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RESUHE

Les estérases du sérum de Sardinella aurita ont été étudiées

par électrophorèse en gel d'amidon. Les plus importantes ont été clas­

sées en trois groupes d'après leurs mobilités électrophorétiques,

leurs activités selon les substrats uti 1 isés, leurs sensibi 1 ités à un

inhibiteur organophosphoré, le dichlorvos et leur résistance à la

chaleur. Pour des concentrations en dlchlorvos de lü- 5M et 10-4M seul

le groupe Es III n 1 est pas inhibé. Pour une incubation de 30 mn à 56°C

le groupe Es 1 est dénaturé. Le p. chloromercuribenzoate de sodium et

l'ésérine n'ont aucune action sur ces trois groupes. Es 1 serait une

acétyl-aliestérase thermolabile, Es Il une proplonyl-aliestérase et

Es III une propionyl-ali-arylestérase. Les trois groupes présentent un

polymorphisme mais seul Es Il a été utll isé ici pour l'analyse généti-:

M que des populations. Ce groupe serait contr61é par cinq al tèles codo­

minants à un même locus qui détermineraient 15 phénotypes dont 14 ont

été trouvés. Un allèle très rare Es II
F

a été groupé avec l'allèle rare

Es IlE. Des différences de fréquence des gènes Es 11 8
et Es IIC ont été

mises en évidence entre les S. aurita de juin et cel~s d'octobre mais

elles ne sont pas significatives.

ABSTRACT

The esterase enzymes of the sera of Sardinella aurit:: were

analysed by shlrdlgel electrophoresis and classified int~ three princi­

pal sets by their electrophoretic mobility, their activity with diffe­

rent substrat~, their susceptibi 1 ity to an organophosphate inhlbitor,

the dichlorvos, and the'r thermolability. Esi is an acetylesterase. EslI

a pro p ion yi.' e ~ \ est e ras e and Es III a pro p j 0 n y 1- a 1 i - a r y 1est e ras e n0 tin h i b i ­

ted by dichlorvos 10-4M. None esterase is inhibited by p. chloromercuri

benzoate or eserine. Polymor.phism is na10d ln allthree sets of ester3ses but

o nly Es Il i sus e d for pop u 1a t ion 9 e n etic a na 1ys i s. Es II i seo n t r 0 Ile d b Y f i ­

ve cod 0 min a nt a ut 0 som a 1 a Ile 1es 9 i vin g 15 Phe no t YPe s 0 f wh 1c h 14 Phe no t y-

Pe s ha ve beend ete dBd. A ver y ra r e ail e 1e t: s IIF h ô s be e n cou rte d w1t h the

rare a Ile 1 e Es IlE. No si gn if i ant d ifferendes have been estab lished between

the gene frequendes d S. aurita fished during June and those fished during

october.
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1 N T R 0 DUC T ION

Deux espèces de sardinelles jouent un rôle économique impor­

tant sur la côte Ouest d'Afrique: Sardinella aurita (C.V.) et Sardi­

nella eba (C.V.). L'aire de répartition de S. aurita s'étend du paral­

lèle 37° Nord au parallèle 34° Sud (POSTEL, 1959) et se compose de

plusieurs stocks dont deux seraient présents dans les eaux sénégalai-

ses.

BOELY (1971) distingue en effet deux populations.

1 - Une population Sénégalo-mauritanienne qui semble 1iée

aux eaux canariennes frofdes et salées et qui migrerait entre le Rio

q~ gRg ~t l~s fH·SSAJ,OS. C,ette p.opulation 8Pf.'I:vef'ai4' au'X alentours de

la presqu'île du Cap-Vert vers Janvier et disparaitrait lors de la

transgression des eaux tropicales (température de surface> 24°C).

2 - Une population Guinéo-sénégalalse qui serait 1iée aux

eaux chaudes et~s~lées venant de Guinée et qui migrerait vers le Nord

jusqu'à la presqu'île du Cap-Vert en septembre-octobre pour repartir

vers le sud en novembre.

C'est dans le but d'aider à la différenciation de ces deux

stocks probables qu'un polymorphisme biochimique déterminé génétique­

ment a été recherché dans le sérum de S. aurita. Après avoir étudié

les transferrines <BARON, 1971), j'ai entrepris l'étude des estérases

qui présentent un polymorphisme intéressant.

11 faut attirer l'attention sur quelques uns des problèmes qui

se posent dans les études de polymorphisme biochimique appl iqué à la

di~férenciation de populations de poissons.

Tout d'abord un facteur essentiel à mon sens est la "puissan­

ce de traitement" des échanti lions que possède le laboratoire chargé

d'un tel programme. En effet, au cours d'une étude devant ét~bl ir des

caraotèr€5c o+s,t'in-ctHs"ùn'tre diversBspopUlation's de poissons migra'­

t~9 rS,5;ol)'l!1'e, J eS, $ard.,j ne 1 Les·i lest préférable ,q u'e les 'éc han t i lions

prélevés soient groupés dans le temps et l'espace plutôt que d'essayer

d'intégrer des résultats portant sur des échanti 1Ions pris au cours

de plusieurs mois <voire plusieurs années) et en des 1 ieux où les

"types d'eau" <caractérisés par la température et la salinité) varient.

D'autre part pour obtenir des résultats qui soient exploitables il

faut analyser un nombre minimum d'individus et ce nombre augmente avec

l'importance du polymorphisme constaté. Un chercheur isolé et sans

aide technique obtiendra des résultats dont la marge de sécurité sera

nécessairement faible. Pour fixer les idées citons l'étude des popula­

tions de Kat,suwonus pelamis dirigée par FUJINO qui récolta avec la

collaboration de plusieurs organismes 15.000 échanti lions de sang, et



analysa 11.296 échantillons pour Ia4sëule étude des Qstérascs des inùividus du ~~ ,

cifique.

Un second point est très important puisqu'i 1 met en question

la val idité de toute étude de laboratoire avant même qu'el le ne soit

commencée: II s'agit du prélèvement des échanti lions. En effet il

est p r i mord i a 1 d 'être sûr que 1es lots d' é cha nti 1 1ons pré 1ev é s ne sont

pas des mé 1anges des deux stocks p résumés car 1a loi de Ha rdy-We i nberg.

qui est ensuite uti 1 isée pour l'étude génétique ne permet pas toujours

de dis~inguer si un lot donné est un mélange ou non de deux popula­

tions g~nétiquement distinctes. C'est le cas par exemple des deux

populations de Katsuwonus pelamis du Pacifique séparées par FUJ1NO

grâce à la fréquence des 3 gènes du système d'estérases EsJ : pour un

mélange des deux populations les résultats obtenus avec la même hy­

pothèse génétique.ne sont pas infir.més par la loi de Hardy-Weinberg,

les fréquences des gènes sont intermédiaires à celles des deux popula­

tions et le lIChi 2"'n'estpas significatif.

C'est donc d'après des hypothèses sérieuses établies a~'courS d'études

classiques sur des populations supposées différen!es qu1une ~tu~e ~e

g é né t i q ue de s po p u 1atio nsap pli q ué e à la d i f f é r e n t i a t ion des s toc k s

peut être entreprise.

Ma troisième remarqùé'èstliée à la puissance de traitement

déjà évoquée et a trait à la diversité des systèmes possibles pouvant

conclure à la présence de deux stocks. Pour les sardinelles nous avons

d é j à exp 1 0 ré 1 e s g r 0 u pe s é' r y t h roc y t aires, 1est ra n s fer r i ne set l' é t ud e

des esté ra ses est en cours mais il nous est impossible de savoir à

l'avance quel serait le système clé qui permettrait de distinguer à

coup sûr 2 stocks présumés de sardinelles. Pour les Katsuwonus pelami~

de l'océan atlantique pas moins de 5 systèmes génétigues ont été étu­

diés, aucun n'ayant décelé une hétérogéneté dans la population atlan­

tique.

Enfin signalons un caractère très important dans l'analyse

éte c t r 0 p ho ré t i que des é cha n t i 1 Ion set qui est 1 a r e pro duc t i b i 1 i té. 1 1

est indispensable que la technique d'analyse et l'appareillage soient

décrits en détai 1 et que des échanti lions de référence concernant les

divers phénotypes d'un même système soient conservés aussi longtemps

que dure l '~tude. Le nombre d'échanti lions traités à la fois, c'est-à,

dire soumis à des conditions d'analyse identiques, étant faible par

rapport au nombre d'analyses à effectuer seule la reproductibilité

dans les résultats permet de comparer des échanti lions entre eux d'une

analyse sur l'autre. Pour améliorer ces conditions j'ai mis au point

un apparei 1 permettant de traiter jusqu'à 40 échanti lions à la fois

dans de bonnes conditions de reproductibilité <BARON, sous presse).



Tableau

, ..' , ~. .

Caractéristiques des 3 types d'estérases du plasma
d~~ vért~brés (d'après AUGUSTINSSON)

CHOl 1NESTE- AlIESTERA- ARYlESTERA-
RASES RASES SES

(Ch. E.) ( Ali. E.) (A r . EJ

Esters hydrolysés Bu. > Ac. Ac. > Bu.

esters aromatiques - + +++

esters al iphatiques + +++ -
esters de la choline + + - -

Inhibiteurs

Composés organophosphorés +++ +++ -
Eserine +++ - -
p. hydroxymercuribenzoate - - + +

E. o. T. A. - - + + + +

Mob i 1i tés électrophorétiques

(véronal pH = 8,4 l.l = o, 1 ) a-(3globul i- aglobul Ines Albumine
nes

: : ~ .. i
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G E N E R ALI TES

Pour pouvoir effectuer une analyse génétique des ~opulations

de S. aurita par l'étude du polymorphisme des esté rases sériques je

me suis tout d'abord intéressé à la nature des estérases en supposant

que des estérases de natures différentes étaient génétiquement déter­

minées par des gènes différents. C'est grâce à la combinaison de la

méthode d'électrophorèse en gel d'amidon et des techniques histochimi­

ques employées par HUNTER et MARKERT (1957) pour identifier différen­

tes enzymes d'extraits de tissus, que l'étude du polymorphisme enzy­

matique s'est généralisée. Ces auteurs proposèrent d'appeler "zymogram"

(en français zymogramme) les électrophorégrammes dans lesquels les en­

zymes'sont local isées par desmét~odes histochimrqUes~Deux aris'plus

tard les mêmes auteuÏ'5définissaiél1lt 'las estérases de 32 organes chez la sou­

ris (MARKER et HUNTER, 1959).

