VARIABILITE ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES
NON ENZYMATIQUES : CAS DES PROTEINES SOLUBLES
DU NOYAU DU CRISTALLIN DE LA SARDINE DU MAROC

® 0 , 0 ¥

M. ETTALIBI , R. BIAZ, H. BELVEZE ET A. BELEMLIH

# Institut Agronomigue et Vétérinaire HASSAN II RABAT
¢ Institut des Pé&ches Maritimes - CASABLANCA

" C'est Lui qui a mis £a men A votre service
pour que vous en reliriez une chain fraiche et fes foyaux
dont vous vous parez. Tu vois Les vaisseaux gendne Les va-
gues poun que vous partiez a fa necherche de ses8 biengaits.
Peut-etne 4%(.22 vous neconnaissants "

SOURATE DES ABEILLES, LE CORAN

Les causes 4* hétérogéneite moléculaire des protéines non enzymathues
sont nombreuses. Nous pouvons citer entre autres :

-~ la perturbation de la lecture de 1l'information génétique avec duplication
et reassortiments aldatoires des bases nucléiques (ex.délétions, substitutions,
additich.:ss.), 1'hétérogénéité de la copule glucidique quand elle existe, la va-
riabilité ‘dans les crictitutions sur résidus &'amino-acides ex. Acétylation,
amidation, PhosPhorylation,:sulfatation.l.),..'Ceci au cours de la Biosynthése,

~ et la fixation de ligands, la desamidatidn; le clivage et ou la perte
d'amino~acides ou de résidus glucidiques, la dlfférenciat;on a* alléles, la thermo-
sensibilité... aprds cette biosynthése.

Par contre, les moyens de détection de cette variabilité des protéines
non enzymatiques (Protéines de structure) protéines de transport...) sont trés
limités. A l'heure actuelle, pour des raisons de simplicité et de cofit relative-
ment peu élevé, l'électrophorése en gel de polyacrylamide semble donner la meil-
leure approche.

De nombreux travaux ayant trait a la génétiquerdes populations et a
1'élucidation du mécanisme de 1l'évolution moléculaire et biclogique ont utilisé
1'électrophorése en gel de polyacrylamide.

En ce gui nous concerne, le probléme de l'identification des populations
de sardine sur la cSte marocaine ayant retenu notre attention tant sur le plan
biclogique que sur le plan &conomigue nous nous sommes attelés & 1l'élucider au
moyen de cette méthode. ' '

.1, METHODOLOGIE

Auparavant, plusieurs méthodes d'identification des populations de sardi-
nes ont été utilisées. Parmi elles, nous pouvons citer entre autres : 3

- les technigues biométriques (1)
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- le marquage (2) pout 1'étude du trajet, de l'époque et des causes de migra-
tion du peoisson, £

- les méthodes biostatistiques (taux de croissance et de mortalité naturelle,
prise par unité d'effort). Ce dernier paramétre est proportionnel & la densité du
poisson dans l'aire de pfche (3)

- et les techniques acoustiques (étude de la distribution géographigue des sar-
dines entre Tanger et Cap Juby non loin 4'EL AYOUN (4) '

Malheureusement, toutes ces techniqﬁes se basant la plupart des cas sur
des critéres morphologiques donc phénotypiques, aboutissent & des résultats diffici-
lement comparables et voire méme parfois contradictoires (5).

Partant du fait gque la présence de deux ou plusieurs formes multiples (cas
des enzymes) ou de formes discontinues au sein d'une m&me espéce est un critére d'hé-
térogénéité caractérisé par des différences au niveau de la structure primaire (6)

