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Summary : BIOSYSTEMATIC ANALYSIS OF TWO TELEOSTAN POPULA-
TIONS (SARDINA PILCHARDUS) AND Ot
(PERODERMA CYLINDRICUM) ALONG TUNISIAN COASTS

I'HEIR PARASITE COPEPODES

A genetic analysis realized, on Tunisian coasts, within and bet-
ween two populations of a Teleostean (Sardina pilchardus) on one
hand, and two populations of their parasitic Copepods
[Peroderma cylindricum) on the other hand, reveal that: (I) the 14
loci analysed are monomorphic in the Teleostean populations; (ll)
3 loci among 13 investigated are polymorphic in the Copepod
populations. Statisfical tests from deviations of Hardy-Weinberg
equilibrium and genotypic homogeneity show the existence of
strong gene flows within and between Copepod populations.
Thus, it seems that the Teleostean (Sardina pilchardus) and the
Copepod (Peroderma cylindricum) constitute, at least on Tunisian
coasts, two homogeneous taxinomic units.
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INTRODUCTION
es Clupéidés constituent une proportion impor-
tante des Téléostéens capturés sur le littoral
tunisien. Dans cette famille, la sardine [Sardina

pilchardus (Walbaum, 1792)], est fréquemment para-

sitée par un copépode Peroderma cylindricum

(Heller, 1865), la famille

Pennellidae, qui se fixe au niveau du rein de I'hote

(Raibaut er al., 1971; Ktari et Abdelmouleh, 1980;

Kabata, 1984). Lanalyse des caractéristiques du para-

sitisme des sardines (prévalence et intensit¢) par

Peroderma cylindricum montre, en Tunisie, une forte

variabilité en fonction des sites de prélévement (Ben

appartenant a des

Hassine et al., 1990). En effet, si la prévalence parasi-
taire est comprise entre 27 et 37 % sur la cOte septen-
trionale, elle chute brutalement des le passage sur la
facade maritime Est; les plus faibles prévalences (3 a
4 %) sont observées dans la région de Sfax. Par
ailleurs, sur la base de caractéristiques méristiques et
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Résumé :

Une analyse génétique du polymorphisme de génes de structure
(isoenzymes) effectuée sur les cotes tunisiennes, dans et entre deux
populations de Téléostéens (Sardina pilchardus) d’une part, et deux
populations de leurs copépodes parasites (Peroderma cylindricum)
d'autre part, révéle ['existence: (I] d'un monomorphisme chez les
Téléostéens au niveau des 14 loci analysés; (ll] de 3 loci poly-
morphes parmi 13 étudiés chez les Copépodes. les tests de confor-
mité intra-populations a la loi de Hardy-Weinberg et d’homogénéité
génotypique interpopulations montrent la présence de flux géniques
dans et enfre ces deux populations de Copépodes. Ainsi, sur les
cétes tunisiennes, il semble que le Téléostéen Sardina pilchardus ef
le Copépode Peroderma cylindricum appartiennent & deux unités
taxinomiques homogénes

MOTS CLES : biodiversité. isoenzymes. Téléostéens. Crustacés. parasitisme.

morphométriques, Kartas (1981) signale la présence,
entre la cOte septentrionale et la cote Est, de deux
stocks différenciés de sardines. Les divergences
observées, tant sur les parametres intrinseques (mor-
phométrie), qu'extrinseques (parasitisme) seraient-
elles le reflet de l'existence de deux entités géne-
tiques de sardines et/ou de parasites? Pour tenter
drapporter un ¢lément de réponse a cette question,
nous avons mené une analyse parallele de biosyste-
matique entre deux ¢chantillons de sardines d'une
part, et de leurs parasites respectifs (Copc¢podes)
drautre part. En effet, les parasites représentent sou-
vent, de par les liens évolutifs étroits qu'ils ont avec
leurs hotes (spécificité parasitaire), d'excellents mar-
queurs biologiques apportant des ¢léments d’informa-
tion primordiaux sur I'écologie et la biologie des
hotes (Le Brun et al., 1990; Renaud et al., 1990; Tirard
et al., 1992).

MATERIEL ET METHODES

PROVENANCE DU MATERIEL ET CONSERVATION DES
TISSUS

‘échantillonnage des hotes (Sardina pilchar-
dus) et des parasites (Peroderma cylindricuum)
a été effectu¢ dans deux stations des cotes
tunisiennes : cote septentrionale (Bizerte) et facade
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maritime Est (Sousse) (Fig. 1). Dans chacune des sta-  sur leur hote et conservés de la méme maniere. Nous
tions, des le retour des bateaux de péche, le foie et le  avons pu ainsi récolter 26 Peroderma dans la région
muscle de 30 sardines ont ¢t¢ préleves et conservés — de Bizerte et 30 dans celle de Sousse. Au laboratoire,
individuellement dans des containers contenant de  I'ensemble de ces tissus est conservé au congélateur a
I'azote liquide. Les Copépodes parasites sont prélevés  -80°C jusqu’a la réalisation des €lectrophoreses.