C'est donc en faisant appel aux propriétés physico-chimiques

et biochimiques des molécules d'enzymes que j'ai commencé cette étude

qui pour être plus précise devrait utiliser aussi les méthodes immuno­

logiques. En effet un grand nombre d'enzymes conservent leurs activi­

tés spécifiques en présence de leurs anticorps et peuvent donc être

révélés après immunoélectrophorèse, permettant de différencier "les

enzymes isodynamiques, qui sont souvent des protéines différentes,

des familles d'isoenzymes, qui sont des formes moléculaires multiples

d'une même protéine" (KAMINSKI, 1969). Je me suis ensuite intéressé à

l 'uti 1isation des estérases comme moyen d'étude des populations de

de poissons.

2.1. NATURE DES ESTERASES

2.1.1. Classification d'AUGUSTINSSON : Les études com­

paratives effectuées par AUGUSTINSSON (1961) sur le plasma de divers

vertébrés ont révélé l'existence de 3 types d'estérases :

- les arylestér()ses (Ar. E.)

- les al iestérases (AI i. E.)

- les cholinestérases (Ch. E.)

Ces estérases, séparées par électrophorèse et chromatographie

sont étudiées selon leur sensibilité à divers substrats et leur sen­

sibilité à certains inhibiteurs enzymntiques.

Les arylesterases hydrolysent divers esters aromatiques tels que les



Tableau 2 : Spécificités relatives des estérases du plasma de quelques
vertébrés basées sur le radical ~.du substrat hydrolysé
par chaque groupe. Ac. = acetyl., Bu. = butyryl, Pro = propion'y

(d'après AUGUSTINSSON).

ARYLESTERASES ALIESTERASES CHOLINESTERASES

Spécificités AcJBu. Pro Ac. 1 Bu. Pro Ac. Bu. Pro

MAMMIFERES

Homme X X

Cheval X X-- --x X

Porc X X-- --X

Mouton X X

Rat X X X

Cochon d'inde X-- ----- ---X X-- --X X

OISEAUX
Coq X

Canard X X

REPTILES
Tortue ABSENCE X X

BATRACIENS
Grenou i Il e X X-- --X

d'ARYLESTERASES

POISSONS
~~orue X X

Anguille X-- --X' X

Brochet X X

Requin X X

CYCLOSTOMES X



acétates d'a ou t3 naphtol mais non les esters aliphatiques ou les
esters de la choline. Elles résistent à l'ésérine et à certains compo-

sés organophosphorés mais sont inhibées par le parachloromercuriben­

zoate ce qui laisse supposer que les groupes SH sont indispensables

à l'activité des arylestérases.

Le calcium joue un rôle important dans l'activité et la

stabi 1ité des arylestérases. La plupart perdent leur activité après

dia 1yse contre de l'eau di st il 1ée. Les ions sod i um à haute concentra­

tion (eau physiologique) font diminuer l'activité de l'enzyme et les

ions magnésium à une concentration supérieure à lmM inhibent son activ~

té en augmentant celles des chol inestérases et des al iestérases.

Les arylestérases ont été trouvées chez tous les mammifères

étudiés par AUGUSTINSSON mais sont absentes chez les poissons et les

autres vertébrés.

Les al iestérases hydrolysent les esters al iphatiques mais non les

esters de 1a cho 1 i ne et ne sont généra 1ement pas i nh i bées par l' ésé­

rine 10- 5M (exeception faite pour les al iestérases de la grenoui Ile et

du brochet). Elles sont très sensibles aux composés organ o.phosphorés.

Les al iestérases sont les principales estérases des vertébrés infé­

rieurs où elles sont représentées par des acétyl,propionyl-, et but y-

rylestérases. El les sont absentes chez l'homme e+ le singe ~ présemBs

à haute concentration dans le plasma des poissons où l'on trouve les

types acetyl (morue), propionyl (brochet) et butyryl-propionyl

(anguille). Elles représentent le seul type d'estérase détecté chez

les cyclostomes.

Le plasma de l'anguille (Anguill1'l anguilla) présente une

activité exceptionnelle (100 fois plus forte que chez l'homme) dans

l 'hydrolyse des esters aromatiques et des triglycérides, surtout pour

les esters de l'acide butyrique. L'aliestérase principale (butyryl ou

propionylestérase) est très sensible à certains composés orgônophos­

phorés alors que la deuxième al iestérase de mobil ité électrophorétique

plus faible et hydrolysant plus rapidement les acétates que les buty­

rates, est moins sensible aux composés organophosphorés et pourrait

représenter un type intermédiaire entre une arylestérase et une alies­

térase.

Les chol inestérases hydrolysent plus vite les esters de la chol ine

que les autres esters et sont inhibées par l'ésérine et certains com­

posés organophosphorés. Les chol inestérases des mammifères ont des

spécificités variables: butyryl-, acetyl-, et propionylchol inestérases

chez' 'homme, le mouton et le rat respectivement, par exemple. La tor­

tue possède une estérase très sensible à l'ésérine mais qui hydrolyse

1e ses ter s dei a c h 0 1 i ne à u n tau x plu s bas que 1es a u t r e ses ter s, e Ile

représenterait



Tableau 3 Nature des esté rases du sérum de quelques vertébrés
(d ' après HOLMES et al, 1968). (f) faible concentration
(F) forte concentration.

ARYLESTERASES CARBOXYLES-
TERASES CHOLINESTE-

Ac. > Bu. Bu.> Ac. RASES

MAMMIFERES
Cheval X X X

Porc X j X

Mouton X
1 1

X

Rat X X X

Cochon d ' inde X X X
Opossum

(Hemibelideus 1emu roides) X X X

OISEAUX
Canard X ( f ) X X
(Cairina moschata)

RE PT 1LES
Lez a rd X ( f ) X ( F)
(Chlamydosaurus king i i ) Ac. < Bu. Ac. << Bu.

BATRACIENS
Grenoui Ile X X
(Hyla aurea) Ac.< Bu.

POISSONS
Poisson chat X ( f ) X ( F)

(Cnidoglanis megastomus)
1
1

Sardinella aurita Es III ~Es 1 et Es Il( J . C . BARON) -
1

1 (Ac.> bu)

Clupea harengus X

(RIDGWAY et al. ) groupe 2 ( F)



dans la phylogénie un intermédiaire entre les al iestérases que l'on

trouve en forte concentration dans le plasma des vertébrés inférieurs

et 1es cho 1 i nestérases des vertéb rés su pér i eurs. Les po i ssons étud i és

possèdent une acetylchol inestérase en faible concentration.

A la suite d'expériences sur le lait et le colostrum

AUGUSTINSSON pense qu'une enzyme peut avoir 2 mobil ités électrophoré­

tiques différentes selon la protéine à laquelle elle se combine et

deux activités local isées dahs deux fractions différentes ne sont pas

nécessairement dûes à 2 formes moléculaires distinctes de l'enzyme.

2.1.2. Nature des estérases chez guelques poissons.

HOLMES et al (1968) dans leur étude\ comparative des est~­

rases de quelques vertébrés retrouvent les données d'AUGUSTINSSON en

ce qu i concerne 1es mamm i fères ma i s ne sont pas d'accord avec 1u i

quant à l'appartenance des ary 1es-yérases aux seu 1s mammi fères • Il s en

sig nale nt 1a pré sen ce che z 1e po i s son - cha t (e t 1e 1é z a rd) 0 ù, s'i 1es

caj~boxylestérases - dont une thermolabi le - sont abondantes, la pté-

si:3nce de chol inestérase n'a pas été détectée.

RIDGWAY etai (1970) étudient, principalement à partir d'.ex­

traits de tissus , les esté rases de CI upeaha rengus. Ils séparent par.

éléctrophorèse en gel d'amidon 4 groupes d'estérases toutes inhibées

par un composé organophosphoré, le dichlorvos 10~4M, aucune n'étant

i nh i bée pa ri' é s é r i ne 10 - 4 M n i pa ri' E • D • T • A. 10 - 4M montrant a i n s i q ù e

les estérases du hareng sont toutes des al iestérases. Chez Fundulus

hétérocl itus, HOLMES et WHITT (1970) mettent en évidence dans des

extraits de tissusau mohs 5 isoenzymes répartis en 6 à 8 groupes.

Un seul de ces groupes est présent à tous les stades du développement

alors que les autres apparaissent progressivement. Deux groupes sont

résistants au diisopropylfluorophosphate (DFP) 10-4M: l'un hydroly­

sant mieux l 'aNaphtylacétate que l 'aNaphtylbutyrate est considéré

comme étant une arylestérase,l'autre (Er-l) est aussi actif avec les

2 substrats. Quatre groupes sont inhibés par le DFP (10-4M) et non p.ar

T'ésérine 10- 4Mdonc classés comme carboxylestérases (aliestérases).

Ils SOnt composés de 2 grou~es hydrolysant davantage l'aN-butyrate et

de deux groupes hydrolysant de la même façon l'aN-butyrate et l'aN­

acétate. Chez Protopterus annectens (poisson Dipneuste) DUPE et BOCKE­

LEE-MORVAN mentionnent la présence d'une acétylchol inestérase peu

importante dans le plasma et n'hydrolysant que le perchlorate d'acé­

tylcholine (mais pas l'acetyl-S-mêthylcholine ni la butyrylcholine).

Rappelons enfin, à propos des composés organophosphorés,

que KNOWLES (1968) a trouvé dans des extraits de foie de Lepomis

macroch i rus et d' 1cta 1urus punctatus des enzymes capab 1es de dégrader



Ta b.l eau 4. Natu re des estéra se s des -tTs 5 usehez q' uelq ues '
poissons et cru$ta~és.

--_._---------._--- --_.._--- -- - _.- - ._---- -- ------ - -----_.._-~ "-----_.__ .._"----- -.- -------- r--

ARYLESTE- AL IESTERASES CHOLINESTERA-ESTERASES (CA RBOXY LE s-
"

RASES TERASES) SES 'AUTEURS

;
........-

PO 1SSON'S Ac Bu Pr Ac Bu Pr Ac Bu Pr
'-~-l

- .. 1

CI upea ' harengus 1 X
2 X-I--X RIDG\'JAY et al

(c()eur et foie) 3 X,
(1970)",

4 X,

Fundulus Es 1-2 X- -X
hétérocl itus Es 3-4 X HOLtvlES et al
(foie, intestin,
muscles) Er l x- -X

1

(1970)
... ""

J
Er 2 X

" , , ..