(7} (8) nous avons émis 1l'hypothése suivante

le caractére amphoté@re des protéines leur permet d'é&tre negbiles dans un champ &lec-
trique. Dans des conditions déterminées de pH, de force ionique, de température, de
champ électrique et de temps de migration, une protéine donnée migrera toujours de
la méme fagon. De ce fait les protéines obtenues & partir d'un matériel biologique
{organe, tissu...) vont migrer & des vitesses variables selon leurs charges nettes.
Or, pour une population de grande taille constituée par un ensemble d'individus
d'une m@me espéce vivant en panmixie dans un m&me milieu, les fréquences géniques
correspondant & crllesn des différents phénotypes pour un locus donné et les fréquen-
ces génotypiques ne varient pas d'une génération & l'autre, 'Cet équilibre survient en
1'absence de migrations (changement du milieu environnant) de mutations et de sélec-
tion. En fait, les mutations intervenant & chaque génération sont &liminées par la
sélection naturelle, Toutefois on peut penser qu'un certain nombre de mutations é&chap-
pent & cette loi. Il en résulte un maintien de la variabilité d'ol l'apparition d'hé-
térogénéité dans la population initiale. De plus, la sélection peut favoriser hon pas
la souche sauvage mais l'hétérozygete. Comme elle peut donner l'avantage au génotype
rare, un certain égquilibre sfétablit.

Par ailleurs, le milieu environnant joue &galement son rdle. Variable dans
l'espace et le temps, l'environnement favorise certains génotypes au détriment d'au-
tres dans certains conditions.

D'oli en tenant compte de ces considérations, si les électrophorégrammes de
protéines sont identiques on pourra dire que la population est homogéne. Inversement,
si les modéles électrophorétiques sont différents on dira que la population est hété-
rogéne et qu'il y a eu interpénétration entre deux ou plusieurs populations homogénes
au préalable.

Partant de l'hypothése précédente, nous avons effectué l'identification des
populations de sardines sur la cbte marocaine par &lectrophorése sur gel de polyacry-
lamide du noyau du cristallin,

Les protéines structurales du noyau du cristallin ont l'avantage d'8tre
stables au cours de la vie du poisson (9). Les protéines étudiées concernent la pres-
que totalité des protéines solubles dans l'eau et le chlorure de sodium. La techniqu=z
employée est celle de BONNET et PICHOT {10).
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A la lumiére des données biologiques émanant en partie de 1'Institut
des péches maritimes de Casablanca, ncus avons choisi et étudié quatre zones de
péche : Al-Hoceima, Casablanca, Agadir et Tan-Tan avec respectivement 24, 36, 61
et 65 €chantillons.

Les gels constitués uniquement par le support de séparation sont pré-
parés suivant la technique de ETTALIBRI (11}. Ces gels de 8 cm de long sont cons-
titués par 7,5% d'Acrylamide. Sur chaque gel, est déposé un échantillon de 300 .
microgrammes de prctéines, dosées par la nméthode de LOWRY et Al (12). La charge,
contenant également une goutte de bleu de Bromophénol & 0O,005%, est recouverte -
par une goutte de Glycérol pur. Aprés avelir homogéneisé avec soin le dépdt. on
precéde & la mise en place d'une sclution tampon TRIS hydroxyméthyl amino-métha-
ne 0,02 M-Glycine 0,01 M pH9,2. L'électrophorése est démarrée a 1,5 m A par gel
pendant 15 minutes puis 6 m A par gel pendant deux heures environ dans une cuve
Gilson Gelphor & refroidissement par circulation d'eau froide. Les gels sont '
ensuite colorés au noir amido 10 B (13). L'excés de colorant est éliminé par
électrophorése transvercale dans un appareil du type Pharmacia & l'aide 4'un
mélange Acide acétique/Méthanol fH20 (7/5/100 v/V).

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Pour les différents lots, les électrophorégrammes, que nous avons cbte-
nu par densitométrie, sont généralement représentés par 7 bandes dont 3 disques
cathodiques principaux et un disgue anodigue important. Corme le montre la figure 1.
la présence de bandes secondaires est notée. Ainsi la bande 4 est en fait composée
de 2 & 3 bandes secondaires,

Figure 1. ELECTROPHOREGREMMES , INTENSITE (% d'aire) |
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Pour chaque €lectrophorégramme nous avons calculé la moyenne des pour-
centages d'aire:des différentes fractions ou bandes protelques numérotées de 1

a4 7 comee le montre le tableau 1 suivant :

