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I. Isoenzymes et &lectrophorése.

A. Définitions et intrdduqtion

Le terme "Isoenzyme" est recommandé officiéllement par le Standing Committee on
Enzymes of the International Union of Biochemistry (Reﬁort, 1961). Il définit des
protéines dont 1'action enzymatique catalyse une méme réaction au sein d'une espéce
mais dont les propriétés physico-chimiques sont différentes. Le tefﬁe "isozyme" de
Markert et Moller (1959) est également accepté, celui d'"hé;érozyme" pour des enzy-
mes isodynamiques mais d'ofganes ou d'espéces différentes est peu usité. Le terme

"alloenzyme" (Prakash et al., 1969) de31gne 1’ enzyme code par 1'un des alléles d'un
méme locus. '

Des protéines, placées dans un milieu déterminé, migrent sous l'influence d'un
champ électrique, selon leur charge éleétrique nette qui est influencée par le pH
du tampon utilisé : en'milieﬁ alkéliﬁ; la plupart des protéines migrent vers 1l'ano-
de. Cetfe migration dépend également des dimensions et formes des protéines; elle
est aussi influencée par la force ionique, la viscosité et les proprié;és chimiques
du tampon. La distance'de'migratioq dépend de la force du champ électrique. Une fois
la migration terminée, des méthodes de coloration spécifique permettent de mettre
les protéines &tudides en évidence 3 différents endroits du milieu de migration lui=
méme. On obtient ainsi des taches ou des bandes fixables,”dont.les positions, fré-
quences, intensités et natures feront 1'objet d'interprétations et éventuelles con-
clusions. Lorsque des 1soenzymes sont etudles, 1 ensemble des endroits ainsi visua-
lisés forme un zymogramme. - ’
~ Ce fut Michaelis (1909) qui 1ntrodu131t le terme d'"electrophorese ("elektrische
 Uberfithrung") pour décrire la migration anodique de 1'invertine sous 1'influence
d'un champ électrique. Le développemedt entre 1945 .et 1955 de techniqgeé de sépara-
tion de protéines par électrophorése zonale (c.a;d., 1'électrophorése en milieu po-
reux avec révélation des protéineé par des méthodes histochimiques) a mis en place
Iles moyens d'études d' 1soenzymes, une fois ceux-ci découverts. Ce furent Hunter et
Markert (1957) qui introduisirent 1'e1ectrophorese zonale pour les enzymes. Ces tech-
niques présentent p1us1eurs avantages H e11es sont relativement simples et peu col-
teuses; des homogénéisats de tissus, d'organes ou d'organismes peuvent €tre utilisés

de telle fagon que les enzymes. ne subissent pratiquement‘pas de changement durant
1' exper1ence, des petites quantltes de matériel homogenelse sufflsent, permettant

1'étude d'un grand nombre de lots ou d' 1nd1v1dus.



De ndﬁbreuses techniques utilisant des substrats defmigrations différents ont
. été employé au cours des derniéres décades (Brewer, 1970, Sargent et George,'1975).
L'électrophorése sur papier a servi i 1'&tude d'enzymes animales et humaines depuis
1954, celle sur agar et celle sur acé&tate de cellulose depuis 1959. Si le bloc d'ami-
don a été utilisé depuis 1952 et appliqué a 1'étude des isognzymes de 1l'homme a par-
tir ﬁe 1957, c'est le gel d'amidon (Smithies, 1955 et 1959)-qui a permis l'essort
fantastique des connaissances concernant les isoenzymes. Wilkison (1970) domne un
tableau récapitulatif d'uﬁe vingtaine d'isoenzymes séparés ainsi par cette technique
chez un large éventail d'embranchements végétaux et animaux, Raymdnd et Weintraub
(1959) ainsi que Ornstein et Davis (1959) mirent au poinﬁ 1'électrophorése sur gel
de polyacrylamide qui permet des séparations délicates sur de tr@s petites quantités
'd'homogénéisats ou de petits individus (glande salfvaigé de moustique; individus de

Jera albifrons actuellement étudiés par Bocquet).

Déja en 1895, Emil Fisher (in Wilkinson, 1970) insisfait pour que ioute descrip-
tion d'enzymé soit accompagnée d'une précision de 1'espéce, de l'organe et du tissu
d'origine, pre-sentant que des enzymes, catalysant la méme réaction et possédant la
méme spec1f1c1te de substrat mais dérivant de sources dlfferentes, pouvaient dlffe—
rer par da' autres propriétés. En effet, la phosphatase acide humaine (déterminée par
Demuth en 1925) de la prostate et celleides erythrocytes réagissaient différement
~ sous 1' actlon d'inhibiteurs. En 1943, Warburg et Christian demontrerent que 1'aldo-
lase ‘de levure différait en p1us1eurs points de celle obtenue de tissus musculaires
animaux. Meyer, Fisher et Bernfeld (1947) démontrérent ensuite .que 1'alpha-amylase
humaine salivaire et pancréatique différait de celle du pancreas du porc. Meister
(1950). et Neilands (1952) démontrérent qﬁe la lactate déshydrogénase du coeur de
boeuf se composa1t de 2 protelnes enzymatiquement actives et &lectrophorétiquement
distinctes : un enzyme d'un organe apparut donc comme étant au moins dimorphique.
Les publications de 1957 (Vessel et Bearn, Wieland et Pf1e1derer, Sayre et Hill)
sur 1'hétérogénécité de la 1actété déshydrbgénase donnérent le signal de départ
pbpr des &tudes de ce genre sur d'autres enzymes : Vessel (1968) dénombra dans la
littérature plus de 100 enzymes polymorphiques..

Pour s'y retrouver, un systéme conventionnel interhational de numéfotation de
ces isoenzymes fut décidé (Enzyme Nomenclétufe; 1965) : ceux—-ci sont numérotés par
ordre décroissant de leur charge;électriqde négative, prenant en considération que
la majorité des enzymes migrent vers 1}anode‘au sein de tampons dont le pH varie
entre 7 et 9, 1'acidité inactivant beaucoup_d’ehzymes. Webb (l964).insisté pour que
cette méthode de numérotation soit teﬁporaire jusqu'i ce que les différences chimi-

‘ques entre isoenzymes soient mieux connues.
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De 1'intérét clinique et diagnostique qu'eurent & 1l'origine chez 1'homme ces
isoenzymes, ceux-ci, de par leur polymorphisme, &veillérent beaucoup d'intéréts

génétiques.

B. Aspects génétiques et structurels du - polymorphisme, enzymatique

Dans "Genetics of Insect Vectors of Disease" (Wright et'Pal,‘l967).une page seu-
lement est consacrée au polymorphisme enzymatique. Depuis des livres entiets ont
paru sur les isoenzymes (Latner et Skillen, 1968, Barman, 1969, Wilkinson, 1970)
tandis que les Ann#ls of the New York Academy of Sciences (1968) y consacrérent
prés de 700 pages. | S ‘

L'idée de "un géne, un enzyme" a été nuancée par la fo:mule‘"uﬂ géne, une chaine
polypeptidique”. Ainsi plusieurs modes de naissance d'isoenzymes peuvent étre consi-

dérés (Harris, 1969) :

1. Les isoenzymes peuvent &tre déterminées par 2 ou plusieurs locus, chaque locus
codant la séquence des acides aminés d'une.chalne polypeptidique distincte. Ces
chalnes forment une gamme d'isoenzymes, séparément ou par associations diverses

de ces chaines (p.ex. les différentes formes moléculaires de 1'hemoglobine).

2. Le géne d'un locus peut étre formé par des alléles différents, chacun d'eux co-
dant une chaine polypeptidique différente; chez 1'héterozygote{;plus_d'une forme

moleculaire isoenzymatique apparaitra.

3. Une série d'isoenzymes peuvent ne différer entre eux que par leur structure mono-

mérique, dimérique, polymérique.

4. Des différentes structures tertiaires .ou quaternaires des protéines peuvent &éga-

lement faire apparaitre des isoenzymes.

5. Une protéine enzymatique peut, in vivo, subir des modifications chimiques, une
dénaturation progressive, qui se manifestera par des isoenzymes qui ne réfldtent

que des stades successifs de telles évolutions.
6. Des combinaisons intracellulaires entre enzymes et autres molécules pourront &ga-

lement faire apparaitre des soit—disént formes multiples d'un enzyme.