Cnidoglanis 1 X 1
.'

mégastomus 2 :X . , HOLME,Set al
(foie, intest in) 3 X -- Cl 970)j '.

4 X
.!;5 ' X

,.
" ' .. ........ -'- ...

; , ..... ,,' ........

CRUSTACES
Homarus american s 1

~~CT-XIl BA RLO\1 et al
(coeur)

, ; Il./ .......

IV x_1- x- --X ( 1'970)
, ' V X- -X-~'--X

1

IPanu 1i rus argus 1 X

i
2 1

., .~

X MAYNARD
(syst. ' ne rveux)' 3 X (1954),

1
1

" . .............



le dichlorvos et le D.F.P.

l'est intéressant de mentionner ici que des travaux identi­

ques sont effectués sur les crustacés ce qui nous fait toucher du

doigt une certaine conception de continuité qui existe au niveau

biochimique dans le règne animal alors même que le zoologiste tranche

nettement entre invertébrés et vertébrés (tout en recherchant au ni­

veau des procordés le passage des uns aux autres).

Chez Homarus americanus, BARLOW et RICGWAY (1971) détectent

5 groupes d'estérases dans divers tissus. Les extraits de coeur con­

tiennent 4 groupes de carboxylestérases non inhibées par l'ésérine

10- 5~~ n i par 1 e p- chi 0 rom e r c uri ben z 0 a te 10 - 3Met une c h0 1 i nesté ras e .

Les carboxylestérases du groupe 1 se distinguent de cel les du groupe

lien hydrolysant l 'aNbutyrate et en étant inhibées par la Sevine

10- 3M. Le groupe IV présente 5 uandes progressivement plus foncées

vers l'anode faisant penser à une polymérisation de subunités.

MAYNARD (1964) met en évidence dans le tissu nerveux de

Panulirus argus des ch<:>linestérases différenciables par leur possi­

bi 1 ité d'hydrolyser ou non les substrats acétyl ou butyryl et par

leurs sensibi 1 ités différentes aux concentrations de DFP variant de

10- 5M à 1O-6M.

2.2. LES ESTERASES COMME MOYEN D'ETUDE DES POPULATIONS

DE POiSSONS.

Pour l'étude des populations de poissons on recherche des

esté rases présentant un polymorphisme déterminé génétiquement et

don nant 1 i eu à 1 a format ion d' i soenzymes. Les i soenzymes sont 1 es

formes multiples d'une enzyme donnée que' 'on trouve dans un même or­

ganisme et ayant des activités catalytiques similaires (SHAW, 1960).

Le terme est employé soit dans un sens large pour nommer toutes les

bandes révélées sur un même zymogramme soit dans un sens restreint

a ux s e ul~ sen z ymes des t r uc t ure sim i 1air e .

L'interprétation de l'intensité et du nombre des bandes est

délicate, des variations pouvant être dûes à des facteurs très diffé­

rents et nu Il ement génét i ques. Ai ns i 1 i i ntens i té de certa i ns types

d'estérases du plasma de cheval varie après plusieurs décongélations

successives (GAHNE, 1965) et au cours de l'électrophorèse sur acétate

de cellulose le: sérum albumine bovine se traduit par une seule bande

en tampon phosphate, et par deux bandes en tampon phosphate-borate

(CANN et GOAD). Ce dernier résultat prouvant qu'une seule macromolé­

cule peut donner deux zones par interaction avec les ions borate sans

traduire pour autant une hétérogénéité.



L'interprétation est rendue encore plus difficile lorsque les

enzymes étudiées donnent 1 ieu à la formation de subunités ou de ~­

mères. CLEGG et Mc CABE (cités par FUJ Ii'JO, 1970) décrivent un systèms

d'a 1i est é ras e s dan sie foi e de Kat s u won u s pel ,a mis compo s é d e 4 s u b uni ­

tés 1, 2, 3, 4 sous la dépendance de 4 allèles codominants et formant

des dimères. Seuls les dimères 1-1, 1-2, 1-3, et 1-4 ont été trouvés

sur les 121 individus étudiés.

Enfin, pour tester valablement des hypothèses concernant la

génétique des populations il faut que le système uti 1 isé comporte plus

de phénotypes que d'a Il è 1es (COTTER~1AN, 1954).

CLUPEIDAE

Clupea harengus : RIDGWAY et al (1970) décrivent parmi les

al iestérases extraites du coeur et du foie un groupe (le groupe 1, le

plus rapide) composé de 5 bandes sous la dépendance de 5 allèles

codominants. Les différentes bandes sont alors présentes seules ou par

paire, les 2 bandes les plus rares (la plus rapide et la plus lente)

n'apparaissent qu'à l'état d'hétérozygote. Deux populations distinctes

sont caractérisées par des fréquences différentes pour 2 des 5 allèles

considérés. Le groupe 2, très actif dans le plasma comporte jusqu'à

7 bandes distinctes.

ODENSE et al (1969) trouvent 9 bandes dans des extraits de coeur et de

muscle blanc. El à E5 seraient sous contrôle génétique. Le type le

plus fréquemment rencontré possède 3 bandes (El, E2 et E3 ) et les ho­

mozygotes sont rares. SIMONARSON et al (1969) décrivent 10 bandes dans

des extraits de muscles et trouvent 56 phénotypes différents d'esté­

rases sur 249 individus.

NAEVDAL (1969) étudie les esté rases du sérum de 2191 indivi­

dus par électrophorèse en gel mixte amidon-agar.

Il décrit deux groupes d'estérases qui seraient sous contrôle généti­

que l'un rapide donnal'1tdes bandes faibles (fl f2 f3, ml m2 , s) et 1

l'autre moins rapide donnant des bandes fortes (F
l

F
2

Ml Sl S2)

Sprattus sprattus : HOWLETT et al (1969) à partir d'extraits

de muscles de 53 individus étudiés par électrophorèse en gel d'amidon

décrivent 5 bandes d'estérases (révélées par l 'a-N-acétate et le fast­

blue RR) dans une région de faible migration. Ces 5 bandes A, B, C, D,

E seraient sous la dépendance de 5 gènes donnant 15 génotypes théori­

ques. Dans le premier lot de 33 individus où l'allèle Esm E est rare

les génotypes EE, AE, CE et DE sont absents; dans le deuxième lot de

20 individus l'allèle ESm A est absent et seulement 7 génotypes ont

été trouvés. Les auteurs suggèrent que les 2 lots soient considérés

comme issus de 2 stocks de sprats différents en se basant sur les dif­

férences observées dans les fréquences des gènes rapportées ci-dessous



Lot

Lot 2

Esm A

0, 167

0,000
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Esm B Esm C Esm D Esm E

0,273 0,227 0,318 0,015

0,175 0, 175 0,375 0,275

Je pense personnellemont qu'i 1 est imprudent de ti rer des conc 1usions

avec un lot de 20 individus lorsque 15 phénotypes différents sont

théoriquement possibles (l'absence de l'allèle Esm A n'est effective­

ment pas démontrée).

SALMONIDAE

Sôlmo salar : WILKINS (1969) décrit 7 phénotypes d'estérases

non spécifiques à partir d'extraits de foie de 272 individus.

CATOSTO~11DAE

Catostomus clarki i : KOEHN (1969) montre que les fréquences

des allèles responsables du polymorphisme des estérases du sérum~­

rient avec la température. L'activité à 37° de l'estérase de l 'homo­

zygote déterminé par Es1 â est 10 fois supérieure à cel le de 'estérase

de l 'homozygote déterminé par Esl b . A zéro degré l'activité de l'es­

térase de l 'homozygote déterminé par Esl b est la fois supérieure à

celle de l 'estérase déterminée par Esl a .

SCOMBRIDAE

Scomber scombrus : Une étude concertée entre trois labora­

toires européens <Lowestoft, Ijmuiden et Bergen) a été effectuée par

JAMIESON, de LIGNY et NAEVOAL sur les estérases du sérum de plus de

3 500 individus. JM11ESON trouve 7 allèles codominants à un seul locus

déterminant 28 phénotypes théoriques dont 21 trouvés expérimentalement

Trois lots sont en équi 1 ibre génétique et représentent un seul stock.

On constate dans les autres lots des exès d'homozygotes conduisant

a penser gu'il s'agit de mélanges. De LIGNY groupe 2 à 2 l(js bandes

difficiles à différencier sur les zymogrammes (e, f et r, s). Elle

constate une grande divergence entre les phénotypes observés et ceux

calculés chez les mâles de plus de 30 cm de la région sud de la mer du

nord mais non chez les mâles de 26 à 30 cm. NAEVDAL constate aussi un

excès d'homozygotes indiquant un mélange de stocks alors qu'i 1 ne sem­

ble pas y avoir de stocks régionaux. Il attire l'attention sur une

sélection possible contre les hétérozygotes (hêtérozfs négatif) et sur

une erreur possib le de lecture des bandes lorsque l'une d'entre elles.

trop faible, passe inaperçue et fait conclure à un homozygote.
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THUNNIDAE :

La synthèse effectuée par FUJ INO (1970) sur les études de

biochimie génétique des thons rapporte en particul ier les travaux de

FUJ INO et KANG et ceux de SPRAGUE sur les estérases de 5 espèces.

Thunnus alalunga possède un système d'estérases EAL indépen­

dant du sexe et déterminé par 3 allèles codominants donn2t't 3 phénoty­

pes dont l'un se trouve uniquement dans l'Océan Atlantique, les deux

autres étant présents à la fois dans l'Atlantique et le Pacifique.

SERENE (1969) ayant étudié 165 individus du nord-est Atlantique com­

pare ses résultats à ceux obtenus par FUJINO sur des individus de

l'Atlantique sud et conclue à l'identité des deux populations.

Thunnus obesus possède un système d'estérases EBE déterminé

par 2 allèles codominants donnant 2 phénotypes. SPRAGUE ayant trouvé

3 bandes et 4 phénotypes propose l'action d'un troisième allèle et

d'un gène récessif.

Thunnus albacarès système EYF déterminé par 2 allèles

codominants.