Fig. 1. = Sites de prélévements des hotes et de leurs parasites sur les cotes tunisiennes.
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ELECTROPHORESES

Nous avons utilisé la méthode d’électrophorese de
protéines homologues (isoenzymes), telle que décrite
par Pasteur et al. (1984). Elle consiste a interpréter
génétiquement le polymorphisme observé apres
séparation é€lectrophorétique des protéines en fonc-
tion de leur charge électrique globale et révélation
histochimique des activités enzymatiques spécifiques.
Le grand avantage de cette méthodologie est de per-
mettre une interprétation directe des structures géno-
typiques sous-jacentes aux phénotypes observés. En
effet, les alleles des geénes codant pour ces protéines
¢tant co-dominants, les différents phénotypes obser-
vés correspondent a différents génotypes.

Les hotes : chaque organe (foie, muscle) est homogé-
néis¢ volume pour volume dans une solution de
broyat (10 mM Tris-EDTA, pH 6.8). Quelques gouttes
de tétrachlorure de carbone (CCl4) sont ajoutées au
moment de l'extraction des protéines du foie; ce
composant permet ainsi d’¢liminer les lipides qui
géneraient la migration électrophorétique. Durant 30
minutes, les extraits sont ensuite centrifugés a 15 000
t/mn a une température de 4°C. Les migrations élec-
trophorétiques et les colorations sont réalisées selon
les protocoles décrits par Pasteur et al. (1984) et
Richardson et al. (1986). Nous avons pu ainsi analy-
ser et interpréter génétiquement 11 systemes enzyma-
tiques : phosphoglucomutase (PGM; E.C. 5.4.2.2);
phosphogluconatedéshydrogénase (PGD; E.C.
1.1.1.44); lactate déshydrogénase (LDH; E.C. 1.1.1.27);
‘malic” enzyme (ME; E.C. 1.1.1.38); phosphatase acide
(ACP; E.C. 3.1.3.2); créatine kinase (CK; E.C. 2.7.3.2);
adénylate kinase (AK; E.C. 2.7.4.3); malate déshydro-
génase (MDH; E.C. 1.1.1.37); glucose phosphate iso-
m¢rase (GPI; E.C. 5.3.1.9); peptidase 2 (PEP1; E.C.
3.4.11.4; substrat LEU-GLY-GLY); fumarase (FUM;
E.C. 4.2.1.2). A partir des ces 11 systémes, nous avons
pu étudier I'expression de 14 genes de structure
codant pour des enzymes. En effet, les systemes glu-
cose phosphate isomérase (GPI; E.C. 5.3.1.9), lactate
déshydrogénase (LDH; E.C. 1.1.1.27) et malate déshy-
drogénase (MDH; E.C. 1.1.1.37) révélent chacun
'existence de deux loci distincts, un au niveau du
foie et un au niveau du muscle.

Les parasites : chaque parasite est broyé dans 200 pl de
la solution de broyat (10 mM Tris-EDTA pH 0.8). Les
extraits sont centrifugés durant 5 minutes a 10 000 t/mn
et 4°C. Les protocoles d'é¢lectrophorese et de colora-
tions histochimiques sont identiques a ceux des hotes.
Pour s'affranchir d'une éventuelle “pollution” due a du
sang hote ingéré par le parasite, un extrait de tissu hote
est systématiquement placé dans chaque gel d'analyse
des parasites. Les loci ainsi mis en évidence sont donc
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propres aux parasites. 11 systémes enzymatiques sont
révélés et interprétés génétiquement: phosphoglucomu-
tase (PGM; E.C. 5.4.2.2); phosphogluconatedéshydrogé-
nase (PGD; E.C. 1.1.1.44); phosphatase acide (ACP;
E.C. 3.1.3.2); adénylate kinase (AK; E.C. 2.7.4.3); malate
déshydrogénase (MDH; E.C. 1.1.1.37); glucose phos-
phate isomérase (GPI; E.C. 5.3.1.9); peptidase 1 (PEP1;
E.C. 3.4.13.18; substrat VAL-LEU); peptidase 2 (PEP2;
E.C. 3.4.11.4; substrat LEU-GLY-GLY); peptidase 3
(PEP3; E.C. 3.4.13.9; substrat PHE-PRO); aspartate
amino transférase (AAT; E.C. 2.6.1.10); mannose phos-
phate isomérase (MPI; E.C. 5.3.1.8). Ces 11 systemes
révelent lactivité de 13 genes de structure. En effet, les
systemes phosphogluconatedéshydrogénase (PGD;
E.C.1.1.1.44) et peptidase 1 (PEP1; E.C. 3.4.13.18; subs-
trat VAL-LEU) présentent chacun deux loci différents.