Ces divers méchanismes peuvent s'intriquer pour causer 1'apparition de multiples

formes moléculaires d'enzymes,.rendant leur déterminisme extrémement complexe.
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C. Utilité des isoenzymes en entomologie médico-vétérinaire

Un grand nombré d'arthropodes sont parasites ou vecteurs dé parasites le plus
souvent pathogénes (virus, bactéries,'pfotozoaifés,_heiminthes). Dans la lutte
contre ces endémies ces arthropodes représentent un chaiﬂon‘dont la rupture inter-
rompera le cycle épidémiologiqﬁe. Afin d'agir efficacément, économiquement, sans
rompre des équilibres biologiques prééieux et de limiter la pollutidn au stricte
minimum, il faut que 1'arthropode incriminé soinfparfaitement bien cdnnu en tant
qu'espéce et dans son écologie :‘le travail monumental de 1'Entente Interdéparte-
~mentale pour la Démoustication du Littoral (Montpellier) est un exemple éclatant
de réussite en ce domaine. Les résultats obtenus dans les luttes. contre le complexe

Anopheles gambiae, Simulium damnosum, Glossina palpalis et d'autres grands vecteurs

le sont grdce 3 1'élaboration de ces connaissances. :

Pour résoudre les problémes des complexes d'espéces, des espdces jumelles et des
écotypes, la morphologie classique ne suffit plus. Beaucoup d'espoirs sont fondés
sur 1'étude des isoenzymes pour contribuer 3 1'éclaircissement non seulement de ces
problémes de taxonomie et'systématiqug, mais aussi des problémes de génétique et
d'évolution ainsi que de ceux posés par la résistance aux insecticides. Ces &tudes
pourront aussi déterminer les mécanismes qui font qué certaines espéces sont vectri-
~ces et d'autres pas; 1l'on en'déduira peut-étre dés'thérapeutiques'nouveiles.

i - ’ ’ . ’ ;
- - . .



II. Etudes histo-biochimiques d'acides aminés, protéines et enzymes

Tout comme par exemple la chaetotaxie sert 3 déterminer et différencier des
espéces, plusieurs &léments histo-biochimiques ont montré pouvoir jouer le mé€me

role.

“A. Mouétiques

Les 19 acides aminés libres, trouvés par Micks et Ellis (1951 et 1952) chez dif-
férentes espéces de mbustiques, montrérent des différences quantitatives entre les
espéces et entre les stades de développement. Ces différences furent confirmées
chez Culex par Ball et Clark (1953). Micks (1954) intrqduisit ensuite la chromato-—
'graphie sur papier pour étudier les acides aminés.libres de 4 souches du cbmplexe

Culex pipiens (C. pipiens d'Europe et a’ Amerlque et C.p. fatigans d'Amérique);

Lewallen (1957) le fit pour 8 souches callfornlennes d Anopheles occidentalis et

_ An. freeborni du complexe macullpennls, Micks et Gibson (1957) comparérent 16 souches

et espéces de moustiques dans 5 genres (Aedes,'Culexg-Cullseta, Psorophora et Anopheles)

dans la premiére partie de leur travail : les différences quantitatives interspéci-
fiques furent trés nettes. '

Les protéines.de Culex pipiens et C. stigmat&soma (= C. peﬁs) furent étudiées par

électrophorése sur papier (Clark et Ball, 1956). Par la méme technique Chen (1959) com-

. para les protéines de 1'hémolymphe des larves de Culex pipiens pipiens autogéne et de

C.p. fatigans (= C.p. quinﬁuefasciatus) anautogéné. Egalement par &électrophorése sur

papier, Micks et al. (1966a, b et 1967) étudiérent des souches d'Aedes aegypti et le

complexe Anopheles gambiae.

Utilisant la diffusion sur gel d'agar, Zaman et Chellappah (1962, 1963, 1964 et

1965) différentiérent les oeufs et les larves d'eSpéces'd'Aedeé, de Culex et d'Armi-

geres} Par la méme technique Fox et al. (1963) comparérent Aedes aegypti, A. taenio-

rhyncus, Culex pipiens fatigans et Culicoides furens. Yaﬁg et Davies (1968a), dans

une partie de leur travail, étudi&rent 1l'activité de 1'amylase chez une population

canadienne de Culex pipiens pipiens et une souche de laboratoire d'Aedes aegypti.

Des techniques sérologiques furent.entretemps appliquées par Downe. (1963) pour

‘comparer les femelles de 4 espéces canadiennes &'Aedes‘(A.-communis, A. punctor,

- A. trichurus et A. excrucians) et par Smith et Silverman (1966) pour 4'espéces

~.d’ Anopheles (A. alblmanus, A. atroparvus, A. freeborn1 et A. quadrlmaculatus) et

Aedes aegypti.




L'électrdphorése‘sur acétate de cellulose fut iﬁtrodgite par Bianchi (1965) en

Italie pour 1'étude des protéines.d'eépéces jumelles du complexe,Andpheles maculi-

pennis : A. atroparvus et A. labranchiae furent ainsi qualitativement dissociables

au stade pupal. . B
 Warren et Breland (1969) &tudiérent par &lectrophorése sur gel d'amidon les pro-

téines d'homogénéisats de lots d'individus préimaginaux et imaginaux de 14 espéces

de Culicidae dans 7'genres (Anopheles, Culex, Aedes, Toxorhynchites, Orthopodomyia,

Culiseta et Psorophora). Des distinctions spécifiques, aux différents stades de
développement (présentant d'ailleurs des différences d'un stade i l'autre) furent
apparentes ainsi que des caractéres communs pour les groupes, les sous—genres et

'les genres. Quelques faits saillants apparurent : seul Toxorhynchites rutilus sep-

tentrlonalls (non-hematophage, dont les larves sont trés carnlvores) présenta des

fractions a mlgratlon cathodique; Psorophora ciliata, 3 larves carnivores mais

anautogéne, montra un nombre de bandes_beaucoup plus élevé et un léger dimorphisme
sexuel; Culiseta inornata et Culex tarsalis présentérent un dimorphisme sexuel déja
perceptible chez la pupe et au 4iéme stade larvaire; Culex pipiens pipiens et E;EL;&EE%&
Suaaaefaneiatas furent trouvés identiques,éinsi que les adultes de Orthopodomyia

.alba et 0. signifera mais chez ces 2 derniéres espéces .les larves du 4iéme stade

furent différentiables. _ ‘
Les constitutions protéiques des différents stades de développement (de L2 &

ifimago) d'Armigeres subalbatus (Desowitz, 1969) s'avérérent étre différentes.

Les acides aminés et les protelnes d'oeufs de CulexAp;plens plplens autogénes et

anautogenes furent compares par Br1ege1 (1969)



B. Autres insectes et arthropodes

La liste qui suit sert & donner un apergu de 1'é&tendue du champ d'étpde‘créé;
c'esf d'ailleurs sur un certain nombre d‘espéces citées ci-bas qu'ont été mises au
point les techniques et recettes de mises en &vidence des isoenzymes recherchés
chez les arthropodes qui nous intéressent particuliérément.a '

Hadorn et Mitchel (1951) utilisérent. la chromatographie sur papier pour &tudier

‘les stades de développement de mutants de Drosophila melanogaster.

- Micks (1956) utilisa cette technique pour 1'étude qualitative et quantitative
des acides aminés de 3 ordres d'insectes. Mické et Gibson (1957),cafactérisérent
27 souches dans 4 ordres d'arthropodes (moustiques, triaﬁoﬁes, blattes et tiques),
par leurs acides aminés. Zebe et McShan (1957) étddiérent_les déshydrogénases lac-
tiques et les alpha-glycerophosphates déshydrogénases d'insectes. Les protéines

hémolymphatiques des différents stades de developpement de Periplaneta americana

furent déterminées par Steinhauer (1959) tandis que celles d'insectes divers furent
analysées par Laufer (1960) et par_Whlttaker et West (1962) sur gel d'amidon. Laufer
(1961 et 1964) entreprit ensuiﬁe 1'étude des enzymes (e.a. des estérases) des stades
de développement de Bombyx mori, Eguchi et al. (1965) celle des estérases et Yoshi-
take et al. (1966) les esterases et phosphatases des 1arves de ce ver 3 soie.
Loughton (1965) etudla les protelnes de 1°' hemolymphe de dlfferents Lepldopteres, le
polymorphisme esterasique de Colias eurytheme et Hemlargus isola fut établi par

- Johnson et Burns (1966) et Burns et Johnson (1967 et i§71).

Benoit et van Sande (1959) et Brodie et Rijckman (1967) s'interessérent aux pro-
téines de 1'hémolymphe de Trlatomlnae. Cook et Forgash (1965) se concentrérent sur

les esterases de Periplaneta americana, Salked (1965) sur celles (19 en nombre)

q' Oncopeltus fasciatus.