Thunnus macoyi i possède un système d'estérases décrit par

SPRAGUE comme étant déterm i né pa r 4 ail è 1es codom i nants donnant 4

bandes et 5 phénotypes.

Katsuwonus pelamis : Cette espèce possède un système d'esté-
il.-

rases ESJ déterminé par 3 allèles codomitants (3 bandes et 6 phénotypes)

qui a permis de séparer les populations de l'ouest-Pacifique de celles

du centre et de l'est-Pacifique. Trois bandes rares supplémentaires

portent à 10 le nombre de phénotypes réellement observés.

Dans l'océan Atlantique, aucun des 5 systèmes génétiques

employés sur les 215 individus de la mer des Caraibes et les 105 in­

dividus du golfe de Guinée n'a pu démontrer une hétérogénéité de la

population de K. pelamis ni permettre de la distinguer des populations

est et centre-Pacifique. La distinction est par contre très nette

avec la population ouest-Pacifique.

PLEURONECTIDAE

Pleuronectss flesus : De llGNY (1968) trouve que les types

d'estérases sont déterminés génétiquement par des allèles codominants

gouvernant 3 bandes chacun.

Comme cela a déjà été mentionné plus haut les estérases peuvent très

bien servir comme moyen d'étude des populations de crustacés comme

l'ont montré BARLOW et RIDGWAY (1971) chez Homarus americanus à partir

d'extraits de coeur. Ces auteurs décrivent 5 groupes d'isoenzymes dont

le plus rapide donne 5 phénotypes se conformant à la distribution de
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HARDY-WEINBERG. Ce groupe est sous la dépendance de 3 allèles codo-

minants à 1 seul locus 3utosomal 2 allèles fréquents Esl A et Es1 8

déterminant 3 phénotypes fréquents Esl A/A, A/S et B/8 et un allèle

rare Esl C déterminant 2 phénotypes supplémentaires Esl A/C et B/C

l'homozygote Es1 C/C n'ayant pas été détecté. Chaque allèle contrôle

deux bandes d' isoenzymes qui se recouvrent chez l'hétérozygote ce qui

a été démontré en mélangeant en quantités égales des extraitsd'indi­

v i dus d e p h é n 0 t YPes Es 1 A/ 1\ etE s 1 B/ 8 1 e phé nCl ., y :' e 0 b t ~: nué tan t

Esl A/B.

Pt us f eu rs hypothèses peuvent exp 1 i quer l' ex i stence de 2

9Çl nQes ç q·n t rô lé.e spa r unseut ê 1 1è 1e. E 1tes peu ven t rés u 1ter d' une

interaction entre le tampon et la macromolécule considérée (CANN ~t

GOAD, 1965, 1968),représenter deux isomères de conformati01!...~'une

soule espèce moléculaire ou résulter d'une dimérisation de l'isoonzyme

qui se traduirait par une seconde bande. Enfin chaque isomère pourrait

~tre une protéine complexe possédant au moins 2 subunités, chaque

bande ayant en commun 1 subunité et différant des autres par au moins

1 subunité.



rab 1eau. 5 Caractéristiques du matériel étudié.

Numéro du lot Lot 28 Lot 29
~ , t

Lot 31,. ,'(

Nombre d'indiyidu$

(. l 'h ~1 '\ i, '" '.,~ . ~",

22 Juin 1971 12 Oct~bre 1971 19 Octobre 1971
PQPENGUINE PALM AR-I.""1".'Yl I:'.-:,P[ ',)flA'L ':: ,):,

ft, j '~.iLJ 'n ,tl,~. ,~J._ ,'\ • ~ '\JU"
_ -:..~.:~.:~._~~:~~l~::,:,-~ ."."_,__ ~_~' .__ ,~'_

. , , .

Date et 1 i eu de
capture

individus le
coup (1 tonne
mélange S. a
S. e b.a )

24
2°
de
et

27 individus le
3° coup (9 ton:­

nes) .

15 individus le
4° coup (23 ton­

nes)

13 individus le
2° coup (7 tonne~

34 individus le
1° coup (6 tonne~

, '",,\ î -~. 1 ;~. ? l 'r' .-~ (:3 '1 ",1 '1' '; ;~) i

", "' J Ces poi ssons sont
issus d'un groupe
de S. aurita dont
200 indivi.dus ont
été marqués et
relachésObservations

/, :.~. ~ -.) ,~~,,>~.:_._ ..~...:.~._'::.~..:::._.:..'~~ -:~--,~----- " " -!- ~ " . _·te .-.: ~,

~;~e~ud~ cap'~lJ'ré '. 'SafdiHf~r:]"5a~eh'&");ï\ :)Sardh:lÏsr~; ",i:L'Sardiriler:-'
, " ' " >"" "" 'T'~:'I;:.SI:;1.7 ~,~,J91:TYJ,e~;~,~+.~~qd~i,La _,\I;t.erg€

.:' 'r 1" d Li ,Ii' Il (' l' () i ri d fi\} rd {l "r/:; u

1° c; c>;'+R f1 li c.l Li ;:c r

Caractéristiques
des poissons d'où
les lots ont été
tirés.

17 ,5 < Lt cm < 22,5

mode = 19,5 cm

19 < Lfcm < 24

mode = 21 cm

19,5<Lfcm < 24

mode = 22 cm

Nombre de sérums
traités 66 68

Nombre d'analyses
ef fectuée$ 104 92 94
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3 - MATERIEL ET TECHNIQUES

les sardinelles étudiées ont été péchées au Sénégal en

juin 1971 (Lot 28) et en Octobre 1971 (Lot 29 et lot 31). Le tableau

5 donne les caractéristiques du matériel étudié.

L'échantillonnage est effectué de la façon suivante.

Oans une aire donnée on pêche au hasard plusieurs tonnes de sardinel­

les considérées comme représentatives de la population. Les quelques

50 Kg de poissons prélevés au cours de la mise en cale sont pris au

hasard mais ensuite intervient un choix à 3 niveaux: 1° On choisit

les poissons vivants. On peut considérer que l'état 'l'norf' ou ''vivant''

du poisson est dû à des causes externes dont la principale est le

temps passé hors de l'eau et ne traduit aucune corrélation interne.

2°0n choisit des poissons d'une longueur (Lf) supérieure à 18 cm ce qui

introduit dél ibérément une sélection entre individus adultes et non

adultes pour satisfaire à une hypothèse de travai 1 selon laquelle les

caractères biochimiques étudiés par la suite ont atteint une certaine

stabi 1 ité. 3° Les individus n'ayant pas donné suffisamment de sang

(quelques gouttes) seront éliminés. La quantité de sang obtenue d'un

individu dépend de sont état de vivacité (BARON, 1970) et l'on est

amené à conclure comme précédemment qu'elle est dûe à des causes exter­

nes dont on constate les effets au hasard.

la même opération est répétée plusieurs fois dans la journée

et c'est l'ensemble des prélèvements effectués à quelques heures d'in­

tervalle en un 1 ieu donné qui constitue un lot (exemple le lot 31 ).

Oans le meilleur des cas tous les individus sont issus d'un même banc

(Lot 28).

Le sang est prélevé sans anticoagulant sur le poisson vivant

après section en avant du bulbe cardiaque et gardé de 1 à 3 jours au

frigidaire à environ + 6°. Le sérum exsudé est prélevé en deux fois,

avant et après centrifugation à 3 000 tours/mn et conservé sans anti­

septique à-30° jusqu'au moment d'être uti 1 isé. Les mêmes sérums

traités avant et après 5 mois de congélation ne présentent pas d'alté­

ration des estérases étudiées.

L'analyse électrophorétique est effectuée en gel d'amidon

hydrolisé Connaught concentré à 12%. Le système de tampon discontinu

dérivé de celui de Ashton mais de force ionique plus faible est le

suivant:

solution 1

(pH = 8,5 1.1

Hydroxyde de 1 ithiù~

0,325) acide borique

eau distillée qspf

5,244 g
-30,920 g

5 1 i t res



solution 2 :

(pH = 8,3 - li 0,058)
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Acido citrique

Trishydro~ymethyl- aminométhane

e Cl U d i st 1 1l'e q ,. s. p • f

3,2 g

12 , 1 9

2 litres

La solution 1 est uti 1isée dans les bacs à électrodes et renouvelée

pen da nt toute l' é 1e c t r 0 pho r è s e pa r un go ut t e à go ut te. Le ta mpo n

utilisé pour faire le gel est composé de 9 volumes de solution 2 pour

1 volume de solution 1. La migration est effectuée pendant 6h 30 à

4,5 volts par cm.

L'appareil utilisé, déjà décrit (BARON, sous presse), per­

met de faire migrer 30 sérums à la fois à partir de papiers Whatman de

lO'x10 mm espacés de 5 mm. Mais il est possible d'inclure 40 échan-

ti lions sur des papiers de 9 x 9 mm espacés de 2 mm. Après l'électro­

phorèse les gels sont coupés transversalement et soumis aux révéla­

tions des estérases avec différents substrats et à l'action de divers

agents inhibiteurs.

Après lavage ~t séchage les zymogrammes sont photographiés

et les gels conservés dans un mélange de méthanol (2 litres), d'acide

acétique (380 ml) et d'eau (2 1itres).

Certains sérums sont analysés plusieurs fois, soit que leurs

phénotypes aient besoin d'être confirmés soit que leurs phénotypes

étant très nets ils servent d'échanti lions repères dans les électro­

phorèses ultérieures.
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4 - RESULTATS

Des études antérieures sur le sérum des sardinelles nous

avaient permis de localiser les estérases sur un électrophorégramme

et de constater la possibi 1 ité d'un polymorphisme (BARON, à paraître).

On peut en première approximation classer ces esté rases d'après leurs

mobil ités électrophorétiques décroissantes en 3 groupes importants

Esl, Esii et Es III (Fig. 1). De faibles traces d'estérases sont par­

fois présentes entre Esill et la transferrine (Es IV) et entre la

tran~rrine et le point de départ (Es V) mais peut être le substrat

uti 1 isé n'est-i 1 pas le mei lieur (a-Naphtylacétate). Chez le protop­

tère seule l'utilisation de perchlorate d'acétylcholine a permis la

mis e en é v ide nce d' u !1 e fa i b 1 e a cét y 1 ch 0 1 i ne ste ras e dan sie s é ru m

(DUPE et al, 1968) et chez 1 a 1 angouste une bande fortement révé 1ée 8.VCC

l 'acéty~th iocholi ne comme substrat ne l'est plus du tout avec de l'aN­
acétate, butyrate ou propionate (MAYNARD, 1964).

