverse des espéces éludiées des
genres Mormyrops, Hippopotamyrus ef Pollimyrus qui apparaissent trés proches. L’existence de trois espéces récem-
meni décrites de Petrocephalus est confirmée, et la position particuliére de la population du Niger de P. bovei est
mise en évidence. Les résullats préseniés ici sont une premiére approche des relalions généliques au sein de celle
famille. Ils monirent que I'étude du polymorphisme des protéines enzymatiques devrait permelire de clarifier Phisloire
évolulive, la biogéographie el la systémalique de ce groupe de Poissons.

Mots cLEs : Mormyridae — Phylogénie — Afrique de 1'Ouest — Polymorphisme enzymatique ~— Systéma-
tique.

ABSTRACT

FIRST DATA ON GENETIC RELATIONSHIPS BETWEEN ELEVEN SPECIES OF WEST AFRICAN MORMYRIDAE
(TeLEOSTEI, OSTEICHTHYES)

Enzyme variabilily af 16 presumplive loci was studied by standard starch gel eleclophoresis in 22 samples of
eleven species belonging to five genera of the Mormyridae family. Species of Petrocephalus and Marcusenius are
genetically well individualized while those of genera Mormyrops, Hippopotamyrus and Pollimyrus are closely
relaled. The resulis presenied here are a first approach of the genetic relationships within the family. They show that
enzymatic studies might allow 1o clarify evolutionnary history and systematic relationships within the Mormyridae
family.

Key worDs : Mormyridae — Phylogeny — West Africa — Enzymatic polymorphism — Systematics.
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INTRODUCTION

Depuis la révision générique des Mormyridae sur
des bases ostéologiques par TAVERNE (1971 a, 1971 b,
1972), des mises au point taxinomiques concernant la
plupart des genres rencontrés en Afrique de I'Ouest
ont. été publiées récemment (JEcu et LEVEQuUE,
1984; LEvEQUE et Bicorng, 1985a, 1985b;
Bicorng, 1987, 1989). Malgré cela, la systématique
des Mormyridae, et en particulier celle du genre
Petrocephalus (MAarcusgn, 1854), pose encore de
nombreux problémes dans 'ensemble de son aire de
répartition. Les études morphométriques ne permet-
tant pas de répondre & la totalité des questions soule-
vées, nous avons ici entrepris I’analyse du polymor-
phisme enzymatique car elle a souvent été employée
avec succés pour resoudre des problémes de syqtema—

quuc LIl(.‘,L Iﬁb PUlbb()Ilb \UUUDI‘LLLUW 6L l.ll. 1‘.:10‘1;
MCANDREW et MAJTUMDAR, 1984 ; STEIN ef al 1985 ;
ABBAN et SKIBINSKI, 1988). Le but du présent tra-
vail est d’évaluer les possibilités de cette technique
sur les poissons de la famille des Mormyridae en
comparant, vingt-deux échantillons (onze espéces)
appartenant a cing des onze genres présents en
Afrique de I'Ouest.

MATERIEL ET METHODE

Les localités de collecte et la taille des échantillons
analysés sont présentées dans la figure 1 et le
tableau I. Les déterminations des spécimens ont été
faites d’aprés les clés de Dacer (1954), Jcu et
Liévigue (1984), Livigue et Bicorne (1985a),
BicorNE (1987) et Bicorne et Pavay (1991) en sui-
vant la nomenclature fournie par Gosse (1984). Les
douze espéces étudiées sont : Pelrocephalus bovei
(Valenciennes, 1846), P. pellegrini Poll, 1941, P.
simus (sensu Daget, 1954), P. soudanensis Bigorne et
Paugy, 1991, P. pallidomaculatus Bigorne et Paugy,
1991, P. levequei Bigorne et Paugy, 1991, Pollimyrus
petricolus (DaGeT, 1954), Mormyrops caballus Pelle-
grin, 1927, Hippopolamyrus paugyi Lévéque et
Bigorne, 1985, Marcusenius senegalensis (STEINDACH-
NER, 1870), M. mento (BouLENGER, 1890} M. thomasi
(BOULENGER, 19186).