‘Les protelnes de Drosophlla melanogaster furent &tudiés par Hubby (1963), celles

d'espéces du groupe virilis par Hubby et Throckmorton (1965), qui les comparérent
pour les mettre en relation avec les problémes d'évolution. Dés 1961 apparurent des
séries impressionnantes de publications sur les 1soenzyme5’des Drosophila. Wright
(1961 et l963)_démontfa le codage génétique d'un systéme d'estérases ("la 6iéme des
10") qhez Drosophila melanogaster : celles-ci sont codées par locus autosomique

(sur le chromosone 3) i 2 alléles codominants. Le systéme homologue chez D. simulans
est codé par un locus & 3 alléles codominants (Wright. et Mac Intyre, 1963). Smith et

al. (1963) dédectérent chez D. melanogaster au moins 2 locus pour la xanthine déshy-

drogénase : 1'un sur le chromosome 3, 1'autre sur le chromosome X. Beckman et Johnson

'(l964a,:b,.c et d) &tablirent le»polymorphisﬁe et la génétique des phosphatases alka-
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lines des larves de D. melanogaster ainsi que le polymorphisme des esterases et le

N codage génétique des aminopeptidases. Les esterases et déshydrogénases furent déter-

minées.par Sims (1965), de méme que celles de D. virilis, chez qui les amylases fu-

rent écﬁdiées par Kikkawa.(l963b). Johnson et Denniston (1964), Grell et al. (1965)

et Uréprung et Leone (1968) Etudiérent les déh&srogénoégs de D. melanogaster, Kikkawa

(1963a et 1964) et Doane (1965 et 1967) les amylases, MacIntyre (1965) les phospha-

tases acides (éinsi que celle de D. simulans), Schpeiderman et al. (1966) et Schnei-
~ derman (1967) les phosphatases alkalines (dont un,allélo inactif a &té décrit par

Johnson, 1966) ainsi que celles de D. simulans, D. virilis et D. funebris, Grell

(1967) 1es‘alpha-glycerophosphates déshydrogénase, Trippa et al. (1970) les phospho-
glucomutases. Young et al. (1964) et Kazazian et al. (1965) trouvérent une glucose-
6-phosphate déshydrogénase lide au chromosome X. Shaw (1965) explica la structure
dimérique d'une osterase par.la présence d'une troisiéme "bande hybride" entre celles
des homozygotes. Le nombre d'alléles dos loci codant les isoenzymes des esteraoes et

'des malates déshydrogénasés chez D. pseudoobscura fut &tudié par Hubby et Lewontin

(1966) Lewontin et Hubby (1966) et Hubby et Narise (1967); ces auteurs améliorérent
la methode de détection de 1'activité estera51que. Plusieurs groupes d'isoenzymes de
Drosophila ananassae, D. buskii, D. aldrichi et D. mulleri furent étudiés par Johnson.
et Sakai (1964), Johnson et al. (1966a e;.b, 1967, 1968) et Richardson et Johnson

(1967). Johnson et al. (1968) considérérent 1l'existance d'"alléles nuls" en étudiaqt

4 esterases chez 2 espéces. Stone et al. (1968) étudiérent D. ananassae et D. nasuta.

.Ayala et al. (1970, 1971, 1972) et Richmond (1972) déterminérent le polymorphisme en-

zymatique du groupe D. w1111ston1. Durant 1les c1nq dernleres années le nombre de pu-

blications concernant les systemes isoenzymatiques chez D. melanogaster est devenu

énorme.
Ogita (1962 et 1968), Ogita et Kasai (1965a, b et c) et Gilmour (1965) &tablirent

le controle genethue des esterases chez Musca domestica : 3 loci (dont 1 bialléli-

‘lique codominant) furent rattachesau chromosome 5, 1 locus au chromosome 4. Bratkowski

(1967) étudia 1' acetyl-chol1nesterase de Musca autumnalis.

Apres 1'étude des protéines des larves de Calliphora erythrocephala (Price et

Bosman, 1966), les estérases de CalliEhora furent précisées par Thomsen (1966). Les
" Glosf}nes sont actuellement &tudides par Helle et Van der Geest i Amst:erdam(’v‘l'«\JJv‘l;u—z‘\'&‘r
3woo33d, 5).
Les activités de 1'amylase, de la trypsine et ‘de 1'1nvertase d'espéces de simulies

~du Canada furent mises en ev1dence par Yang et Davies (1968a, b et c). Six groupes

d'isoenzymes de Simulium damnosum. furent etudles par Coker (1973) dans 1la seconde par-

tie de son trava11.




Ogita et Kaséi (1965d) s'interessérent aux enzymes de Tetranychus telarius et

) .
Paratetranychus citri. Arurkar et Knowles (1967 et 1968) &tudidrent 'sur gel d'acry-

lamide les esterases d un seul coleoptere d’ abord, ensuite d'un autre coleoptere,
de 2 orthopteres et de 3 lepidoptéres, tous du Mlssourl, par des methodes d'inhibi-
tions ces estérases furent classees en d1fferents groupes (v01r plus loin le para-
graphe ' esterase 9. '

Bulmer (1971) con91dere que ce polymorphlsme protelnlque est 1ncompat1b1e avec 1la
théorie de Kimura (1968) et de Kimura et Ohta (1971) sur les isoalléles neutres et
1'évolution. Cette théorie est &galement contestée par Pasteur (1974) qui a développé
les arguments expérimentaux et éco-géog:aphiques en faveur du role de la sélection.
Cette controverse entre les "neutralistes" et les "sélectionnistes atteint les sphE-
res philosophiques. Considérant d'une part que tous les auteurs sont d'accord pour
admirer le schéma théorique et mathématique de Kimura, considérant d'autre part que
les exemples d'alléles_favorisants sont évidents, considérant enéore que dans le
péssé des controverses mémorables ont abouti 3 l'acceptation de la validité des deux
opinions, chacune ayant son role dans des circonstances particuliéres, je crois pou-
voir penser (comme Pasteur N., 1975) qu'également ici les 2 méchanismes interviennent
dans l'apparition et le maintient du polymorphisme. Il est probable que les mutations
neutres sbnt en fait les plus nombreuses et que parfois apparaissent des mutations
3 effet sélectif certain. Encore faut-il considérer §ue ces mutations "neutres' au-

ront dans des circonstances spéciales un rdle sélectif, ét méﬁe‘que certaines d'entre
elles 1'aient déj3a, mais que nous ne pouvons ﬁas'encore nous en rendfe compte. Ce
polymorphisme permet donc i 1'espéce de faire face a des conditions changeantes ou
nouvelles du milieu extérieur; au plus polymorphique e11e sera au plus elle pourra
~d'ailleurs également &largir son aire. J'irai méme jusqu'3d dire qu'une espé&ce DOIT
eétre polymorphique si elle veut survivre aux Variatioﬁs agressives du milieu exté-
rieur, ayant ainsi "prévu" et &tant "parée' contre une agression déterminée qui éli=~

minera une grande partie des 1nd1v1dus non-porteurs de cet alléle "protecteur" précis.
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III..Isoenzymes des moustiques

A. Zymogrammes
La'premiére étape dans 1'étude isoenzymatique d'une ou de populations consiste &

en &tablir les zymogrammes afin de les décrire par ces isoenzymes, d'en déterminer

'd'éventuels polymorphismes ou d'essayer de les séparer au niveau spécifique.

Les premiers zymogrammes de moustiques furent obtenus par Bianchi (1966) en Sar-
daigne qui &tudia les phosphatases alkalines de larves du quatriéme stade et d'imagos

femelles de 5 espéces jumelles du groupe maculipennis : Anopheles atroparvus, A. messea,

A. labranchiae, A. subalpinus et A. maculipennis str.s.; il trouva des phosphatases

alkalines distinctes pour les 2 premiéres formes d'une part, la troisiéme d'autre part,

‘enfin pour la 4idme et la 5iéme.: La phosphatase alkaline monomorphique d'An. atroparvus

et celle d'An. labranchiae sont codées par 1 locus autosomique biall&lique, comme le

démontra des expériences de croisements réciproques et en retours. Ce groupe maculi-

pennis fut &galement &tudié par Christensen (1968) en Californie, qui'trouva des zymo-

~grammes différents pour chaqué souche. Freyvogel, Hunter et Smith (1968) en Californie
établirent sur gel d'amidon et de polyacrylamide les zymogrammes d'estérases de !4

~ souches de Culicidae appartenant 3 8 espdces des genres Anopheles, Aedes et Culex :

2 souches californiennes d'Angpheies freeborni et 2 d'Anopheles occidentalis, une

souche d'Anopheles stephensi (élevée en Georgie, U.S.A.), 2 souches californiennes de

Culex pipiens et une de C. tarsalié, 3 souches d'Aedes aegypti (la premiére provenant

d'un élevage de Liverpool, la seconde d'Arabie et la troisidme du Cameroun), 2 souches

d'Ae. vittatus (1'une d'Italie et 1'autre de Rhodésie) et enfin une souche d'Ae. annan-

dalei de Taiwan. Les zymogrammes obtenus de lots d'individus homogenelses furent ca-

ractéristiques pour chaque espéce, race et souche. Seul An. stephensi montra un dimor-

phisme sexuel. Ces auteurs &tudiérent &galement la répartition des estérases dans

1'organisme en réalisant des zymogrammes 3 partir d'organes (glandes salivaires, tube

‘digestif, etc...).

Des différences nettes, qualitatives pour les estérases et quantitatives pour les
phosphatases alkalines, furent trouvées entre une souche italienne et une souche rho-

désienne d' Aedes v1ttatus (Bigot) par Freyvogel et McCleland (1969)

Towson (1969a et 1969b) &tudia d'abord les protelnes totales de 2 souches d'Aedes

- aegypti et puis les estérases de 4 souches d'Aedes aegypti : il trouva 6 isoenzymes

d'estérases (voir &galement paragraphe "Isoenzymes et parasites).