4.1. ROLE DE DIVERS FACTEURS DANS LA REVELATION DES

ESTERASES DE SARDINELLA AURITA

Au cours des résultats qui vont suivre j'emploierai les abréviations

suivantes:

aNac. anaphtyl-acétate

SNac. " "
aNbu. anaphtyl-butyrate

aNpr. anaphtyl-propionate

SN pr.: S Il Il

BB fast blue BB salt

RR fast blue RR salt

pCMB parachloromercuribenzoate de sodium

et pour les couleurs: B = brun, Sb = brun-bleu, M = marron, P = pour­

pre, V = violet, Vb = vert bronze. L'intensité croissante des bandes

observées est chiffrée de 1 à 4.

4.1.1. Rôle du pH. J'ai essaye a l'aide d'un tampon

phosphate O,4M une gamme de pH s'étendant de 6,55 à 7,75. Les révéla­

tions sont bonnes pour toute la gamme, cependant la couleur des bandes

révélées avec de l'aNac. comme substrat et du BB comme réactif coloré

est uniforme à pH = 6,55 (marron-jaune) et à pH = 7,75 (brun). Pour un

pH compris entre 7 et 7,5 certaines bandes sont brunes ~ les autres

marron, ce qui présente un caractère distinctif supplémentaire intéres­

sant. La valeur ~ pour le pH des,solutions révélatrices d'estérases

de S. aurita a donc été retenue, cette valeur étant proche du pH du

sérum de ce poisson évalué à 7,7 (Blood Micro system-Radiometer). Pour

Homarus americanus BARLOW et RIDGWAY (1971) obtiennent une activité

estérasique maximum à pH = 6,55 pour une gamme de pH comprise entre

5 et 7,5.



Tableau 6

.,'

Rôle de divers facteurs dans la révélation
des estérases de Sardinella aurita.

-~---------------- ---- ----------- ------- ---------------------
réactif E S T E R A S E S

Tampon pH Substrdt coloré
1

lESEs 1 Es 1 1 III

Phosphate 0,4 M 6,55 Toutes les estérases
à aNac. BB sont révélées (marron

7,75 à brun).

" 7 aNac. RR M-4 M-4 B-2

Il 7,25 sNac. BB P-1 P-4 -
Il 7 81\1a c. RR P-1 P-4 -

" 7,5 aNac. + sNac. BB B-1 V-4 B-4

Il 7,5 uNac. + sNac. BB + RR B-1 V-4 B-4

Phosphate 0,04 M 7,5 uNac. BB ~<1-4 B-4 ~~-4

Il " sNac. BB P-1 P-4 P-2

" Il uNac. +BNac. BB B-1 M-4 B-4

Tris-Hel 0,4 M 7 ,5 uNac. +(3Nac. BB B-1 V-4 B-4

Tris-Hel 0, 1 M 7 ul\J a c. BB iv1- 1 B-3 M-3

Il " f3Na c BB P-1 P-4 V-2

Il Il aNac +sNac BB B-1 V-4 B-4

Il 6,75 uNac + sNac. BB B-1 V-4 B-3

Tris-Hel 0, 1 M 7,5 aNac RR M-1 M-2 B-4

" " aNac. BB B-3 8-4 M-3

" " SNac. BB P-2 P-4 V-2

" " ûNa::. + BNac. BB B-4 V-,4 B-4
Il " aN-~Ll. BB Vb-;( Vb-4 Vb-3

" " aN-pro BB Vb-2 Vb-4 Vb-2

Il " SN-pro BB P-2 P-4 -

1

,.

" Il butyrylcholi e
1iodide BB M-1 M-1 M-l

Il Il Acetvlchol i e
--

1
pe rch lora-re Br Tr . tr. tr.



4.1.2. Rôle du tampon: Deux tampons de nature et de

molarit~ différentes ont été expérimentés: un tampon phosphate <0,4M

et 0,04M) et un tampon Tris-Hd <0,4M et 0,04M). Les résultats sont

bons dans les 4 cas. Cependant lors de l 'uti 1 isation de 13naphtyl­

acétate avec le tampon phosphate 0,4M on observe une floculation gê­

nante. Comme les solutions inhibitrices sont uti 1 isées avec du tampon

Tris O,lM et que les révélations sont aussi bonnes avec un tampon Tris

0,4M qu'avec un tampon Tris 0,04M j'ai choisi d'utiliser le tampon

Tris-Hcl O,lM de pH = 7,5.

4.1.3. Rôle du substrat: Pour les analyses de routine

il fallait un substrat bon marché et révélant bien toutes les estéra­

ses. L'aNac. colore toutes les estérases dans des tons bruns et marron

l'aNbu. et l'aNpr. les colorent uniformément en vert-bronze et sont

très chers. Le 13Nac et le I3Npr. colorent les estérases en pourpre

sauf Es III qui est faiblement révélée par le premier et pas du tout

par le second. Le mélange des substrats aNac. et I3Nac. permettant de

colorer Esi et Esiii en brun alors que Esii devient violet et la dif­

férence de coloration étant plus nette qu'entre le marron et le brun

obtenus avec l'a.Nac. seul j'ai choisi d'uti 1 iser le mélange a~ac. +

I3Nac. à 1% dans~cétone. ,>

4.1.4. Rôle du réactif coloré: Le fast blue BB salt

se dissout mieux que le fast blue RR salt et colore bien toutes les

bandes. Le RR colore bien toutes les bandes, Esi et Esii en marron

et Esili en brun ce qui permet de distinguer les bandes rapides de EslIl

au niveau de Es Il. Le mélange BB + RR n'apportant pas de caractère

distinctif supplémentaire i' vaut mieux uti 1 iser BB et RR séparément.

4.1.5. Rôle de la température: La température du labo­

ratoire <20 0 à 24°) s'est révélée être la meilleure pour obtenir une

révélation ni trop rapide ni trop lente. La coloration étant obtenue

en 15 minutes <bandes faibles visibles, bandes fortes et rapprochées

encore distinctes).

4.1.6. Conclusion: Les estérases de Sardinella aurita

doivent être révélées en routine de la façon suivante

so1ution de substrat: aNac.

I3Nac.

Acétone

Tampon Tris-Hcl O,lM pH = 7,5

0,05 g

0,05 g

10 ml

Tris lM 100 ml

Hc 1 1r-1 75 ml

eau disti liée qspf 1 1itre
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solution révélatrice (15 minutes à 22°)

- Tampon Tris-Hel a.1M pH = 7,5

- solution de substrat

- BB (ou except i onne 1 1ement RR)

200 ml

8 ml

200 mg

Remarques: -On peut uti 1iser pour l'étude de Esii une solution de con­

trôle contenant du SN propionate à 1% dans l'acétate au 1ieu du mélan­

ge aNac. + SNac.

-Des doses différentes de substrats et de réactif coloré

(et en parti cul ier une diminution des concentrations) donnent de mau­

vais··résultats.

Fig. ~ - Rôle de divers facteurs dans la révélation des estérasès de

Sardinella aurita avec un tampon phosphate a.4M. De gauche à droite,

en haut: pH = 6,55 aNac BB 2- pH = 7 aNac. BB 3- pH = 7,25 aNac. BB

4- pH 7 7,75 aNac. BB 5- pH = 7 aNac. RR 6- pH = 7,25 SNac. BB 7- pH=7

BNac RR. En ba~ action du p-chloromercuribenzoate 2.10- 2M (p-CMB) et

de l'acétazolômide 10- 4M (Az) 1- p.CMB, pH = 7 aNac. RR 2- Az pH = 7,75

aNac. RR 3- Az pH = 7,75 BNac. BB 4- p. CMB pH = 7,75 aNac. RR 5- p.cMB

pH = 7,75 BNac. BB 6- p. CMB pH = 7,75 aNac. BB 7- Az pH = 7 aNac. BB.



Tableau 7 Action de quelques inhibiteurs enzymatiques sur les
3 groupes d'estérases Es 1, Es Il et Es III du sérum
de Sardinella aurita.(-:;nhibition totale; tr:; tra­
ces d'activité enzymatique; + pas d'inhibition).

INHIBITEURS Es 1 Es 1 1 Es 1 1 1 CONCLUSIONS

Dichlorvos l0- 6M tr 11- r + Es 1 et Es 1 1 sont
l0- 5M - - + des Ali esterases
10- 4M - - tr Es 1i 1 serait un ty-
l0- 3M - - - pe intermédiaire
l0- 2M - - - entre 1es Ali. E .

et les Ar. E.

P • CMB l0- 4M + + + Es 1 , Es 1 1 Es 1 1 1
5.10- 3M + + + ne sont pas des
2.10-2M + + + Arylestérases ~en

5.l0- 2M + + + accord avec
AUGUSTINSSON).

E.sé ri ne l0- 4M + + +

( .5 ulr:a +e ) 10-3M Es 1 , Es 1 1 Es 1 1 1
+ + +

l0- 2M ne sont pas des
+ + + cho 1i nestérases.

Fsét 1ne l0- 4M + + +

(salycylate)

'E::Séri ne l0- 4M + + +

Acet'azo 1a-
mide l0- 4M + + +

l0- 3M + + +

Tableau 8 Action de la température sur les '3 groupes d'esté­
rases Es 1, Es Il et Es III du sérum de Sardinella
aurita.

Température Temps Es 1 Es 1 1 Es 1 1 1

35° 30mn + + +

45° 15 mn + + +

45° 30 mn + + +

56° 15 mn + + +

56° 30 mn - + +

56° 45 mn - + tr
62° 15 mn - tr -
62° 30 mn - tr -
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4.2. ACTION DES INHIBITEURS ET DE LA TEMPERATURE (tableaux

7 et 8).

Les inh~biteurs enzymatiques employés sont: le parachloro­

mercuribenzoate de sodium, le dichlorvos, l'ésérine et l'acétazolami­

de à diverses concentrations dans du tampon Tris-Hel O,lM de pH = 7,5.

Une tranche de gel est mise à incuber 30 mn dans la solution inhibi­

trice à la température du laboratoire puis est révélée de façon clas­

sique.