Les spécimens analysés ont été déposés au
Muséumn national d’histoire naturelle de Paris
{tabl. I), & Pexception de P. soudanensis et P. palli-
domaculatus dont de nombreux exemplaires de méme
origine y figurent déja en collection.

Des prélevements de muscles squelettiques
(0,5 cm?®) ont été effectués sur les spécimens immeé-
diatement aprés leur capture et conservés dans
Pazote liquide puis a une température de — 80 °C
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A

Fr6. 1. — Localité de récoltes des échantillons. Cf. tabl. I pour
I'identification des populations.
Sampling stations. Refer to tabl. I for populations identification.

(— 30 °C pour les spécimens de Petrocephalus souda-
nensis et P. pallidomaculatus) au laboratoire jusqu’a
leur analyse quelques mois plus tard. Les homogé-
nats et leur analyse par électrophorése sur gel d’ami-
don ont été réalisés suivant les protocoles de Pas-
TEUR ef al. (1987). Les locus ont été numérotés en
commencant par la partie cathodique du gel et les
alléles ont été désignés en fonction de leur mobilité
relative par rapport au plus commun noté « 100». Les
alleles migrant vers la cathode sont précédés du
signe « — ».

Cing systémes de tampon ont été utilisés pour
révéler 11 des systémes enzymatiques les plus étu-
diés chez les poissons :

— PC 6,3 pour AAT-1 (Enzyme Commission n° 1.6.1.1),
GLO (E. C. 4.4.1.5), PGDH (E. C. 1.1.1.8). :

— TM 6,9 pour MDH-1 et MDH-2 (E. C. 1.1.1.37), PGM
(E. C. 2.75.1), PROT-2 et PROT-3 (protéines générales).

— TC 6,7 pour LDH-1 et LDH=2 (E. C. 1.1.1.27), GBPDH
(E. C. 1.1.1.43).

— POULIK pour GPI-1 et GPI-2 (E. C. 5.3.1.9).

— TG 8,0 pour ME (E. C. 1.1.1.40), AK (E. C. 2.7.4.3), CK
(E. C. 2.7.3.2).

Le traitement des données électrophorétiques a
été réalisé de deux maniéres ; par transformation des
fréquences alléliques d’une part en distances géné-
tiques et d’autre part en états de caractéres. Ces
deux procédures ont été utilisées afin de comparer si
les résultats obtenus dépendaient du type d'analyse
utilisée. Pour le traitement par distances génétiques,
I'indice de distance de Nu1 (1972) a été utilisé afin de
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Origine des échantillons, station, abréviations (Ab.), taille de I'échantillon (N.) et numéro d’enregistrement (Nu.) au Muséum national
d’histoire naturelle de Paris
Origin, station, abbreviations (Ab.), sample size (N.) and register number (Nu.) at the Muséum national d’histoire naturelle de Paris

Echantillon Origine
Bassin Riviére Pays station Ab. N. Nu.
Petrocephalus bovei Sassandra Férédougouba C6te-d’Ivoire 10 PBf 6 MNHN 1989-1868
Sassandra Sassandra Céte-d’Ivoire 11 PBs 6 == == =1867
Bandama Bandama Cote-d’Ivoire 12 PBb 5 - -- =-1871
Niger Tinkisso Guinée 2 PBn 3 - -- -1858
(*) Little Scarcies Kaba Sierra Leone 5 PBk 1 - -=— -1855
(*) Pampana Pampana Sierra Leone 7 PBk 3 - -=- =1851
Rokel Séli Sierra Leone 6 PBr 3 - -- -1854
P. pellegrini Nipoué Nipoué Céte d’Ivoire 8 PPn 5 -= == -1869
cavally Cavally céte d’Ivoire 9 PPc 5 - -- ~1870
P. soudanensis Niger Niger Mali 1 PS 3
P. pallidomaculatus Niger Niger Mali 1 PP 4
P. levequei Konkouré Konkouré Guinée 4 PLk 4 —-— -= =1857
Little Scarcies Kaba Sierra Leone 5 PL1 3 - -- -1856
Pampana Pampana Sierra Leone 7 PLp 6 - -- =1852
Rokel Seli Sierra Leone 6 PLr 3 - ~- ~1853
Pollimyrus petricolus Niger Tinkisso Guinée 2 POL 1 - -- =-1862
Mormyrops caballus (#) Konkouré Konkouré Guinée 4 MPS 1 - -- -1864
’ (#) Pampana Pampana Sierra Leone 7 MPS 1 - -— -1863
Hippopotamyrus paugyi Little Scarcies Kaba Sierra Leone 5 HP 1 - -- =1866
Marcusenius senegalensis Corubal Koundiouol Guinée 3 MS 5 -~ == =1865
M. mento Pampana Pampana Sierra Leone 7 MM 2 - -- -1860
M. thomasi Pampana Pampana Sierra Leone 7 MT 1 - -- =-1859