Trebatoski et Haynes (1969) aux U.S.A. comparerent sur gel d'amidon 6 groupes

‘d'isoenzymes (esterases ‘acétiques et butyrlques, phosphatases. alkallnes et ac1des,
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déshydrogenases lactiques et maliques) de larves du 4e stade de 12 espéces de mousti-

ques : 10 espéces d'Aedes (A. aegypti, A. mascarensis, A. albopictus, A. pseudoscu-

te11aris,'A. scutellaris, A. vittatus, A. atropalpus, A. togoi, A..triseriatus et

A. sierrensis), Culex pipiens pipiens et Anopheles quadrimaculatus. Les esterases et

les phosphatases alkalines furent caractéristiques pour chacune -de ces 12 espéces.
Les phosphatases acides et les déshydrogénases furent identiques chez 2 espéces du

sous-genre Stegomyia (Ae. aegypti et Ae. mascaren51s) tandis que les déshydrogénases

1act1ques furent identiques chez 3 autres especes (Ae. alb;plctus, Ae. pseudoscutella-

ris et Ae. scutellaris) de ce méme sous-genre..Par contre pas de différences généri-

ques nettes n'apparurent.

Les zymogrammes des estérases de toﬁs_les stades de développement de Cu1ex piplens
fatigans‘furent réalisés sur gél d'acrylamide_paﬁﬁJean-Pierre Simon (1969) dans la
premiére partie de son travail. Des différences nettes furent trouvées entre chaque
stade de développement, c.a.d., oeufs, larves, pupes et imagos. Au sein de chaque
stade (oeufs de 8 et 24 heures, les & instars larvaires, pupes de.chacun.des 3 jours,
imagos de 3 différents jours:d'age) des'différences surtout quantitatives furent
notées selon les iges. . -

Des études similaires sur acrylamide furent entreprisespar Briegel et Freyvogel
(1971) sur les estérases des différents stades de développement de souches de Culex

EipiensApipiens autogéne de Paris, de C.p. fatigans des Etats-Unis et d'Aedes aegypti

du Zaire. Les zymogrammes des oeufs de 40 heures (ainsi que ceux en diapause depuis

40 j. d'Aedes aegypti), des larves du 4i&me stade, des pupes et des imagos de 24 heures

furent comparés. Pour chaque souche,'3 types de zymogrammes furent'obtenus, groupant

d'une part les oeufs, d'autre part les larves et les oeufs en diapause de Aedes aegypti:

et enfin les pupes et adultes. Aucun d1morphlsme sexuel ne fut observe. Ces résultats
sont donc dlfferents de ceux de Simon (1969). Ces zymogrammes, compares entre les 3
.souches, permettent de les différencier Spec1f1quement et sub-—spécifiquement, ceci
aux différents stades de leur développement.

Bullini et al. (1972a) &tudiérent les phosphoglucomutases de 102 pobuiations de

35 espécéé d'Aedes, Culex, Culiseta, Orthopodomyia_gt Anopheles : si les Anophelinae
ne produisirent par alléle (voir plus loin "Systéme géne-enzyme) qu'une bande, les
Culicinae en produisirent deux. La phosphoglucomutase d'une populatlon italienne

d’ Orthopodomyla pulchrlpalpls fut trouvée monomorphique par Bu111n1 et al., l972a et

Bullini et Coluzzl, 1973. Des populations de Culiseta longiareolata de ce pays, de

Sicile et de Tunisie montrérent 6 allidles pour cét'enzyme, dont 3 polymorphiqués; ces
auteurs trouvérent 4 alléles pour cet enzyme chez une population italienne de Culiseta

- annulata.’
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Quatre groupes d'isoenzymes (estérases, déshydrogénases maliques, déshydrogénases
lactiques et leucines aminopeptidases) furent &tudiés chezles larves, pupes et imagos

du complexe Anopheles gambiae par Coker (1973) dans la premiére partie de son travail.

Deux autres activités enzymatiques (alcool déshydrogénase et phosphatase alkaline) ne
furent pas décelées. Le polymorphisme enzymatique=appagut'surtout parmi les estérases
qui montrérent un plus grand nombre d'isoenzymes (2 cholinesterases) chez les larves
et les pupes. Comme 1'avaient déja remarqﬁé Freyvogel et al. (1968) chez Anopheles

freeborni et Aedes aegypti, 1'inhibition par 1'ésérine d'une bande déterminée chez

1'imago d'Aedes gambiae démasqua 1a présence d'une autre bande.

B. Sjstéme géne—enzyme

\

La séconde étape consiste 3 établir la génétique formelle des isoenzymes partir
des zymogrammes obtenus de couples parentaux et de leur descendance. En effet, un
enzyme étant codé (en partie ou.en totallte) par un a11e1e chromosomique, chaque sys-'
téme enzymatique reéfléte un systéme génique caracterlsthue d'une espéce, d'une race,

d'une souche.

1) Genre Anopheles

Etudlant les phosphatases alkalines des larves du 4iéme stade d'Anopheles atroparvus

et An. labranchiae (espédces jumelles européennes du groupe macullpennls) ainsi que

celles des L4 hybrides, Bianchi (1968a) pul conclure que ces enzymes &taient des diméres
et étaient codés chacun par un locus monomorphique.

Bianchi et Rinaldi (1970) démontrérent chez les imagos d'Anopheles atroparvus des

-

estérases codées par | locus autosomique t&tra-allélique : des &levages & partir de

ces 4 alléles prodﬁisirent en effet 10 phénotypes. Bianchi et Chessa (1970) démontré-
rent chez cette espéce le codage tri-allélique codominant des xanthiﬁes-déshydrogénases
présentent uniquement chez la femelle. o |

Bianchi (1968b) démontra chezlles L4 de 2 souches d'Anopheles stephensi (voir para~

graphe "Isoenzymes et parasites") qu'une esterase &tait codée par 1 locus biallélique
autosomique (et non 2 loci comme le mentionne le résumé anglais de la publication
italienne). ' ' :

Les phosphoglucomutases de cette espéée furent intensivement étudiées par Bullini
et al. (1971a, b, 1973b) : 12 souches provenant q' Iraq, d'Iran, du Pakistan et des
Indes montrérent 5 isoenzymes codés par 5 alléles codominants a 1 locus.

Toujours chez cet Anopheles stephen51, Igbal et ‘al. (l973a, b) decouvrlrent, chez

2 souches pak1stana1ses, 3 1soenzymes de 1' alcool deshydrqgenase. Aprés avo1r obtenus -



des élevages homozygotes, ces auteurs &tablirent que 1'isoenzyme 3 la migration la
plus lente et celui a la migration la plus rapide étaient codés par 1 locus autosomi-
que 3 2 alléles codominants; la prdtéine enzymatique put &étre considérée comme un
dimére, vu que l'hétérozygote mdnfra uné'trpisiéme bande située entre celles des pa-
rents homozygotes. Un locus esterasique se composa de 2 alléles_codominants, de méme
.qu'un locus pour les 2 phosphatases acides. Ce‘dérnier.locus ainsi que celui des
"alcools déshydrogenases sont ''linked".

Aux Etats-Unis, Narang et Kitzmiller (197la, b) trouvérent chez lg; imagos d'Ano-

pheles punctipennis 6 loci autosomiques codant des estérases. Ils étudiérent la génd-

‘tique pour 3 d'entre eux : les systémes estérasiques A et B présentérent des alldles
Mhuls", le systéme C fut codé par. 1 locus autosomique tri-allélique. Ces auteurs
(Narang et Kitzmiller, 1972) dtudisrent ensuite, chez les larves et imagos femelles
et miles de cette espéce, des xanthines déshydrégénaseé ;. celles—ci (présentes égale~
ment chez les miles) sont controlées par 2 loci autosomiques, 1'un tri-allélique,
1'autre bi-allélique; les octanols déshydrogénaseSISOnt controlées par 1 locus auto-
somique. _

Dans leur révision des systémes géne-enzyme des moustiques Bullini et Coluzzi
(1973) y ajoutérent les résultats de leurs &tudes sur les phosphoglucomutases de

140 souches de 45 espéces dans 5 genres (Anopheles, Aedes, Culex, Culiseta et Ortho-

podomya) : les Anopheles paléarctiques An. plumbeus d'une part, les -espéces jumelles-

An. claviger et An. petragnanii, ainsi que An. hispaniola, d'autre part et enfin

An. algeriensis présenté@rent des isoenzymes codés respectivement par quatre, trois et

deux alléles codominants; 11 populations des 5 espécésljumelles paléarctiques An. macu-—

lipennis, An. messeae, An. labranchiae, An. atroparvus, An. melanon et An. sacharovi

(appartenant au complexe paléo-néarctique maculipennis) présentérent 6 isoenzymes;

-4 ‘souches d'Anopheles albimanus (néarctique) montrérent 2 isoenzymes codés par un

locus biallélique. L'An. superpictus mediterranéen differa de 1'An. stephensi oriental
(dont les &études ont &té mentionnées plus haut) par un seul isoenzyme distinct, tandis
‘que 1'An. rufipes éthiopieﬁ'présenta_deux isoenzymes 3 migrations semblables & deux

d'An. stephenéi. 'An..farauti de Melanésie montra &également deux tels isoenzymes. Les

6 espéces du complexe &thiopien An. gambiae-(sﬁecies A,B,C et D, An. merus et An. melas)

présentérent 4 isoenzymes codés par 4 alléles codominants.