4.2.1. Action du parachloromercuribenzoate de

sodium (p. CMB.)

Le p. CMB est un inhibiteur des arylestérases. Il inhibe

les acétylestérases des globules rouges humains à une concentration

de 2.10- 2M et active les butyrylestérases à une concentration pouvant

descendre jusqu'à 8.10- 5M. Il inhibe toutes les estérases du homard

à une concentration de 10- 2M (BARLOW et RIDGWAY, 1971).

Pour les estérases de sardinelle quatre concentrations de

lO-4 M à 5.l0- 2M ont été essayées et diverses solutions révélatrices

ont été employées en faisant varier tampon, pH, substrats et réactifs

colorés.

Aucune inhibition d'estérases n'a été constatée aux concen­

trations employées.

4.2.2. Action du dichlorvos (2,2 dichlorovinyldiméthyl

phosphate = vapona)

Le dichlorvos est un composé organophosphoré qui inhibe les

al iestérases et les chol inestérases. Toutes les estérases du hareng

sont inhibées pour une concentration de lO-4M et celles du homard

pour une concentration de 10-5 M.

Les estérases de sardinel les ont été soumises à des con­

centrations de dichlorvos de lO-2M à 10-6M. Pour des concentrations

supérieures à lO-4M toutes les esté rases sont inhibées. Pour une con­

centration de lO-4M le groupe d'estérases Es Illest apparent et il

devient très net pour une concentration de 10- 5M alors que les estéra­

ses des groupes Es 1 et Es Il sont inhibées. L'usage du dichlorvos

lO-5M permet de distinguer les bandes rapides de Es III normalement

"cachées" par celles de Es " .

4.2.3. Action de l'ésérine (= physostigmine)

L'ésérine est un inhibiteur des cholinestérases. Elle in:­

hibe l 'estérase du groupe V des extraits de coeur du homard à une

concentration de 10-6~~ (sulfate d'ésérine). J'ai utilisé l'ésérine

sous forme de sulfate, de salycylate et nature à des concentrations
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de 10- 4M à 10- 2M. Aucun des groupes d'estérases de S. aurita n'est

Inhibé.

4.2.4. Action du carbaryl (= sévlne'.· Employé à une

concentration de 10- 3M il inhibe partiellement Es 1 et n'a aucune

a c t ion sur Es II-et Es III.

4 • 2 • 5 • Action de l' a c é ta Z 0 1ami de :Cetin h i bite u r­

est s pé c i f i que de l' a n h y d ras e car bo n i que et n' i nh ib e aucune est é ras e

du sérum de sardlnelle.

4.2.6. Action de la température : Toujours dans 1e bu

de singulariser entre elles les nombreuses estéIases présentes dans 1

sérum de S. aurita j'ai recherché si certaines n'étaient pas plus

thormolabi les que drautres comme c'est 10 cas pour les çarboxylesté­

rases qu poisson chat (HOLMES et al ~T968'. Justeàvant d'effectuer

l'éIBctrophorèse, les sérums sont répartis en 2 tubes, l'un est mis

à incuber au ba in mar i e et l'autre reste à 1a température du 1abora­

toire. Ils migrent côte à côte au cours de l'électrophorèse et les

zymogrammes sont révélés classiquement. On constate une dénaturation

totale de Es 1 pour une incubation de 30 minutes à 56° alors que Es 1

n'est pas dénaturée et que Es .111 est enCore nette.
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PLANCHE 1

A ~ Zymogrammes des estépases de 24 sérums d~ S.aurita du lot 28 •
.,.,.'-'

En haut :,Ia première tranche du gel a été révélée en tampon Tris-Hel

pH = 7,5 avec aNac. + 8Nac. à 1% dans l'acétone comme substrat et fast

b 1ue BB comme coup leur coloré. Les 3 groupes Es!, Es',' Il et Es III sont

révélés et les phénotypes indiqués sont teux de Es 1 1 ~

En bas : 1a de u x i ème t ra n che ~ e gel, a été mis e ài fi c uber dan sun e

solution dédiçhlorvos10-:- 5M avant d'être révélée comme précédemment

Seul 'le groupe dfestérases Es III est.visible •

B - Zymogrammes. des estérases de 23 sérums de S. aurita du lot 29

(SH = sérum humain JCB). On remarque le phénotype très rare EE (la

seconde bande appartient à Es III) 1 un phénotype à troi s bandes B 1B2_D

et deux mélanges de sérums AD + BC donnant le phénotype ABCD et

BD + BD donnant le phénotype BD.

C - Electrophorégrammes et zymogrammes superposés (révélation des

estérases suivie d'une révélation générale des protéines au Noir

Amido lOB) de 19 sérums de S. aurita du lot 31 et de 5 témoins (T) du

lot 29.

En haut la deuxième tranche du gel a été coupée en 8 parties pour

tester 3 substrats et 3 inhibiteurs enzymatiques. 1. t'aN-butyrate

révèle bien Es Il et moins bien Es 1 et Es Il. 2. L'aN-propionate

révèle très bien Es Il et assez bien Es et Es 111.3. Le 8N-propio-

nate révèle bien Es Il moins bien Es 1 et pas du tout Es Ill.

4-5-6. Le sulfate d'ésérine n'inhibe pas du tout les 3 groupes d'es-

térases. 7. Le dichlorvos 10-5M inhibe Es et Es Il. 8. Le p.chloro-

mercu r i benzoate n' i nh i be aucune esté rase •



rn rn rnrn (fl (fl (fl(fl

- == - - cclai •• - ", cc = U1;1. B

2

0

BC li , t N ~ B2 C ••' SI C

- - Il cc _ S20cc \ but. '._~!. , n.,': 2

1 nn AC ~~. '" ASCCT ".N i1iIil' AD + B( tl_II, CD

U1 .. 1C" I-r'iSDT -. 1 Peep. Ill: S ,~:S, ss
AC 1. • (JI S2 D "'Je AB
BD li 1- B" BiC Gill CD

SC 11 --_ N ~IJ S2 D :, '....sc
SDT 411 -. Peep. 1', EE l,l, .w SD

AS 8. -- 10-
4

m UI AA 1:. sc
CF

U
1 _ll- ":;, UU AC ~ 1 _ _ A2B

C

E 1,.' (1)., SH.', l .'.-... BD-, 1 -.,. . 1.11" ,~ AC. 1 10 - 5M ~. on: AC J. 1" 'I! CC~ SS •. • 1 cu "~ ClI.l SIC J, . !I ... :_.1..• : 1 DO~ S2

CT

fil 1 1 l "- :.1 S2
D

.I
j
~ _ ~I ~", AS

S1

0

.'1 -.' W6M~ III BC ;. , ~".' CE

A2C 11111 t" ! "ID Il 1 co 1.,' . I~~I' cc
sc III'1" ,.i. sc l ,'1 SO

Si B2 lU l " W
5
M: un BD , • 0 • •••• : AE

BICT Wl " =:'. tli BD 1_, cc

B1B1 dl' "~" l' "II'.; B1B2-D ~' 1,.-;~.. ~ AC
< .... >. ~ 1 . '.B2 B2 CI 1 _"_ ~ ! 1 "' 0(1 • 1 BC ~' 1 _ BC

BI D •• 10-4M _ BD + Bl _
- • ~ LI__~ _B

2

D " n

-- 3: , CPBC CP 1

()



- 30 -

4.3. NATURE DES ESTERASES DE SARDINELLA AURITA

4.3.1. Groupe d'estérases Es : Ce groupe d'estérases

a la plus grande mobilité électrophorétique relative et se révèle se··

Ion une ou 2 bandes (parfois zéro) d'intensité variable. Ces bandes

occupent plusieurs positions, les plus lentes se trouvant au niveau

des bandes rapides de Es Il.

Les estérases de ce groupe sont inhibées par le dichlorvos

10-5M mais non par l'ésérine ou le p. CMB et sont dénaturées après une

incubation de 30 mn à 56°, Ce sont des ALIESTERASES thermolabi les à

rapprocher de la carboxylestérase thermolabi le de faible poids molé­

culaire décrite chez le poisson-chat Cnidoglanis megastomus par HOLMES

L'ordre de préférence des substrats pour les révélations de ces esté~

rases étant l'aN-acétate, l' aN-prop i onate pu i si' aN-butyrate on

peut 1es appe 1er ACETYL-AL 1ESTERASES thermo 1ab il es.

Ce groupe Es 1 pourrait être comparé au groupe rapide d'es­

térases du sérum du hareng décrit par NAEVDAL (bandes fl, f2, f3, ml,

m2, s). Bien que présentant un net polymorphisme il n'a pas encore été

uti 1 isé pour l'étude génétique des populations car la position des

différentes bandes est délicate à déterminer avec précision.

4.3.2. Groupe d'estérases Es Il

Ce groupe d'estérases se distingue très bien des groupes

voisins par la couleur violette dûe à la révélation utilisée (Tris

O,lM, pH = 7,5, aNac. + SNac., BB), les autres esté rases se révélant

en brun. Il apparaît sous la forme d'une ou 2 bandes (exceptionnelle-­

ment 3) d'intensité et de mobilité variables. Les bandes occupent 5

positions principales A,B,C,D,E (très rarement F) correspondant à

des vitesses de migration relative décroissantes. Les bandes les

moi ns ra p i des se t r 0 uvelO tau n j ve a u d u g r 0 upe Es III ma i s s ' en d i st i n­

guent en hydrolysant le SN-propionate (comme les isoenzymes lentes du

groupe 1 chez Homarus americanus se distinguent du groupe lien hydro­

lysant l'aN-butyrate),

Les estérases de ce groupe sont inNbées par le dichlorvos

lO-5M mais non par l'ésérine ou le p.CMB et ne sont pas dénaturées par

une incubation de 30 mn à 56°. Ce sont des ALIESTERASES thormostables

à rapprocher des carboxylestérases thermostables que l'on trouve en

forte concentration dans le sérum de quelques mammifères et du canard

Cairina moschata (HOLMES et al, 1968). L'ordre de préférence des subs­

trats pour les révélations de ces estérases étant l'aN-propionate,

aN-butyrate, aNacétate puis le ~N-propionate on peut les appeler



PROPIONYL-ALIE5TERA5E5 thermostables. Ce groupe Es Il pourrait être

comparé au groupe lent d'estérases du sérum du hareng décrit par

NAEVDAL (bandes Fl, F2, M,51, 52). Le polymorphisme très net de ce

groupe ainsi que la possibi 1ité de l'isoler de ses voisins en él imi­

nant Es 1 par la chaleur et Es III par l 'uti 1 isation de SN-propionate

comme substrat l'a fait choisir en priorité pour une étude de généti­

que des populations, On verra plus loin que ce groupe est probable­

ment déterminé génétiquement par 5 ou 6 gènes allélomorphes à un même

locus.