(*) et (#) individus possédant des génotypes semblables et regroupés au sein dd méme échantillon respectivement PBk et MPS
(*) and (#) specimens having same genolypes and merged inlo the same sample, respectively PBk and MPS

construire une matrice de distances génétiques entre
les échantillons & partir de leurs fréquences allé-
liques. Cette matrice a été ensuite traitée par le pro-
gramme Fitch (Package Phylip de J. Felsenstein)
utilisant [’algorithme de Frrcu et MARGoOLIASH
(1967) pour construire le réseau rendant compte de la
matrice de distances. Ce programme autorise des

" taux d’évolution différents dans les lignées (absence
d'une horloge moléculaire). Pour le traitement par
états de caractéres, la matrice de fréquences allé-
liques précédente est transformée en une matrice de
présence-absence d’alléles : quand un alléle est pré-
sent au moins une fois dans un échantillon, il est
représenté par un «1l», lorsqu’il est absent, il est
représenté par un «0»; les données manquantes sont
codées «?». Cette nouvelle matrice a été traitée par le
programme Mix (Package Phylip) qui utilise I'algo-
rithme de parcimonie de Wagner (Eck et DAvHOFF,
1966; KruGe et Farris, 1969). Cet algorithme
donne le réseau phylogénétique le plus court rendant
compte de la matrice de départ.

Les deux programmes utilisés Fitch et Mix étant
sensibles & 'ordre des populations dans les matrices
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de données, nous avons a chaque fois effectué plu-
sieurs traitements afin de vérifier la stabilité des
réseaux obtenus.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les deux spécimens de Mormyrops caballus Pelle-
grin, 1907 étudiés provenant de deux bassins diffé-
rents ont les mémes génotypes a tous les locus obser-
vés. Les spécimens de Pefrocephalus bovei de la Kaba
et du Pampana ont également les mémes génotypes.
Ces individus ont donc été regroupés pour 'analyse
des résultats, en deux échantillons MPS d’une part et
PBk d’autre part.

Parmi les seize locus étudiés (tabl. IT), un seul s’est,
révélé monomorphe (MDH-1) dans 'ensemble des
dix-huit échantillons. Deux locus possédent un poly-

“morphisme important : PGM et GPI-1 avec, respec-

tivement, six et sept alléles. Il existe une activité
enzymatique amino-aspartate transférase dans la
partie anodique des gels pour laquelle nous n’avons
pu donner une interprétation génétique et dont nous



[\
1331
[ar]

J. F. AGNESE, R. BIGORNE

TasLEau 11

Fréquences alléliques observées dans les différents échantillons de Mormyridae étudiés
Observed allelic frequencies in the different samples of Mormyridae studied

Echantillons ¢*)

Locus Alléles PBf PBs PBb PBn PBk PBr PLL PLp PLr PLk PPn PPc PP PS POL MPS HP MS MM MT

—
-
[=1
(=]
-
—
—
-
-
-

s

a

80 - - e e e e
0 1 1 1 1 1 1 1 1

105 - - - - - . .

90 .42 67 .90 - 1 .33 - -
100 .08 .47 .10 - - 67 - -
110 50 .08 - - - - - -
120 P

cK 50 S
90 S

100 T 1 1 1 1 1 1

110 .- e e e e e

K 80 N
90 - - - - - 33 - -
100 1 1 1 - 1 .67.8 1
110 R I

PROT-2 100 T 1T 1 1 1 1 11

PROT-3 100 I

105 - - - - - o o .

