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Polymorphisme

OBSERVATIONS COMPLEMENTAIRES
SUR LE POLYMORPHISME ENZYMATIQUE
D'ELECTRA PILOSA ET D'E. VERTICILLATA

(BRYOZOAIRES CHEILOSTOMES)

par
Jean-Loup dHONDT
et Max GOYFFON?

De nouvelles observations sur le polymorphisme enzymatique du Bryozoaire
Cheilostome Electra pilosa (Linné, 1767), étudié sur gels de polyacrylamide & gradient,
confizment que les populations insulaires de Bryozoaires peuvent présenter une divergence
génétique assez marguée avec celles du continent, ainsi que I'hypothése selon laquelie le
brassage génétigue est plus accentué chez les espéces dont les larves ont de larges capaci-
tés de dispersion et une durée de vie importante que chez celles 4 vie larvaire courte et &
possibilités de dispersion réduites. La méthade utilisée ne permet pas de corroborer les mul-
tiples caractéres biologiques, significatifs bien que confroversés, qui différencient cette
espéce d'F. verticillara (Ellis et Solander, 1786).

Further observations on the enzymatic polymorphism
of Electra pilosa and E. verticillata (Cheilostomatous Bryozoa)

This paper completes some previous observations on the enzymatic polymorphism
of Electra pilosa {Linnaeus, 1767), a cheilostomatous bryozoasn, from Northern Brittany,
Wales, British coasts of the Channel, and Norway. Our data concerns pepualations from the
Basque coast (Guétary), Charente-Maritime (Oléron island ; Fouras) and Jersey ; they
confirm that the genetic divergence in the marine sessile species can be emphasized in the
case of insular populations, and that a long larval life and capacities of dispersion increase
the genetic brewing and genetic homogeneity of populations on a large scale - much more
than species with a short larval life and metamorphosing in sifie, Among enzymatic systems,
alkaline phosphatase and non-specific esterases are the better markers of cjinal variation in
this species. Matate dehydrogenase and aminopepiidase leucine are good indicators of
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monospecificity. The comparison of phenograms of Basque populations of Electra pilosa
and E. verficillata cannot confirm the hypothesis of their monospecificity ; if these specics
are distinct according to the numerous biological characters analyzed by BOBIN and
PRENANT, other authors conclude that E. verticillatg could be a morphotype of E. pilosa.
Their zymograms are identical for the main enzymatic systems.

Inireduction -

Un précédent travail (dHONDT et GOYFFON, 1993) a &té consacré & l'analyse
des profils électrophorétiques de différentes populations d'Electra pilosa (Linng, 1767)
(Bryozoaires, Cheilostomes) distribuées sur les cotes continentales européennes entre le
Nord-Finistére et la Norvége septentrionale, ainsi que du Pays de Galles et des cotes bri-
tanniques de la Manche. Des études ultérieures ont montré par aillenrs gue chez des
Bryozoaires soumis a une certaine variation des paramétres écophysiologiques
(A'HONDT et GOYFFON, 1994, 1996b : MARCUS et A'HONDT, 1998 ; dHONDT et
MARCUS, 2001), les alléles qui s'exprimaient dans une population donnée pour certains
systémes enzymatiques pouvaient ditférer en fonction des facteurs du milieu de récolte
et, par suite, que l'on ne pouvait fiablement comparer entre eux gue des phénogrammes
de populations échantillonnées dans des environnements similaires, notamment en milien
intercotidal. Ainsi peut-on différencier d'une part des systémes enzymatigues marqueurs
ecologiques, dont Vexpression est modulée par les facteurs du milieu, et d'autre part des
systémes exprimant invariablenent le méme profil électrophorétique, utilisables comme
marqueurs génétiques ou d'une variation géographique clinale.

Notre précédente étude avait montré que l'on observait chez E. pilosa, espéce
caractérisée par la maturation graduelle des larves lors de leur séjour de plusieurs
semaines dans le plancton - ces larves sont dés lors capables de se métamorphoser loin
de leur Heu d'émission, phénomeéne susceptible d'étre A Forigine d'un brassage génétique
potentiel important sur une grande distance —, une variation clinale du nord vers le sud
beaucoup plus progressive que chez les espéces & longévite larvaire réduite. Leurs larves
se métamorphosant in situ, les especes a vie larvaire courte sont caractérisées par une
divergence génétique parfois tres marquée entre des populations éloignées seulement sur
le terrain de quelques kilometres. Chez Electra pilosa ou la variation clinale est trés gra-
duelle, les discontinuités géographiques majeures liées a la présence d'un estuaire, d'un
large bras de mer ou d'une grande longueur de cotes privée des substrats préférentiels de
l'espéce, césures radicales dans son aire clinale de distribution, déterminent les diver-
gences génétiques majeures. De ce fait, nous avions reconmu a l'intérieur de cette espace
plusicurs grands groupes géographico-génétiques de populations : Nord-Bretagne,
Normandie - Pas-de-Calais, Devon, Pays de Galles, sud de la Norvége, nord de la
Norvege. Cette ¢tude, comme celle dont nous détaillerons les résultats ci-aprés, avait &t
menée sur des gels de polyacrylamide 3 gradient de porosité, substrat privilégié pour de
tels travaux, et dont les avantages, les inconvénients et les fimites ont été analysés dans
de précédentes publications (¢HONDT, 1995a, 2001 ; dHONDT ez al., 1989).