L 'ensemb 1e des deux groupes Es 1 et Es Il est comparab 1e

aux al iestérases du groupe 2 décrit par RIDGWAY et al dans le plasma

du hareng et qui comporte jusqu'à 7 ~andes.

4.3.3. Groupe d'estérases Es "'

Ce groupe d'estérases a une mobil ité électrophorétique plus

faible que les deux autres. Il se révèle selon plusieurs bandes: une

principale toujours très visible et lente et plusieurs autres bandes

de moins en moins visibles vers l'anode et faisant fortement penser

à la présence de sous unités migrant au niveau de Es il. Ce groupe

d'estérases n'est pas inhibé par le d'chlorvos 10- 5M ni par l'ésérine

mais ne l'est pas non plus par le p.CMB. Je le considère donc comme

étant un type intermédiaire entre les aliestérases et les arylesté­

rases ou ALI-ARYLE5TERA5E. Il se disti ngue d'ai lieurs des deux al ies­

térases précédentes par d'autres caractères: 1 est sensible à la

forme a ou B du substrat se révélant moins bien avec SNac. qu'avec

aNac. et pas du tout avec BNpr., alors qu'avec aNpr. il se révèle

très bien. " est beaucoup moins thermolabile que Es 1 et ne se colo­

re pas en violet comme Es Il. L'ordre de préférence des substrats pour

la révélation de ce groupe est: aN-propionate, aN-acétate et aN-buty­

rate, on peut donc appeler ces estérases PROPION'L-ALI-ARYLE5TERA5E5.

Ce groupe d'estérases est à rapprocher de l'aliestérase lente du plas­

ma de l langui Ile, de Erl décrit chez Fundulus heterocl itus (où l'au";"

teur n'a pas utilisé le p.CMB) et de l'arylestérase tIr Il du plasma

des mammifères qui hydrolyse les composés organophosphorés.

4.3.4. Groupesd'estérases Es IV et Es V

De faibles bandes d'estérases apparaissent parfois sur les

zymogrammes et une révélation durant toute u'l1c :luit ne les révèle pas

davantage. Celles comprises entre le groupe Es III et la Transferrine

constituent le groupe IV et celles comprises entre la '":"rahsferrine et

le réservoir constituent le groupe V.

L'emploi de butyrylcholine iodide et d'acétylcholine per­

chlorate comme substrats n'a pas permis de mieux révéler ces 2 groupes
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qui ne sont donc pas constitu(,s de pseudochol inestérases.

tes groupes Es 1, Es Il, et Es III hydrolysent faiblement le butyryl­

choline lodlde et très peu l'acétylcholine perchlorate.



B - En haut

PLANCHE 11

A - ~ymogramme des estérases de 16 sérums du Lot 31 et de S sérums

témoins n. ) On remarque l'homozygote rare EE et la bande rare F

de l 'hétérozygote CF ainsi qu'un phénotype à 3 bandes Sl S2_ D.

L'incubation d'un sérum (AS) à 56°C pendant 30 mn entraTne la

disparition de Es 1.

sé ru ms
Zymogramme des esté rases de 16 sérums du Lot 31 et de S/témoi ns

révélés avec aNac + BNac. On remarque les 2 positions possibles Al

et A2 de 1a bande A et l 'act ion de 1a température sur Es 1. Une i n­

,cubation de 15 mn à 56° n'est pas suffisante pour détruire Es 1.

En bas :

Zymogramme des estérases des 19 premiers sérums précédents

révélés avec du BN-propionate comme substrat. Seul Es Il est alors

bien révélé.

C - Zymogramme des estérases de 20 sérums du Lot 31 et de 4 témoins.

Es Il résiste à une incubation de 45 mn à 56° et de 15 mn à 62°

a 10 r s que Es iii est dé na t urè. 0 n 0 bs e r ve f ré que mm e nt une t roi s i ème

bande au niveau de C ou D.
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4.4. - ETUDE GENETIQUE DU GROUPE D'ESTERASE$Es Il

Posons comme principe que les deux stocks présumés de

sard ine Il esq~e nous essayons de déf in i r, représentent chacun une

p.o:p u 1 a t ion 0 ù n' i mp 0 rte 1e q LI e 1 des i n div i dus peu t s'a cc 0 upie'r ;' à
. - . - '_.. -" -, '

h!Jmporte quel autre sans ~horx et sans 1 imi,tation de déplace~ent et

qu' i 1 n' yan L mut a t i on, n i s-é-' ect i on a u se i n de cette pop u 1a t i on •

Dans ce cas ',8'5 proportions à l'origine de différents gènes détermi­

,nant les esté;rases se màintienn'ent de génération en génération selon

la loi de H~RD'Y-WEINBERG.

Supposons depTl.!!; C1u·eJe système d' eS,!_~rases Es 1 1 mis
" ·,l-.~ :.._._

en évi dence- par é 1ectrophqrèse dépende de 5 gènes a II é lomorphes

codolTlinants A, B, C, D, E à un seul locus. De fa.çon général.e;. le

nom b r e d e con b i nais 0,0 5 0 b t e nue s ' a v è c n al 1è 1es pris deux par deux

, "estégal à n + (n - 1 ). + (n - 2) +... + = n (n~I'~~~" et'" dan s ce cas par -

t i cu 1 i e r i 1 ex i ste 5 (5 + 1) = 15 génotypes po s ~ ib -' e,s • Les fréquences
-2-

-des gènes étant p, q, r, s, t, les fréquencesthéoriquos de ces 15

~énotypes sont les suivantes

2
,AA P

2BBq . '

CC r 2

DO s2

EE t
2

:~ ....
AB 2 pq

AC 2 pr

At 2 ps

AE 2 pt

BC 2qr CD 2 ,., 5 ' DE 2 st

BD 2. qs CE 2 rt

BE 2 qt

'. '

Analysons I:e système d'estérases Esll du lot 28 d'après

les gènes (tableau 9) et les génotypes (ou phénotypes) observés

(tableau la). Les fréquences des gènes observés permettent de calcu-
.. r

1e rie s e f f ect ifs thé 0 r i que s dé fin i s pré c é de mfno n t d'a p r ès 1a loi de

distribution de HARDX-WEINBERG. La distribution do fréquence obser­

vée pour les phénotypes du système d'estérases Es Il du lot 28 di f­

"fère·de celle calculée à partir de notre hypothèse généti.que. Pour

savoir si cElte hypothèse de travai 1 est valable, il faut rechercher

si,.. ,,' 'é car t con st a t é en t r e les d eux dis tri but ion s peu t ..:. ê t r e i mput é à

l 'échanti Iionnage ou non. Pour caractériser la9lve~gence entre les

effectifs observés (obs.) et calculés(cal.) de chaque phénoty-pe on

calcude l'écart



Tableau 9 Fréquences des gênes observés dans les lots 28, 29
et 31. L'allèle rare Es IIF du lot 31 étant groupé
avec l'allèle rare Es IlE.

Nature des gènes Lot 28 Lot 29 Lot 31

ef fect ifs f réq uerce effec- fréquerc..e effectifs fréquen-

tifs ce

Es liA 17 0,129 9 0, 11 2 20 0, 147
Es liB 34 0,257 25 0,312 49 0,360
Es II C 45 0,340 27 0,337 34 0,250
Es Il D 33 0,250 17 0,212 30 0,220
Es IlE 3 0,022 2 0,025 3 0,022

TOTAUX 132 0,998 80 0,998 136 0,999

Tableau 10 :," Distribution des divers phénotypes dans les lots 28,
29 et 31 et calcul du X2 • L'homozygote EE du lot 29 (.) n'est
pas compté dans le calcul du X2 • L'allèle rare Es 1IF étant
groupé avec Es IlE, 1e phénotype CF du lot 31 est compté avec CE.

Es 1 1 Effectifs du lot 28 Effectifs du lot 29 Effectifs du lot 31

Phéno- (ob s-ic a l )2
cal- <obs-cal)2 cal- (obs-cal)2

types obs. calculés obs. culés cal obs culés calcal

AA 1 1,09 0,01 1 0,50 0,50 3 1 ,47 1 ,59
BB 4 4,35 0,03 2 3,90 0,93 11 8,81 0,54
CC 10 7,63 0,73 6 4,90 0,25 2 4,25 1 , 19
DD 4 4, 12 0,02 1 1 ,60 0,22 4 3,29 0, 15
EE 0 0,03 0,03 1• 0,03' 38,02- 0 0,03 0,03
AB 8 4,34 3,09 2 2,81 0,23 4 7,20 1 ,42
AC 4 5,74 0,53 4 3, 15 0,23 7 5,00 0,80
AD 2 4,24 1, 18 1 1 ,80 0,36 3 4,40 0,44
AE 1 0,38 1,01 a 0,22 0,22 0 0,44 0,44
BC 7 11,53 1 , 78 9 8,75 0,01 12 12.24 0,47
BD 11 8,48 0,75 10 5,00 5,00 10 10,77 0,55
BE 0 0,77 0,77 0 0,62 0,62 1 1 ,08 0,0 l _.
CD 12 11 ,22 0,05 3 5,60 1 ,21 9 7,48 0,31
CE 2 1,01 0,97 0 0,70 0,70 2 0,75· 2,08
DE 0 0,74 0,74 0 0,40 0,40 0 0,66 0,66

TOTAUX 66 65,67 x2 : 11 ,66 40 39,98 X~10,87 68 67,88 ~1 0 ,67



quadratique (indépendant du signe) que l'on rapporte à l'effectif

théorique ce qui donne l'écart quadratique relatif (obs.-cal.)2. La

divergence entre les deux distributions de phénotypes ~~+·alors carac­

térisée par la somme de tous les écarts quadratiques relatifs que l'on

appelle x2 • Selon le nombre u de degrés de 1iberté correspondant au

nombre de différences indépendantes qui entrent dans le calcul du x2 ,

PEARSON a établ i des tables de la distribution du x2 correspondant

aux coefficients de sécurité de 95 et 99 % et toute hypothèse testée

par le x2 et ayant un x2 supérieur à la valeur limite donnée par les

tables doit être considérée comme fausse. Dans le cas présent le x2

trouvé permet de considérer notre hypothèse de travai 1 comme plausi­

ble à savoir que le groupe d'isoenzymes Es Il du lot 28 mis en évi­

dence par électrophorèse est contrôlé génétiquement par 5 ;:}llèles co­

dominants à un seul locus dans le lot étudié, prélevé dans une popu­

lation répondant au principe énoncé plus haut.