ANALYSES STATISTIQUES

Les conformités a la loi de Hardy-Weinberg intra-
populations et a 'homogénéité génotypique inter-
populations sont analysées par la méthode exacte de
Fisher (Scherrer, 1984). Ce test qui fournit la probabi-
lité exacte doit étre choisi par rapport a tout autre sta-
tistique, car il est indépendant de la distribution des
données et de l'effectif des classes.

RESULTATS

opulations hoétes : I'ensemble des locus analy-

sés dans les deux échantillons hotes se sont

révélés monomorphes pour les mémes alleles.
Aucune différenciation allelique n’a donc pu étre
mise en évidence entre les sardines de la facade nord
et de la facade est des coOtes tunisiennes.
Populations parasites: sur les 13 loci analysés, 3
(PGD, MDH et PEP 2) sont polymorphes dans les
deux stations. Ils présentent chacun deux alleles dont
les fréquences respectives sont présentées dans le
tableau L.
Les tests de conformité a la loi de Hardy-Weinberg
montrent que, dans les deux échantillons et pour
chaque locus, les distributions observées des géno-
types ne s'écartent pas significativement des distribu-
tions attendues sous I'hypothese d’équilibre. Les
probabilités exactes sont respectivement a Bizerte et
Sousse: locus PGD (P = 0,68 et 0,46); locus MDH (P =
1,00 et 1,00) et locus PEP2 (P = 1,00 et 0,55).

Le test de comparaison des distributions alleliques, au
niveau des trois loci, entre les deux échantillons
révele lexistence d’'une homogénéité génétique entre
les populations de Bizerte et de Sousse (P = 0,20
pour le locus PGD; P = 0,77 pour le locus MDH et P
= 0,81 pour le locus PEP2).
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Locus BIZERTE (Fig.1) SOUSSE (Fig.1)
PGD
fréquence allele a 0,44 0,57
fréquence allele b 0,56 0,43
MDH
fréequence allele a 0,86 0,90
fréequence allele b 0,14 0,10
PEP2
fréequence allele a 0,21 0,18
fréequence allele b 0,79 0,82

Tableau 1.

DISCUSSION

| n'existe pas de différenciation génétique, du

moins au niveau des loci analysés lors de cette

étude, des populations hotes (sardines) d'une part
et parasites (copépodes) d'autre part entre les sites de
Bizerte et Sousse. Ainsi, sur la base de nos résultats,
nous pouvons conclure que, sur les cotes tunisiennes,
la sardine (Sardina pilchardus) et son copépode para-
site (Peroderma cylindricum) semblent respectivement
appartenir a une seule et méme entité génétique, c’est
a dire un seul et méme taxon. Les différences de préva-
lence et d’intensité parasitaires observées entre ces
deux sites géographiques par Ben Hassine et al. (1990)
ne semblent donc pas corrélées a des caractéristiques
intrinseques (génétiques) des populations hotes ou
parasites comme cela a pu étre montré chez le copé-
pode Lernaeocera lusci parasite de Trisopterus luscus
entre les cotes atlantiques et méditerranéennes fran-
caises (Tirard et al., 1992). Les divergences morphomé-
triques et meéristiques signalées par Kartas (1981), chez
les sardines tunisiennes, peuvent étre le reflet d’'une
structuration génétique locale que nous n’aurions pas
pu mettre en évidence a l'aide des marqueurs géné-
tiques étudiés au cours de cette étude. Cependant,
I'absence de différenciation des structures génoty-
piques entre les deux populations de parasites suggere
quant a elle l'existence de flux géniques symboles de
I'homogénéisation qui doit également avoir lieu chez
les hotes porteurs de ces parasites. Ainsi, sachant que
ces parasites possedent un cycle hétéroxeéne a deux
hotes, nous pensons que les différences des parametres
du parasitisme entre les deux zones doivent trouver
leur origine dans I’écologie du premier hote ou a lieu
la reproduction du parasite. Il devient donc maintenant
nécessaire d'entreprendre des études sur la biologie
des populations de cet hote pour mieux cerner les
parametres épidémiologiques de cette parasitose.
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