Gf1gine < Fraction | T T - | j
des lots o i 2. 4 3 4 5 6 i 7 ds5/a2
a n échan-
ltillons l
AL-HOCEIMA W 6,36 | 24,19 | 17,58 28,70 15,65 |5,19 {0,73 | 6,53 + 1,52
n = 24 4 + |+ + + + 1+ -

1,34 | 2,78 | 1,52 3,30 | 0,97 | 1,35 0,83
CASABLANCA 7,84 25,99 | 13,82 19,04 T17,85 6,21 [ 3,22 16,60 + 0,32
n = 36 + o+ + + + |+ 4 L R

2,10 | 1,93 E 6,86! 3,77 J-1,44 0,63 | 1,32
AGADIR 11,41,| 23,52 | 17,42} 25,23 |13,76 | 6,76 | 1,57 | 5,38 + 0,32
n = 61 + + 1+ + I+ + o+ | -

1738 | 1729 ! o,88] 2767 | 1,34 | 0,50 |0,68 !

ot | 5 s g

TAN-TAN 13,20 25,59_[13,85’ 21,06 T13 59 (5,20¢2,5 !5,66 + 0,36
n = 65 - + ! . | + s ] -
1 1748 | 17511717387 2741 | 0,97 | 0,92 | 0,52
f ! ; x ] ' iy i 1

Tableau 1. Moyenne des pourcentages d'aires de différentes fractions
protéigues pour des lots de n échantillons avec un risque
de 5% et de la mobilité électrophorétique relative de la
bande 5 par rapport & la bande 2 (45/42).

Sur ce méme tableau nous indiquons également la mcbilité électrophoré-
tique relative {35/42) de la fraction anodique n°® 5 (qui est unique) par rapport
4 la fraction cathodique n® 2. Cette dernié&re est non seulement la plus importan-
te mais en plus, elle semble &tre invariable dans tous les lots.

La comparaison des échantillons én tenant compte de l'interaction bandes-
régions nous améne & effectuer une analyse de
sification (14)., Les tables nous donnent pour
valeurs théoriques suivantes pour la variable

Fo,05
Fo,99
Fo,999=

Les valeurs statistiques obtenues &

sont présentées dans le tableau 2.

2,1 pour un risque
_2,80 pour un risque

3,74 pour un risque

i

la variance & deux critéres de clas-
un degré de liberté maximum les
F

5 %
1 %
0,1t %

partir de nos données expérimentales
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Interactions ‘Variable Interprétation “‘]
ndes-Régions £ obtenue
ideux & deux |
: _!._ -
Casahlanca i 52,50 £) FO,999
Tan-Tan Trés hautement significative
Al-Hoceima N £) ¥0,999
Casablanca 11,02 Tres hautement significative
Agadir i f} FO,999
Casablanca ! 10,41 Trés hautement significative
. |
|
 |Agadir O £) F0,999
\1gan—Tan | 9,18 Trés hautement significative
Al-HocelIma | £ FO,999
Tan-Tan ! 9,04 Trés hautement-significative
;‘
Agadir | 3,07 FO, 999) £ 70,09
{2l~Hocelma 5 Hautéement significative

Takbleau 2. Analyse de Ia variance a deux critéres de classifica-
tion.

Le tableau 2 précédent indique que les lots, provenant de zdnes de
péche géographiguement voire méme écologiguement différentes, sont-comparés
deux a deux - totalement différents.

" Par ailleurs, la comparaison des électrophorégrammes au niveau d'une
bande protéique donnée ou du rapport des mobilités électrophorétiques de deux
fractions protéiques importantes 45/d5, nous met en présence d'une analyse de

la variance &8 un critére de classification.

Le traitement des Gohantillons s'opére avec un degré de liberté D.D.L 3
et 182. Les tables (14) nous donnent dans ces conditions les valeurs théoriques
suivantes pour la variable F

F0,95 = 2,66 pour un risqgue de 5 %
PI0,99 = 3,90 pour un risque de 1 %
F0,999 = 5,68 pour un risque de 0,1 %
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iCritére de variation- |f obtenue Interprétation
1 . i .