Les différentes bandes mises en évidence par électrophorèse

et correspondant au système d'estérase Es lise révèlent avec d~s

Intensités vôrlables qui traduisent très probablement un caractère

.~uantitatif. Les bandes des homozygotes sont généralement plus larges

et leur coloration est plus intense que celles des hétérozygotes. Ce

·caractère quantitatif pourrait traduire des activités différentes

selon les isoenzymes envisagétrJet mériterait d'être étudié par la

.Siu.1, te.

~b ~ême analyse a été effectuée pour le lot 29 et là encore l 'hypo-
-:-

1""'~~Ht' génétique avancée n'a pas été infirmée. Pourtant il faut signa-

1er que sur 1es 4 0 i ndiv i dus é t ud i é si' un ale phénotype homozygote EE

qui do l t j ê t r e considéré comme très rare puisque la fréquence du gène

Es t lE pour ce lot est de 0,025. L'analyse électrophorétique a été

tépétée plusieurs fois et chaque fois une seule bande E d'intensité

moyenne e été détectée. Peut-être s'agit-i 1 d'un hétérozygote EX

(X & A ou 8 ou C ou Q) dont la deuxième bande serait trop faible pour
1

4tre vlslble.Pours'en',tenir aux conditions d'expérience, il faut

~~cepter cet homozygote EE mais le rejeter d'une distribution de fré­

q~ence des phénotypes portant sur 40 individus seulement en considé­

ration de sa très faible probabi 1 ité d'apparition sous !a dépendance

.d'un gène dont la fréquence est de 0,025. Ceci nous est d'ai lieurs

confirmé par le fait que sur 104 individus (lot 28 + lot 31) e y a nr

une fréquence du gène Es IlE identique ie phénotype EE n'a pas été

trouvé.

Pour le lot 31 une sixième be nde appelée F a été observée chez

'un hétérozygote (CF). Cette bande a une mobil ité relative très lente

-et migre moins loin que la ban r e la plus lente du groupe Il!. Elle
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se révèle en violet, est inhibée par le dichlorvos et révélée par le

8N-propionate ôe qui ne laisse aucun doute sur son appartenance au

groupe Es Il Il Y aurait donc, jusqu'à présent, 6 gènes allélomorphes

possibles au locus déterminant le groupe Es Il. Les fréquences des

allèles Es II F et Es IlE étant-très faibles, ces deux gènes ont été

réunis dans les calculs.

En conclusion les tests de conformité (x 2 ) pour les distributions _

observées dans 1es lots 28, 29 et 3', n' i nf 1rment pas l' hypothèse de

travail selon laquelle le groupe d'isoenzymes Es Il de Sardinella

aurita est controlé génétlguement par 5 (+1) allèles codominants à un

seul locus.

Remarque: Pour les lots 29 et 31 des éléments nouveaux par rapport

au lot 28 ont été observés.

1° La bande A occupe deux niveaux différents très rapprochés

Al ou A2 selon qu'elle est plus ou moins rapide.

0122 ~a bande S occupe 3 niveaux différents S , S, S , la bande

S de 1 'homozygote s'étendant presque toujours des niveaux Sl à S2

alors que chez les hétérozygotes on observe Sl, S ou S2 avec parfois

S'S2 .. /1 semble donc que Es Ils puisse donner 1ieu à la formation de
,

bandes hybrides à l'état hétérozygote.

3° Souvent une troisième bande presque toujours faible est

visible au niveau de C ou D. Il s'agit soit de bandes du groupe Es III

dont l'indétermination subsiste du fait que le dJ.chlorvos n'est pas

employé systématiquement (en effet une telle bande supplémentaire est

parfois présente pour un phénotype homozygote) soit d'une bande hybri-

de dans le cas des hétérozygotes Cf
l'ti f\1.. A' l4"'-A 1 J,.

Fig. 3 - Différents niveaux de la bande A chez 3 homozygotes (A'A',

A2 A2 , A1A
1 ) et 2 hétérozygotes (A 2S et A1D) du lot 31. Présence de la

bande F chez 1'hétérozygote CF. Cette bande ne fait pas partie de

Es IlIcomme on peut le voir après incubation dans le dichlorvos 10- 5M

des 5 derniers sérums.



Tableau 11: Test d'hétérogénéité entre les lots 29 et 31
pêchés en Octobre 1971. Le x2 obtenu (X2 2 9 + X2 3 1 )
est égal à 14,90.

LOTS 29 et 31 LOT 29 LOT 31

Phéno- l
Effectifs Effect 1fs

types
(ob s.-ca 1'> 2effecti fs Pourcentage ca 1. Obs. ca 1. Ob s, (ob s.-ca b)

ca 1. ca 1· '.-

AA 4 3,70 1 ,48 1 0, 15 2,51 3 0,09.:
BB 13 12,03 4 ,81 2 1,64 8,18 11 o 97'•CC 8 7,40 2,96 6 3, 12 5,03 2 1 ,82
DD 5 4,62 1 ,84 1 0,38 3, 14 4 0,23

! EE 1 0,92 0,36 1 1 , 14 0,62 0 0,62
AB 6 5,55 2,22 2 0,02 3,77 4 0,01
AC 11 10,18 4,07 4 0, 12 6,92 7 0,09
AD 4 3,70 . 1 ,48 1 0,15 2 , 5 1 3 0,09
AE 0 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0 0,00
BC 21 19,44 7,77 9 0, 19 13,21 12 0, 1 1
BD 20 18 ,51 7,40 10 0,91 12,58 10 0,53
BE 1 0,92 0,36 0 0,36 0,62 1 0,23
CD 12 11 , 1 1 4,44 3 0,47 7,55 9 0,27 1

CE 2 1 ,85 0,74 0 0,74 1 ,25 2 0,45,
DE 0 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0 0,00'

TOTAUX 108 99,93 39,93 40 X2=9,39 67,89 68 x2 =5 , 5 1 .
29 31

• t '."
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4.5- LE GROUPE D'ESTERASES Es II COMME MOYEN D'ETUDE DES

POPULATIONS DE SARDINELLA AURITA.

Le but étant de comparer les S. aurita péchées en Juin

<Lot 28) à celles péchées en Octobre (Lots 29 et 31) il faut s'assurer

par un test d'hétérogénéité que les deux lots 29 et 31 péchés à 7

jours d'intervalle dans la même région ne sont pas issus de popula­

tions différentes. Ensuite il est alors possible de grouper les phé­

notypes observés des lots 29 et 31 pour calculer les fréquences des

différents gènes. Le tableau 11 rend compte du calcul du X2 servant à

tester si les lots 29 et 31 (qui sont deux échantillons indépendants

supposés appartenir à une même population) sont différents. Pour un

x2 de 14.90 (et u = 13) le test n'est pas significatif

et ne permet pas de dire que les lots 29-et 31 sont

issus de populations différentes, Les résultats du tableau 9 peuvent

donc être présentés de la façon suivante (tableau 12).

Tableau 12 - Fréquence des gènes observés dans les lots 28 et 29+31

L'allèle rare Es II F étant groupé avec l'allèle rare Es IlE

S . aurita de Juin S. aurita d'Octo-
(Lot 28) bre (Lots 29 + 31)

Nature des gènes
effectifs fréquence effectif s fréquence

Es liA 17 0,129 29 0,134
Es Il B 34 0,257 74 0,342
Es Il C 45 0,340 61 0,282
Es Il D 33 0,250 47 0,217
Es IlE 3 0,022 5 0,023

Totaux 132 0,998 216 0,998

Pour pouvo i r comparer entre elles 1es diverses fréquences des gènes
observéespour les sardinelles de Juin et celles d'Octobre il faut cal­
culer leurs intervalles de confiance. Ces intervalles ont été calculés
pour un coefficient de sécurité de 95 % avec la formule f+2 1 f (l-f)
où f est la fréquence considérée, et n le nombre total de-gènes. h
L'allèle rare Es II E+F n'est pas uti 1isé, sa fréquence étant trop
faible pour donner un intervalle de confiance suffisamment petit. Le
tableau 13 donne les résultats obtenus,"
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Tableau 13 : Estimation et intervalles de confiance des fréquences

des gènes Es 1 IA,B,C,O pour un coefficient de sécurité de 95%.

Nature des gènes
S • aurita de Juin S • aurita d'Octobre

Lot 28 Lots 29 + 31

Es liA 0, C14 < 0,129 < 0,18 0,08 < 0,134 < 0, 18
Es liB 0, 18 < 0,257 < 0,33 0,28 < 0,342 < 0,41
Es Il C 0,26 < 0,340 < 0,42 0,20 < 0,282 < 0,34
Es 11

0 0, 18 < 0,250 < 0,32 0, 16 < 0,217 < 0,27

On constateqJel9S fréquences trouvées pour les gènes Es liB et Es II
C

sont différentes pour les sardinelles de Juin et celles d'Octobre,

mais que leurs intervalles de confiance se recouvrent en partie.

Se u 1 un é cha nt i 1 Ion na g e plu simp0 r tan t (a u mo i ns pou rie s sa rd i ne Ile s

de Juin) permettrait d'approcher les valeurs réelles des fréquences

des gènes puis de réduire l'intervalle de confiance. Par exemple pour

Es liB la fréquence trouvée pour le lot 29 de 40 individus est de

0,312 mais devient 0,342 pour 108 individus (lot 29 + lot 31), l'in­

tervalle de confiance se réduisant de 0,21 - 0,43 à 0,28 - 0,41.

En conclusion il n'est pas possible de dire avec le nombre d'ée~6n­

ti lions étudiés jusqu'à présent si les Sardinella aurita péchées en

Juin n'appartiennent pas à la même population que les Sardinella

aurita péchées en Octobre.
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