2) Genre Culex

Dans la seconde partie de son travail Simon (1969) &tablit le contrdle génétique

d'une estérase chez les L4 de Culex pipiens fatigans : celle-ci est codée par une

paire allélique codominante autosomique; sa structure apparait comme un dimére, 1'hété-
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rozygote présentant en effet une bande intérmédiaire entre celles.des.homozygotes.
Garnett et French (1971) étudiérent chez les adultes de la méme_espéqe 2 isoenzymes
estérasiques (parmi 13 isoenzymes obtenus) codés. par uhe paire allélique codominante
autosomique (sans bande intermédiaire chez 1'hétérozygote).

Les phoéphoglucomutases de 8'souche$ de Culex du complexe pipiens (2 C.p. pipiens

et 6H£;B; intermédiaires entre urbain autogéne et rural) furent &tudiées par Bullini
et al. (1971c et 1972b) : chez une population urbaine romaine 6 phénotypes isoenzyma-—
. tiques furent déterminés par un locus a 3 alléles codominants; 8 autres populations
italiennes montrérent 6 alléles‘codominants, déterminants 21 phénotypes (y‘compris les

6 phénotypes romains). Les estérases de C.p. pipiens autogénes furent &tudiées par de

Stordeur (1975); 2 locus autosomiques‘furent déterminés génétiquement : le premier,
1liés sur un chromosbme autosomique, présenta 3 -alléles (dont un "ndlﬁ) et le second
sept alléles (dont un 'nul"). Pasteur et Sinégre (1975), dans leur-é&tude sur des popu-
latiéns résistantes 3 un organophosphoré'(voir le chapitre sur les isoenzymes et résis-f
tance aux insecticides), aJouterent 3 alleles au premier locus ‘de de Stordeur et 2 au
second. Une leucine-amino-peptidase, codee par ‘un locus biallélique codomlnant fut
trouvée liée au chromosome portant le facteur,sexuel (Pasteu:, 1975),.les alpha-glycé-
rophosphate-déshydrogénases des phpes préimagiﬁéles et des adultes furent codées par
un locus autosomique 3 2 alléles codom1nants, leurs structures sont dlmerlques (Pasteur
et de Stordeur, 1976) . ,

Bullini et Coluzzi (1973) trouvérent 4 alléles pour les phosphoglucomutases de Culex

hortensis ‘et 2 pour Culex mimeticus. Sakai et al. (1973) ‘trouvérent que les phospha-

tases alkalines de-2 souches de Culex tritaeniorhynchus (vecteur important de viroses

en Asie) étaient codées par 2 alléles codominants d' 1 locus autosomique et leur struc-

ture dimérique.

3) Genre Aedes

Sur les 6 locus d'estérases de 2 souches "inbred" d'Aedes aegypti, Trebatoski et

Craig (1969) dans 1'Indiana (U.S.A.) établirent que les 2 estérases du locus 3 migra- |
tion sur gel d'amidon la plus rapide étaient codées par une paire d'alléles codominants.

Cet enzyme chez cette espéce fuﬁ-également dtudide sur gel de polyacrilamide par
Townson (1969b) 3 Liverpool (voir paragfaphe "zymogrammes'") : se concentrant sur la
paire d'isoenzymes la plus,inténséﬁent colorable, ce chercheur (Townson, 1971 et 1972)
conclu}, de par les 4 phénotypes obtenus (5 savoir.ﬁ les 2 homongotes, l'héférozygote
avec les 2 bandes et le phénotype ne presentant aucune bande), que le codage se fait
par un locus trlallellque dont l'un est un allele nul"

Les phosphoglucomutases d'Aedes aegyptl_furent etudlees‘par.Bullini et al. (1970a
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et b, 1972a et cﬂet 1973a)'et Bdliini et Coluzzi (1972b) : compafaht d'abord les oeufs,
larves, pupes et adultes d'une population ouest-africaine et une souche de Liverpool,
ces auteurs trduvérent 2 phosphoglucomutases codées par 1 locus adtqsomique a 2 alléles
codominants; une population voltaique montra ensuite 6 phénotypes, déterminés par un
‘locus triallélique; un ﬁuatfiéme et un cinquiéme alléle du méme locus furent trouvés
chez une population de Tanzanie{ enfin, 19 populations provenant d'Affique, d'Asie, des
Caraibes et du Pacifique Sud montrérent 7. isoenzymes phosphoglucomutasiques dépendant
chacun d'un allele d'un meme locus autosomique..

Etudlant sur gel d'amidon 2 &gotypes sympatrlques d'Aedes aegypti du Kenya (1'un

domestique et 1'autre péridomestique), Scott et McClelland (1975) trouvérent des
différences nettes dans les protéines totales, les phosphatases alkalines et les

leucine-aminopeptidases; les estérases, les enzymes maliques et les phosphoglucemutases

furent quasi-identiques. Des populations d'Aedes aegypti de Porto-Rico, d'Ae. mascarensis

de 1'ile Maurice et d'Ae. albopictus de Singapour furent utilisées pour comparaison.

Aprés des expériences d'hybridisationm, ces auteurs conclurént que ''what we are calling
"ecotypes" may actually be incipient species, partially isolated by habitat selection".
Egalement du Kenya, Tabachnik et Powell (1976) étudiérent plusieurs systémes enzymatiques

de 3 populations d'Aedes aegypti de 3 villaées séparés par 1 4 2 Km. Si 9 loci furent

monomorphiques 4 furent trés polymorphiques, dont les esté@rases; les isoenzymes de
1'hexokinase sont codés par au moins 3 loci polymorphiques, dont des alléles "nuls"
~pour 2 d'entre eux. '

Bullini et Coluzzi (1973) ne trouvérent qu'une phosphoglucomutase chez Aedes vexans

et Aedes echinus, tandis'qde Aedes geniculatus (jumelle avec Ae. echirus) présenta 3

isoenzymes codés par un locus triall&lique et Aedes caspius en présenta 5; les espéces

jumelles Ae. pulchritarsis et Ae. herlandi- sont différentiables par leurs isoenzymes

phosphoglucomutasiques : 3 pour la premiére,.Z pour la seconde. Pour Ae. pullatus,

Ae. cataphylla et Ae. detritus (du groupe communis) ces auteurs‘trouvérent respective-

ment 2 4 et 5 isoenzymes de la phosphoglucomutase. Ae. excruc1ans (du groupe annulipes)

.montra 4 de ces isoenzymes. L'unique phosphoglucomutase d'Ae. rustlcus montra la méme

mobilité que la seconde des 3 d'Ae. refiki.

C. Isoenzymes marqueurs

Les isoenzymes représentent un instrument prec1eux en les utlllsant comme marqueurs
dans les expériences de lachés pour étudier d'une part d'eventuels isolements precopu-
latoire entre des formes allopatrlques et d'autre-part, dans des tentatives de contrdle

génétique (Bullini et Coluzzi, L972a);



Dané le but d'obtenir des "enzymes marqueurs pour des expériences de lachés, le
polymorphisme enzymatique et le: "codage genethue ‘des phosphoglucomutases des 3 espéces

jumelles méditerranéennes du complexe Aedes mariae (Ae. maria, Ae. zammitti et Ae. phog-

niciae) furent étudiées par Coluzzi et Bullini (1971) et Coluzzi, Bullini et Bianchi
Bullini (1971a, b et ¢). Ils trouvérent en tout 5 isoenzymes chez 15 populations

d'Aedes mariae (italiennes et tunisiennes), trois d'Ae. zammitii (italiennes et grecques)

et une d'Ae. phoeniciae (libanaise). Les phosphoglucomutases chez Ae. mariae de la

Cote Tyrrhénienne et chez Ae. zammitii de la CGte Adriatique sont monomorphlques (a

deux bandes) et distinctes, codees par un locus @ 2 alléles codomlnants, comme le ré-
.v&la les hybrides hétérozygotes:obtenus en laboratoires. Transvasant 25.000 larves
L4 et pupés de la Cote Adriatique vers la CGte Tyrrhénienne et utilisant les phospho-
glucomutases comme marqueurs, ces auteurs constaterent 1'absence quasi-totale d'hy-

brides et conclurent a 1'existegnce dans la nature d'un mechanlsme d'isolement pré-

copulatoire.