G6PDH 80 - - - - - - -

% 1 1 1 1 1 1 1 1
100 - - - - - - - -

—_
—_

- - .75 - - - - - - - -
-1 .25 - - 11 1 1 11
& - -~ 1 1 - - - - -
R
.25 .10 .17 S
- .90 .83 e e e
- - - - - 2901 1
- - - - - - ‘71 - -
- - - 11 1 - - -
T .
- - 1 - - - - - - - -
11 - 1 - - - - - - -
T T T T R
11 1 .83 - 1 1 1 1 1 1
Tt A E
11 1 1 1 - - - 11
T S T S
1T % 1 1 1 - - - 1 1 1
T S T P
- - 1 - - - - - - - -
L T T

(*) Cf. tabl. T pour la taille des échantillons et les abréviations

(*) Cf. tabl. I for samples size and abbreviations

n'avons pas tenu compte. Lors de la coloration des
protéines générales présentes dans le muscle, trois
protéines majoritaires sont visibles dans la partie
anodique du gel, la premiére (PROT-1) est en fait le
locus CK (nous avons observé le méme niveau de
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migration et les mémes génotypes aux locus PROT-1
et CK pour chaque individu analysé).

Les fréquences alléliques observées sont reportées
dans le tableau TI. Lorsque la taille de ’échantillon
était supérieure ou égale a 5, et que, & un locus
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TaBLEAU IT

suite
continued

Echantillons

Locus

Alléles

PBf PBs

PBb PBn PBk PBr PLL PLp PLr PLk PPn PPc PP PS POL MPS HP MS MM MT

GPI-1

GPI-2

ME

GLO

AAT-1

LDH-1

LDH-2

PGDH

70
80
90
100
110
120
130

80
90
100
110

90
100
110

90
100

-100
-110
~-115

80
100
120

80
85
100
abs

90
95

110

.10 .08 .10

.90

92 .
.08..

.08
.92

.80 .

.20

.42 .80
.42
.08

.10

A7

.83

.67

.33

.67

.33

.34
33
.33

.67
.33

17
a7

- .50.80.25 - 1 - - - - -
- - - 38 - - - - - - -
- 50.20.12 4 - - - - 1 -

- T

A3 1 .75.25 1 -~ .25 - - - 1

donné, plusieurs alléles ont été mis en évidence, nous
avons vérifié que les fréquences observées des géno-
types n'étaient pas significativement différentes des
fréquences attendues sous les conditions d’équilibre

de Hardy-Weindberg.
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L’analyse de nos résultats par la méthode des dis-
tances génétiques et celle des caractéres alléliques
donnent des résultats comparables.

Le réseau de la figure 2, construit a partir de la
matrice de distances génétiques (tabl. ITI), est parmi
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F16. 2. — Dendrogramme obtenu avec le programme Fitch (package Phylip) & partir de la matrice de distances de NEr (1972),
montrant les relations génétiques entre les 20 échantillons (cf. tabl. I pour les tailles d’échantillons et les abréviations).

Dendrogram oblained with Fiich program (Phylip package) from the distances mairix, showing the genelic relationships belween the twenty
samples (cf. tabl. I for samples size and abbreviations).