Bande protéique n° 1 | 9,48 £> Fo,999 i
77 ¢ | -trés hautement significative.
Bande protéique n° 2 | 2,05 | £<%0,95
’ - non. significative
Bande protéique n® 3 3,06 f)’FO,QS
' ¥ - -| -significative
Bande protéique n°® 4 6,31 £> Fo,999 |
' S e trés hautement significatibe
35 - 5 MF
Bande protéigue n® 5 9,80 £ 0,999
' ' o 1 trés hautement significative
Bande protéigue n® 6 3,83 £ Fo,05 _
7 - significative |
: : e e
Rande protéique n® 7 5,57 f) 0,99 :
’ ) hautement significative
RAPPORT d5/d2 7,56 £> Fo,999
i _j trés hautement significative
Tableau 3. Analyse de la variance a un seul critére de classifi-~

cation.

Comme le montre le tableau 3, l'analyse de la variance & un seul cri-
tére de classification nous permet de dire pour les gquatre lots que les bandes
protéiques n® 1, 4 et 5 ainsi que le rapport d5/d2 sont hétérogénes avec une
prcbabilité de 99,9%. Alors que la bande protéique n°® 7 est hétérogéne avec une
probabilité de 99%, les bandes n® 3 et 6 le sont seulement avec une probabilité
de 95 %, La fraction protéigue n° 2 semble étre homogéne ce qui confirme nos
observations précédentes.

D'une maniére générale, pour les quatre lots, la fraction protéigue n®2
est pratiquement invariable ce qui suggeére, un haut deqre a homologxe a8 ce niveau
pour l'ensemble des échantillons étudiés,

3. CONCLUSION

Les différences guantitatives cbservdes au niveau de toutes les fractions
protéiques, exception faite pour la bande 2, suggerent que les lots de sardines
étudiés possédent chacun un potentiel géndtique dont 1'homclogie & haut degré ne
se ferait sentir qu'au niveau de l'expression de la fraction protéigue 2. Il est
important de noter gque la variation quantitative des fractions protéiques peut
étre considérée comme un critére génétique permettant de contrfler ou d'identifier
des populations séparées {(i5).
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L'analysc statistiquce que nous avons effectuée, méme si la représenta-
tivité de l'échantillon d'Al-Hoceima (lot considéré comme té&moin) est un peu
faible, nous mentre que les lots, issus de zfnes de péche géographiquement et
surtout écologiquement distinctes, sont différents.

Considérant uniquement les bancs de sardines vivant dans 1fAtlantique
du Marcc, nous pouvons dire gu'il y aurait, au moins, trois populaticons distinc-
tes. A l'heure actuclle, nucune étude n'a &té faite sur l'aire biologigque de ces
populations avec éventuellement les aitres d'interpénétrations.

Certes, l'électrophorése sur gel de pelyacrylamide nous a permis @'obsor-
ver, & travers les différences .significatives notées au niveau des fracticns protéi-
ques 1, 3, 4, 5, 6 et 7 ct du rapport d5/32, une variabilité dfie a2u potentiel
génétique. Cette méthode, qui a l'avantage d'&tre simple, relativement peu coltsuse,
inventoriable (les gels peuvent se conserver plusieurs années), ... est de plus en
plus utilisée comme moyen de contrdle ccmme par exemple 1'analyse des preotéines.
du fromage (16), la détecticn des.viandes de cheval, boeuf, veau, mouton, pcrc (17)
et la @étecticn du scja et du lait dans les produits de viande (18).

Toutefois, malgré tout cela, la méthode a des limites. Rusei, pour des
études plus apprcfondies de:différenciation et de classificaticn des protéines,
1'électrofocalisation sur gel de polyecrylamlde semble donner d'excellents résultats
pour détecter les caract@res génétiques de variétés de ralsin (19 20) de pomme de
terre (21) et d'autres fruits ou légumes (22).

Malheureusement le facteur limitant de cette technique A haute résclution
reste le coiit €levé des amphclytes qui constituent le gradient de pH. L'électrofoca-
lisaticn peut 8tre asscociée & des techniques d'immunochimie (23, 24, 25). Cette
méthode est d'une sengibilité extréme mais elle cumule les difficultés & Ia feois de
la sé€rologie et de 1'électrofocalisation.
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