D. Isoenzymes et résistance aux insecticides

L'utilisation intense des insecticides depuis plusiéurs décades Sur.la surface
du globe a provoqﬁé des pressions de s@lections chez les insectes directement visés
et leur faune associée ou ceux en contact avec les régions agricoles traitées.
L'apparition de nombreux résistants aux divers insecticides utilisés a &té mis
maintes fois en relation avec l'action spécifique d'un enzyme controlé génétiquement.
‘Ainsi une DDT-déshydrochlorinase a été mise en évidence chez Aedes (Brown et Perry, -

1956) et Musca domestica (Brown et Perry, 1956 et Lovell et Kearns, 1959) résistants

au DDT. Cet enzyme chez Aedes aegypti, codé par un locus sur le chromosome 2 (Brown

et Abedi, 1962 et Kimura et Brown, 1964), est responsable de la résistance au DDT chez

cette espéce. Chez des résistants de Musca domestica et de Blatella germanica et

Periplaneta americana une DDT-hydroxylase a &té mis en évidence (Agosin et al., 1961).

‘Quant 3 la résistance aux organophosphorés, Matsumura gt.Browﬁ'(l961 et 1963) dédec-

térent chez Culex tarsalis une augmentation de 1'activité carboxyestérasique d'une ali-
estérase. Par contre, Van Asperen (1959), Van Asperen et Oppenoorth (1959) et Oppenoorth

et Van Asperen (1960) trouvérent chez des Musca domestica résistantes aux malathion,

diazinon et parathion une diminution de 1'activité d'aliestérases; celles-ci seraient
remplacées par 3 "aliestérases mutantes" qui métaboliseraient ces organophosphorés
(Oppérnooth et Van Asperen, 1962). Menzel et al. (19635vétuaiérent’ces estérases
électrqphorétiquement et Velthuis et.Vaq Asperen'(1963) mirent en évidence leur carac-

téres héréditaires.



Chez Drosophlla melanogaster Ogita (1961) établit 1la relatlon génétique entre une

aliestérase et la résistance 3 un 1nsect1c1de. Kasal et Ogita (1965) trouvérent une

estérase dont 1'activité &tait plus intense chez les Nephotettix cinticeps résistants

au malathion. Tsakas et Kimbras (1970) trouvérent une ré&duction de la fréquence de,
1' a11e1e "nul" d'une acétylcholinesterase de Dacus oleae. Beranek (1974) trouva une

" nette augmentation d'une carboxylestérase chez des souches résistantes de Mysus persicae

Etudiant les estérases de 12 populaglons de Culex pipiens pipiens de la région de
Montpellier, soumises a‘un traitement au Dursban (R) (insecticide organo-phosphoré), -
et les comparant 3 une population d'une région avoisinante non—-traitée et 3 3 souches
de laboratoire, Pasteur et Sinégre (1975) trouvérent, chez les populations moins sen-
sibles 3 ce produit, au second locus (voir paragraphe "systéme géne-enzyme') un nouvel
" alléle codant une estérase a éc;ivité_intense et une diminution de la fréquence de
1'alléle nul. | o

I1 apparait de ces études que les insectes, sans étre pour cela déja résistants,
possédent des enzymes capables de détoxifier des produits utilisés contre eux : tous
les Aedes ont une déhydrochlorinase contre le DDT, tous.les moustiques ont des carbo-
xyestérases contre des organophosphorés; chez 1és'souches‘résisténies ces enzymes

existent en quantité plus grande ou ont une activité plus intense, ceci hé&réditairement.

E. Isoenzymes et parasites

Dans l'espoir d'élucider la relation hdote-parasite, Freyvogel'et al. (1968) se
mirent 3 étudier 1es estérases de moustiques, vecteurs ou ‘non de plasmodia (voir para-
graphe "zymogrammes').

Bianchi (1968b) compara les estérasés d'un locus biallélique déterminé d'une souche

d'Anopheles stephensi sensible & 1'infestation par Plasmodium gallinaceum et d'une

autre souche réfractaire d ce parasite. Les larves L4 de la souche sensible présenté-
. . . > . - - . . -

rent un isoenzyme different de celui codé par l'alléle correspondant de la souche ré-

fractaire. Les hybrides des 2 souches hétérozygotes présentérent les 2 bandes.

Townson (1969b) étudia les estéfasés d'une souche d'Aedes aegypti (aux‘yeux noirs)

sensible 3 1'infestation filarienne, celles d'une souche réfractaire (aux yeux rouges),
celles d'une souche sens1b1e (aux yeux rouges, obtenue aprés une série de croisements
et de croisements en retours des 2 souches) et celles des hybrides F 1 des 2 premiéres
souches. Mais cet auteur n'essaya pas de différencier les souches ﬁar cette.méthode

("at this stage no attempt was made to inVestigatg differences between strains").
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IV. Esterases d'Aedes (Stegomyia) polyngsiensis "Marks, 1951

A. L'espéce Aedes polynesiensis

L'aire de répartition de cette espéce.(Belkin, 1962;A2, 311) s'étend‘sur un guadri—
lataire dont les angles sont situds a : -
5° S., 175° 0. (Iles Ellice)
20° s., 175° 0. (Iles Fiji) S
6° S., 140° E. (Iies Marquise)
25° S., 130° E. (Ile Pitcairn)
Elle comprend donc, en plus des iles cit&es : Wallis et Futuna, les Samoa, les iles

Tokelau, Cook, celles de la Société ainsi que les Touamotu et les Australes. Au sein

de cette aire, des espdces du groupe scutellaris, auquel appartient A. polynesiensis

sont restées localisées 3 des groupes d'iles : A. pseudoscutellaris et A. horrescens

aux Fiji, A. futunae a Futuna et fles avoisinantes, A. sp. forme Wallis & Wallis,

A. upolensis aux Samoa. Aux limites de cette aire, des espéces de ce groupe se trouvent

également ainsi localisées : A. rotumae & Rotuma, A. tongae aux Tonga et A. cooki &
Niue. '

Aedes polynesiensis fut décrit de Taveuni aux Fiji par Elizabeth Marks (1951) qui

‘le distingua de A.-pseudoscuteliafis (Theobald, 1910), aprés avoir constaté que ''two

distinct-sibling species (apart from A. horrescens) have hitherto been included under

‘the name A. "pseudoscutellaris". Belkin (1962) et Huang (1975) sont également de cet

"avis, malgré les croisements expérimentaux réalisés par Woodhill (1954) et Rozeboom’

et Gilford (1954) entre ces deux espéces, qui donnérent un certain nombre d'hybrides

fertiles. A. pseudoscutellaris est donc une esp&ce cantonnée 3 quelques unes des

‘Iles Fiji.

Espéce semidomestique et anthropophile diurne, A. polynesiensis est le vecteur le

plus important de la Wuchereria bancrofti subpériodique et transmet également le virus
de la dengue dans les fles oii elle est rencontrée. Ses gites ﬁféiﬁaginaux sont trés
diversifiés; plusieurs écotypes peuvent étre considérés : trou de rocher, trou d'arbre,
trou de crabe, récipients produits par 1'homme. Ceé'écotypes varient d'ailleurs dans
1l'intensité de leur pillosité larvaire. Se pourrait-il que ces &cotypes soient différen=
tiablgs isoenzymatiquement,-qu'ils se soienﬁ isolés (partiellement ou totalement) par
une sélection.d'habitat, comme le démontrérent ﬁar_électrophorése d'isoenzymes, Scott

et McClelland (1975) pour 2 formes kenyannes d'Aedes aegypti ? A cette fin 1'étude

isoenzymatique d'Aedes polynesiensis que j'ai entreprisedé&buta par l'étude des estéd-
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rases de 1'écotypé “trou de rocher". Ce groupe d'isoenzymes a &té choisi parce que
ces protelnes enzymatiques présentent le plus grand polymorphisme.

Dans la littérature Je n'ai trouvé qu'une référence 3 Aedes polynesiensis : Towson

(1969), dans une remarque prémiminaire, annonce avoir séparé A. polynesiensis d*!

A pseudoscutellarls par leurs electrophoretogrammes des protéines. Parmi les 12 especes

de moustiques étudiées par Trebatoski et Haynes (1969) flgurent A. pseudoscutellaris,

A. scutellaris et A. albopictus du groupe scutellaris auquel appartlent Aggpolyne51en51s'

chez ces espéces 5 groupes d'isoenzymes. furent étudiés, dont les estérases.

B. Le groupe d'isoenzymes estérases

Hunter et Burstone (i960) mirent au point une méthode de révélation de l'activité
estérasique : 1l'alpha-naphtyl-acétate, utilisé comme substrat, donne un métabolite
colorable par le Fast Blue RR (sel du diazonium). Allen (1961) ajouta d ce substrat
1'alpha-naphtyl-butyrate, Hubby (1963) le b&ta-naphtyl-acétate. Sims (1965), Hubby
et Lewontin (1966),'Markert et Hunter'(ig,Mahrer,'1968) et Ayala et al. (1972) raffi-
nérent encore les méthodes. L'emploi de différents types d'inhibiteurs d'estérases
(fréquemment utilisés comme insecticides) a permis une classification de celles-ci
(Mounter et Whittaker, 1953; Van Asperen, 1959 et Menzel et al., 1963) :

1. les a11esterases, 1nh1bees par les organophosphores, parmi elles, les choli-
nestérases, inhibées en plus par 1'eser1ne,

2. les arylestérases non-inhibées par ces produits mais capables de les utiliser
comme substrats; .