Distances génétiques de NEI (1972) entre les échantillons

TasreEau I1I

NEr's (1972) genelic distances between samples

Echantillons *

PBf PBs PBb PBn PBk PBr PL1 PLp PLr PLk PPn PPc PP Ps POL MPS HP MM MT
PBs 0.02
PBb 0.13 0.05
PBn 0.34 0.32 0.45
PBk 0.14 0.08 0.05 0.45
PBr 0.19 0.13 0.03 0.45 0.07
PL1 0.08 0.06 0.15 0.25 0.17 0.19
Plp 0.11 0.07 0.15 0.30 0.09 0.18 0.06
PLr 0.08 0.05 0.14 0.25 0.17 0.20 0.01 0.06
PLk 0.22 0.17 0.22 0.44 0.34 0.32 0.11 0.22 0.13
PPn 0.10 0.09 0.19 0.40 0.19 0.28 0.16 0.14 0.16 0.30
PPc 0.26 0.27 0.39 0.70 0.40 0.51 0.34 0.33 0.35 0.38 0.22
PP 0.15 0.14 0.15 0.35 0.16 0.15 0.13 0.16 0.15 0.29 0.26 0.54
PS 0.35 0.34 0.37 0.29 0.36 0.39 0.34 0.36 0.34 0.59 0.40 0.63 0.25
POL 1.29 1.41 1.48 1.99 1.60 1.65 1.40 1.64 1.53 1.08 1.18 1.07 1.38 1.87
MPS 1.58 1.46 1.56 1.93 1.94 2.03 1.44 1.61 1.37 1.20 1.29 1.41 1.73 2.32 0.23
HP 1.60 1.39 1.11 2.06 1.38 1.35 1.47 1.70 1.45 0.98 1.36 1.32 1.38 1.87 0.06 0.21
MM 0.91 0.84 0.74 1.25 0.82 0.75 0,90 1.01 0.96 0.67 0.73 0.73 0.90 0.95 0.40 0.71 0.37
MT 0.93 0.91 0.98 1.14 0.98 0.96 1.02 1.01 0.96 0.92 0.80 0.83 0.88 0.95 0.40 0.65 0.47 0.28
Ms 0.84 0.77 0.63 1.35 0.81 0.78 0.84 0.99 0.84 0.55 0.79 0.75 0.88 1.17 0.39 0.57 0.27 0.09 0.33

(*) Ci. tabl. T pour la taille des échantillons et les abréviations

(*) Cf. tabl. I for samples size and abbreviations -
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tous ceux obtenus grice au programme Fitch, celui
pour lequel la somme des carrés des écarts (entre les
distances sur le réseau et les distances de la matrice)
est la plus faible (11,32), c’est-a-dire celui montrant
la meilleure adéquation avec la matrice de distances.

La figure 3 montre I'un des réseaux de Wagner,
parmi les plus parcimonieux, obtenu grice au traite-
ment de la matrice présence/absence d’alléles par le
programme Mix.

Les deux analyses individualisent frois groupes :

— groupe A, les espéces du genre Peirocephalus;

— groupe B, les espéces du genre Marcusenius;

— groupe G, les espéces des genres Pollimyrus,
Hippopotamyrus et Mormyrops.

Dans chaque cas, le groupe B occupe une place
intermédiaire entre A et C. Cette structure n'est pas
affectée par l'organisation des échantillons dans la
matrice. En revanche, les relations entre les échantil-
lons du groupe A y sont sensibles bien que quatre
agglomérations restent invariantes: (1) tous les
échantillons de l'espéce P. bovei, & 'exception de
celui du Niger que l'on retrouve toujours associé
avec P. simus (2), (3) les deux échantillons de P. pel-
legrini qui restent toujours ensemble, ainsi que les
trois échantillons de 'espéce P. levequei (4).

Nous avons pu reconnaitre respectivement dans
les groupes A et B les espéces des genres Pelrocepha-
lus et Marcusenius. Les espéces étudiées des trois
autres genres (Mormyrops, Hippopotamyrus et Polli-
myrus) composant le groupe C semblent moins dif-
férenciées génétiquement. En effet, la distance géné-
tique maximale intra-groupe est d=0,23 entre
Mormyrops caballus d’une part, et Hippopotamyrus
paugyi ou Pollimyrus peiricolus d’autre part, alors
que la distance maximale 4 l'intérieur du groupe A
entre Pelrocephalus bovei du Niger et Pelrocephalus
pellegrini du Cavally est de 0,70.

Au sein du genre Petrocephalus (groupe A), les
exemplaires de P. bovei du Niger en Guinée sont net-
tement différenciés des autres échantillons de la
méme espéce (Cote-d’Ivoire et Sierra Leone). La dis-
tance génétique moyenne entre P. bovei du Niger et
les autres P. bover est de 0,42 alors qu’elle est de 0,21
‘entre ces derniers et le reste des Peirocephalus. Elle
n’est plus que de 0,09 entre les cinq populations de
P. bovei de Cote-d’Ivoire et de Sierra Leone. Bien
qu’il n’existe pas de relation directe entre quantité
de divergence génétique et statut taxinomique, la
forte différenciation des P. bovei du Niger suggére
que le binome P. bovei recouvre actuellement deux
taxons dont il reste a préciser la position systéma-
tique.