3. de rares estérases n'inhibant ni hydrolysant 1es.organophosphorés.'

La production de ces multiples estérases_est'coﬁtrolée génétiqpemenﬁ : Wright
(1961 et 1963) 1'établit chez Drosophila, Ogita ét Kasal (1965) chez Musca, Bianchi
(1968a et b) chez Anopheles (voir "Systéme géne-enzyme").

La majorité des estérases des moustiques &tudiés par Freyvogel et al. (1968) appa-
rurent lorsque 1l'alpha-naphtyl=-acétate fut utilisé comme substrat. Ces auteurs utili-
sérent également.d'autres substrats ainsi que plusieurs insecticides inhibiteurs
d'estérases pour caractériser celles-ci, éans‘toutéJfois les classer. L'utilisation
de certains inhibiteurs permit la visualisation de bandes qui se trbuvéient masquées.
Ce fait fut déj3 constaté par Arurkar et Knowles (1967) chez une cantharide. Les cén—
centrations maximales de ces estérases de moustiques purent, aprés dissections et
electrophoréses d'organes, €tre 1ocali§ées aux organes & activité metabollque élevée

tel que la paroi gastrlque (surtout), les tubes de Malpighi et les ovalres.

Trebatoski et Craig (1968) trouvérent chez 1'Aedes aegypti adulte 2 bandes non
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inhibées par 1' eserlne et une bande bien inhibé&e par ce produxt. Simon (1969) établit

chez Culex pipiens fatigans la structure dimérique d'une aliestérase. Garnett et French

(1971) trouvérent chez cette espéce 2 cholinestérases, & aliestérases (dont 2 sont
codées par un locus biallélique codominant) et 2 arylestérases (dont l'une uniquement
présente chez le mﬁle); _

Coker (1973), utilisant 1'action inhibitrice de 1'ésérine, démontra que les larves

et phpes d'Anopheles gambiae possédent des cholinestérases qui sont absentes chez

1'adulte, tandis que Simulium dammosum en poss&de une au stade pupal et imaginal mais

non au stade larvaire; cette inhibition chez A. gambiae a permis la mise en &vidence
d'une autre bande estérasique. '

L'alléle significativement plus &levé chez les Culex pipiens pipiens du Languedoc,

résistants au Dursban (R), code une aliestérase (Pasteur et Sin&gre, 1975).

C. Matériels et méthodes

Les larves d'Aedes polynesiensis ont &té prélevées dans leurs différents biotopes

3 Tahiti et &levées. Les oeufs ont &té envoyés a 1'0.R.S.T.0.M. 3 Bondy ol les éle-
‘vages ont &té poursuivis et continués i 1'Institut de Médecine tropicale d'Anvers.
Les larves, pupes et iﬁagos ont alors été étudiés : homogénéisats de plusieurs indi-
vidus (3 & 5), d'individus, de couples parentaux et leur descendance. .

Ces homogenelsats sont obtenus en écrasant un ou des 1nd1v1dus dans une goutte
d'eau déminéralisée, dans laquelle est ensuite trempé un morceau de papier filtre
Whatman n° 3 (6 x 3 mm). Ce‘papiér filtre est inséré dans une fente coupé dans le
substrat poreux du coté de la cathode. La migration électrophorétique s'effectue au’
sein.de. ce substrat poreux, dui est constitud.de gel d'amidon (seldn la technique
décrite par Smithies, 1955), coulé'dans un moule de 14 xf19ix 7 mm. Le tampon employé
"pour la confection du gel et celui versé dans les bacs ol passent les &lectrodes
sont composés d'acide citrique et de tris-hydroxy-methyl-émino-methane (trié—base)
dans les proportions -données par Selander et al. (1971)..Les ponts entre le tampon
d'électrode et le gel sont constituds par du papier filtre de Schleichér et Schull.

La migration, sous l'effet d'un courant d'environ 35 mA (produit par une source

-~

réglée 3 environ ISO\f), est menée, en frigidaire, durant 6 heures. Le gel est ensuite
" extrait du moule et plongé dans le tampoﬁ de coloration (phosphate disodique et phos-
phate monopota551que, molaires) ol il subit une prelncubatlon de 25 min. afin d'amener
1e pH de 8 3 6,5. Le tampon de coloration est alors renouve\le et le substrat des
estérases ajouté 3 la solution : ce substrat eSf constitué d'une solution de 0,5 Gm

.d'alpha~‘et 0,5 Gm de béta-naphtyl-acétate dans 75 mi‘dfacétone et 25 ml d'eau désio-
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nisée. Les estédrases lib&rent le naphtol, qui est, aprés'ls min. d'action enzymatique,
coloré par 100 i 200 mg de poudre de Fast GBC Garnmett Salt. Les premiéres taches appa-
raissent aprés quelques minutes, les dernilres aprés environ 45 min. Le gel est alors
fixé par‘déux fois par un mélange d'aéide agétique (1 vol.), de méthanol (5 vol.) et
d'eau courante (4 vol.); aprés 24 h, il est emballd dans,du'plastique et conservé au
‘frigidaire jusqu'un nombre suffisant de gels ait &té ébtenu pour y consacrer un film

couleur.

D. Résultats obtenus

52 gels comportant 504 migrations d'homogénéisats individuels et 90 migrations

. d'homogénéisats de multiples individus ont &té réalisés. Les deux premiéres &tudes

- . “ . . PERSES
ont été effectuées sur une souche zairoise d'Aedes aegypti : elles révelérent que
les aspects pratiques de la technique; basée sur celle de Nicole Pasteur 3 Montpellier
(communication personnelle), étaient d'emblée au point.

De fagon générale pour Aedes polynesiensis "trou de rocher" de Paea (Tahiti),
S .

systémes enzymatiques estérasiques furent observés; numérotons les, par ordre décrois-—

sant de leur charge électrique négative, Est-1, Est-2, Est-3, Est-4 et Est-5 (ce der-

nier migrant donc le plus lentement). Le chiffre qui suit cette numérotation donne la
"position allélique" ou "référence au front" (Rf), c.a.d., le rapport entre la distance
parcourue par la protéine enzymathue et le front de mlgratlon (dlstance du bleu de

bromophénol).

1. Les larves : 146 migrations individuelleé et 67 multiples. Les homogénéisats de
3 individus de chacun des stades montréréﬁt'j'systémes Est, 1'intensité de colo-
ration allanf croissante selon le stade de développement (L1 i Lé&).
" Les larves homogénéisées individuellement mbhtrérent :

Est-1 : ce systéme assez diffusé de 27isoénzymes, EEEfl-O,SQ et'§55f1-0,83, est
inconstant : présent dans 2/3 des migrations multiples, il n'a &té observé Que
dans 30 % des individus. Il n'apparait que 20 3 30 min. aprés-le saupoudrage du
colorant et ne manifeste en général qu'une faible activité, si ce n'est sa quan-—
tité qui soit faible; 4 migrations individuelles et 3 mﬁl;iples montrérent ce—’
pendant une intensité de coloration trés nette. Ces §§5f1-0,89 et Est-1-0,83

. apparaissent d'abord rouges, péssent au pdurﬁre'et finissent'bleues (au moment
de la fixation apré&s 1 h. de coloration), ce qui implique qu'elles hydrolysent
d'abord le beta-naphtylacetate (prodult de 1'hydrolyse colord en rouge) puis

1’ alpha-naphtyl acétate (produit bleu) qu1 1’emporte en fin de compte.
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L'inconstance qualitative et quantitative dépend trés probablement du méta-

bolisme de la larve qui varie selon son état d'évolution par rapport a la mue :

des larves jeunes manifestent certaines de leurs fonctions enzymatiques diffé-

remment que des larves pré-muantes.

Est=2 : ce systéme, composé des 2 bandes Est~2—0 69 et Est-2-0, 63 est constant

(100 % des larves), apparalt aprés 5 3 10 mln. et est touJours nettement intense
en coloration bleue (hydrolyse ﬁféféfeﬁtielle de 1' alpha—naphtyl-acetate). Ces
2 isoenzymes sont extrémement 1nteressants parcéﬁu ils se manifestent par 3 phéno-
types : l'un presentant les 2 bandes (Est- -0,69 et Est-2-0, 63), les 2 autres
présentant l'une (Est-2-0,69) ou l'autre (Est-2-0,63) bande. Lorsqu'il n'y a
.qu'une;bande son intensité ae coloration est plus grande que si elle est accom-
pagnée de l'autre. Par ces observations qualitatives et quantitatives, 1'hypo-
thése d'un locus biallé&lique vient de suite 3 1l'esprit : les &tudes de couples
paren;aux:et leurs descendances (voir plus loin) la confirmeront.

Est~=3 : ce sysféﬁe est également constant, apparait déji aprés 1 i 5 minutes et
se colore fortement en pourpre, témoignant ainsi d'une présence quantitative
importante ou d'une grande activité dans son action hydrolytique aussi bien pour
1'alpha- que la béta-naphtyl-acététe; En fait la bande constante et intense est
1'Est-3-0, 50 qul est, dans plus de 1la m01t1e des individus, accompagnée d'une
bande ,h:rfr;lus étroite et plus faible, un peu plus lente (Est-3-0,47); trois
fois, 2 bandes bd:::;;gglus lentes (Est-3-0,47 et Est-3-0,44) accompagnerent cette
Est-3-0,50; une- fois, cette seconde bande (Est-3-0,44) accompagna seule la bande
principale Est-3-0,50. S' ag1t-11 d'un locus tr1-a11e11que ou de 2 loci ou d'autre
chose ? Des techniques plus prec15es (gel de polyacrylamlde p e.) pourront peut-—

‘etre eclalrc1r ce systeme esteraSLque complexe.

Est-4 : falblement present aprés 45 mln. dans 80 7 des homogénéisats multiples et

prés de la moitié des individus, ce systeme est compose d'une bande rouge,

1! Est-4-0, 38. _ ‘
Est=5 : 7,5 7 des individus et 45 7 des homogenelsats multiples montrérent, égale-

ment aprés 45 min., ce falble systeme compose d'une bande rouge, 1'Est-5-0,31.

Les pu Bes : 101 migrations 1nd1v1due11es. Les bandes apparalssent dans les mémes

temps que ceux des larves.

| Est-1 : les 2 bandes Est-1-0,89 et Est 2-0,83 n apparurent faiblement que chez 16 -

pupes avec une évolution de coloratlon semblable a celle des larves. L'dge de

la pupe Joue-t—11 eventuellement un - rdle ou est—ce un re31du" larvalre ?
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Est-2 : égalément chez.la pdpé les 3 phénotypes (déja décrits éhez la larve) furent
observés avec les mémes Rf (Est-2-0,69 et Est- 2-0 63) et la meme coloration bleue.
Leur intensité de coloratlon est cependant plus forte que celle des larves La
bande d'un des 2 phenotypes a bande unique est également plus prononcée que celle
_accompagnée de 1 autre bande chez le 31eme phénotype. _

- Est-3 : constant en Rf 0,50 et de coloratlon rouge“pourpre, ce systeme reste moins

~ intense que 1' Est-2 (c'est 1° 1nverse chez la larve) et aussi moins intense que
1‘§§£j3 larvaire. 42 pupes’ montrerent une petite bande etr01te supplémentaire
plus lente'ﬁ 1' Est-3-0 47, y ROUGE - poutpre

Est-4 : ce systéme est@rasique ne fut pas observé.

Est-5 : 10 pupes® seulement manlfestérent unefalble act1v1te rouge en Rf 0,31.

" Femelles : ldi migrations individuelles et 8 multiples. Les bandes.n'apparaissent

qu'aprés 15 3 20 min. de coloration. ' '

Est-1 : non mise en évidence. ' _

Est=2 : les 3 phénotypes Est-2-0,69, Est-2-0,63 et §§£f2-0;69 + Est-2-0,63 apparu-
'rent en bleu, avec une intensité moindre que les §§£f2 des pupes mais sensibre—.
ment &gales 3 celle des larves. - |

Est-3 : constént en Rf 0,50 et uniquement rouge (hydrolyse préférentielle du béta-
.naphtyl-acétate),.cé systéme est doublé dans la 1/2 aes migrations individuelles
et multiples par une bande rouge plus lente (Est-3-0,47); 1'Est-3-0,44 apparut

| chez 1 des huit multiples et 2 individus; ces 2‘estérases 0,47 et 0,44 furent
simultanément présentes chez 5 individus. |

Est-4 : non mise en évidence. |

Est=5 : faiblement rouge, cé‘compiexe ést pfésent par 4 bandes dans la 1/2 des mi-

grations multiples et 1/4 des migrations individuelles; sa Rf est de 0,31.

Males : 120 migrations individuelles et 13 multiples. Les bandes n)appafaissent
également qu'aprés 15 & 20 min. et seulement chez des miles de moins d'une semaine,
1'idéal étant 36 i 48 h. aprés 1' emergence.. |

‘Est~l : non mise en é&vidence. | '

Est-2 : les 3 phénotypes sont identiques a ceux des femelles.

-~

_ Est-3 : identique & celle de la femelle sauf que les bandes plus lentes sont moins
fréquentes : 1 des 13 migrations multiples, 15 % des individus pour 1'Est-3-0,47

et 2 individus avec l'Est-3-0,44.

ESt-4 : non mise'en évidence.
- Est-5-0,31 : présente seulement chez 1 des 13 migrations multiples et 23 7 des indi-

vidus.



- 24 -

5. Couples et leurs descendances : Apfés que des pupes eﬁrent émergées individuellement
dans de petites cages, des couples formés d'une femelle.et d'un mile furent isoclés.
Aprés accouplement les mdles furent &tudiés et, apr@s repas sanguins et pontes, les
‘femelles. L'attention se porta.surtout.shr 1'§§£f2 : une bande (Est-2-0,69 ou Est-
2-0,63) ou les deux. Aprés une semaine de diapause des oeufs, ceux-ci furent mis en
eau et les.larves L4, pupes et imagos étudiés. |
Male Est-2-0,69 et femelle §§572-0;69 : tous les descendants furent trouvés EEEfZ-O,E
Male Est-2-0,63 et femelle Est-2-0,63.: tous iesldescendants furent trouvés Est-2-0,¢€
Mﬁlé:E§572-0,69 et femelle §§£f2-0,63.ou 1l'inverse : tous les descendants furent

trouvés Est-2-0,69 + Est-2-0,63. |
Mile Est-2-0,69 et femelle §§372-0,69 + Est-2-0,63 ou l'inversg : descendants trouvés
Est-2-0,69 ou Est-2-0,69 + §§£f2-0,63 dans les proportions 1 : 1. _
Male Est-2-0,63 eﬁ femelle Est-2-0,69 + §§£72-0,63.od'1}in§erse : descendants trouvés
. Est-2-0,63 ou Est-2-0,69 + Est-2-0,63 dans les proportions 1 : 1.
Mile et femelle §§£f2-0,69 + §§£f2-0,63 : deéceﬂdants trouvés 22272-0,69, Est-2-0,69
Est-2-0,63 et Est-2-0,63 dans les proportions 1 :32_: 1.

Ekemple : mile Est-2-0,69 + Est-2-0,63
femelle Est-2-0,69 + Est-2-0,63

ponte : 48 oeufs, tous éclos; 2 larves L2 mortes

Est-2 - 0,69 0,69 + 0,63 0,63 .

larves L & 3 o -7 | 3
pupes 8 3 7
imagos . - ’ 4 - o

- total _ o 24 il

E. Interprétations et conclusion

Le but de cette &tude isoenzymatique est de caractériser Aedes polynesiensis "trou

de rocher" afin de pouvoir le comparer aux autres 8cotypes pour établir 1'existince

[} - - ‘o .
d'un &ventuel complexe d'espéce et d'alors mieux cerner le vecteur de Wuchereria ban-

.crofti afin de le combattre efficacement. A cette fin, les Est-2-0, 69 et Est-2-0,63
ainsi que 1' Est-3-0 50 sont 1nteressante5' les autres 1soenzymes estera51ques décrits

le sont moins par leur inconstance et leur faible activité.
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Est-3-0,50 : cette estérase est constante et .toujours nettement active aussi bien
chez les larves et les pupes qde chez les m3les et femelles. Elle pourra servir de

bande de référence et de comparaison avec d'autres &cotypes d'Aedes polynesiensis et

d'autres espéces du groupe scutellaris.

~ Est-2 : les études parentales démontrent 1'hérédité mendélienne des deux isoenzymes
codés par ce locus : les 3 phénbtypes‘(identiquement p;éseht a tous les stades de
développement) correspondent 3 3 génotypes comprenant 1'homozygote Est-2-0,69,
1'homozygote §§£f2-0,63 et 1'hétérozygote Est-2-0,69 + Est-2-0,63. Les alléles déter-
minent &galement quantitativement ces isoenzymes car chacune des deux bandes homozy-
gotes est plus intensément colorée que celle présenﬁe chéz 1'hétérozygote, chez qui les
deux bandes présentent la méme intensité;'l'on peut donc aussi conclure i une codomi=
‘nance de ces deux alléles. Comme femelles et miles ne montrent pés de différence, ce

locus est probablement porté par 1'un des chromosomes autosomiques.

En conclusion, les isoenzymes estérasiques Est-2-0,69 et Est-2-0,63 sont desalloen-
zymes codés par un locus biallélique  autosomique et .sont codbminantsw Ils peuvent,

avec l'isoenzyme Est-3-0,50 servir comme références dans des &tudes ultérieures sur

Aedes polynesiensis et 1e-groupe.scute11aris.
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