Dans le Niger, nous obtenons confirmation du sta-
tut spécifique de P. pallidomaculatus. La faible dif-
férence de livrée existant entre P. pallidomaculaius
et P. bovei du Niger, sans autre différence morpho-
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Fia. 3. — Réseau phylogénétique le plus parcimonieux obtenu
avec le programme Mix (package Phylip) & partir de la matrice
de présence/absence d’alleles (cf. tabl. I pour les tailles
d’échantillons et les abréviations).
Most parcimonious phylogenetic nelwork obtained with Mix
program (Phylip package) from lhe presence/absence malriz
(cf. tabl. I for samples size and abbreviations).

métrique apparente ne permettait pas a elle seule de
prouver l'existence de deux taxons différents. Les
spécimens de P. bovei du Niger sont homozygotes
pour ’alléle 80 au locus LDH-1, pour I’alléle 100 au
locus LDH-2 et pour l'alléle 110 au locus AK, alors
que ceux de P. pallidomaculatus sont homozygotes
respectivement pour les alléles 120, abs et 100. Ces
deux échantillons sympatriques peuvent donc é&tre
considérés comme isolés génétiquement,

Les deux échantillons de P. pellegrini du Cavally
et du Nipoué bien que toujours regroupés dans les
analyses montrent une assez forte différenciation



intraspécifique (D =10,22, 13 % de locus diagnos-
tiques). Cette divergence peut en partie étre expli-
quée par une diversité allélique (nombre d’alléles
observés/nombre de locus étudiés) plus élevée dans
I'échantillon du Cavally (21/16) que dans celui du
Nipoué (18/16). Pour comprendre les implications
biogéographiques de cette différenciation, il serait
nécessaire de pouvoir étudier des populations plus
occidentales de cette espéce,

Les résultats les plus remarquable de no
sont. :

tre étude

— la caractérisation génétique des deux genres
Petrocephalus et Marcusenius ;

— la proximité génétique des espéces étudiées des
genres Mormyrops et Pollimyrus. Les espéces compo-
sant ces trois genres sont morphologiquement bien
différenciées. L’absence de relation entre la quantité
de divergence génétique et morphologique pourrait.
étre due & des réorganisations génétiques mineures
mais entralnant des modifications morphologiques
notables durant les phénomeénes de spéciation. De
tels résultats ont été observés chez les pupfishes
(HumpuRriEs, 1984) et les cichlidae (Sace el al.,
1984) ;

— un début de clarification d'une situation taxi-
nomicque confuse a l'intérieur du genre Pefrocephalus
et la confirmation de l'existence de trois taxons dis-
tincts dans le Niger.

Dans cette étude, certains échantillons sont de trés
petite taille (POL, n=1; MPS, n=2; MM, n=2;
MT, n=1). Gorman et Renzy (1979) ont montré
que 'emploi de petits échantillons dans les compa-
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raisons interspécifiques n’entrainait habituellement
qu’une légére surestimation des différenciations. Les
présents résultats devront é&tre confirmés par
d’autres études portant sur un plus grand nombre de
bpeclmﬁns et egalement sur un plm grand nombre
d’espéces. Une analyse geneuquc plus compléte de la
famille des Mormyridae griace & 1'étude du polymor-
phisme des protéines enzymatiques permettait de
mettre en évidence les relations phylogénétiques
encore obscures entre les genres, les e%péces et les
pOpuldLlOnb \Jt‘b pllyl()gt‘[llt’b pULllldlCllb (?'th' Lll,lllbt‘!:b
pour préciser la systématique du groupe et pour élu-
cider les modalités de la colonisation des bassins afri-
cains par ces espéces. A l'aide des techniques utili-
sées dans ce travail, de telles phylogénies ont déja
été obtenues chez des Bagridae (Poissons, Siluri-
formes) d’Afrique de I'Ouest (AenEse, 1989). Elles
ont conforté l'existence de deux sous-genres de Chrys-
ichthys, et permis de reconstituer le déroulement de
la colonisation des bassins d’Afrique de I'Ouest par
les populations de Chrysichthys maurus.
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