Nous avons étendu par 1a suite notre aire de prospection vers le sud, ce qui nous
a permis de collecier des spécimens d' Electra pilosa dans quatre nouvelles localités ; les
spécimens récoltés ont €té étudiés pour 5 des systemes enzymatiques que nous avions
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testés quelques années plus 1ot sur notre premiére série de manipulations. Deux de ces
populations sont insulaires mais situées & proximité de localités continentales que nous
avions préalablement (Normandie) ou par ailleurs (Charente-Maritime) échantilionnées :
Jersey au large de la cote, lle d'Oléron a proximité immédiate de celle-ci ; les deux
autres populations sont continentales (Fouras, presque face a Ille d'Oléron, et Guétary).

Dans leur faune des Bryozoaires Cheilostomes de Grande-Bretagne, HAYWARD et
RYLAND (1998} ont proposé de metire en synonymie E. pilasa et une autre espece congé-
nérique beaucoup plus localisée, E. verticillata (EHis et Solander, 1786), se développant
comme elle sur des substrats algaux dans les memes types de facies. Ayant récolté des spé-
cimens caractéristiques d'E. verticillata au nord-est d'Hendaye, a une dizaine de kilometres
de notre station d'E. pilosa de Guétary, il nous & paru intéressant d'essayer de clarifier ce
probiéme en comparant leurs zymogrammes respectifs. $'il ne s'agit que de deux écotypes
pour HAYWARD et RYLAND (1998), les deux espéces sont bien distinctes pour BOBIN
et PRENANT (1960, 1968), PRENANT et BOBIN (1966) et BOBIN (1968). Qutre son
intérét dun simple point de vue taxinomique, ta clarification de ce point revét une tout
autre importance ; en effet, E. verticillata est fa seule espéce que LAMOUROUX (1816,
p. 120-121) a classée dans son nouveau genre Electra lorsquil I'a défini (du nom d'une
« Qcéanide suivant Hésiode ») ; elie en constitue donc l'espéce-type par monotypic.

PRENANT et BOBIN justifient longuement la validité de l'espece E. verricillaia
par différents caractéres biologiques : la présence d'un faiscean de rhizoides bien déve-
loppés (et susceptibles de régénérer a eux seuls une nouvelle colonie), absents chez les
différentes formes arbustives d'E. pilosa ; la guasi-spécificité de l'algue-substrat
(Gracilaria verrucosa) ; la non-modification de 1'agencement des autozoécies d'E. ver-
ticillata, réguliérement en verticilles palissadiques, chez les colonies qui se développent
exceptionnellement sur Fucus serratus et Rhodymenia palmata (substrats courants
d'E. pilosa, dont les loges ont toujours une distribution irréguliere quel que soit le port
de la colonie) ; lincompatibilité entre les zoaria d'E. verticillata et E. pilosa résultant
d'une apparente action inhibitrice exercée par la seconde sur la premiére ; le mode de
croissance zoarial typique, en séries linéaires chez E. verficillata, nettement distinct de
celui déerit par SILEN (1987} chez E. pilosa. Cette étude était donc a priori susceptible
d'apporter des éléments en faveur ou non de la mise en synonymie de ces deux espéces
— synonymie que PRENANT et BOBIN réfutaient d'ailleurs déja en invoquant l'exis-
tence de confusions probables entre les ports respectifs des colonies d'E. verticillata et
des zoariums dressés de certaines formes de croissance d'E. pilosa.

Matériel et méthodes

La méthode d'analyse atilisant les gels de polyacrylamide a gradient de porosité a
été décrite dans plusieurs travaux antérieurs (CHONDT et GOYFFON, 1988 ;
d'HONDT er al., 1991 ; dHONDT, 1995a et b}, et ses multiples applications ont fait
T'obiet d'un article de synthese (A'HONDT, 2001) augquel nous renvoyons. Les références
des formules spécifiques de coloration ont €t€ rappelées dans dHONDT et GOYFEON
(1986, 1989). Nous avons également révélé fes protéines totales chez différents échan-
tillons de chaque population par une coloration d'ensemble au bleu de Coomassie.
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Observations

Dans les tableaux ci-apres, les populations étudiées seront symbolisées comme
suit : A : Jersey ; B : Oléron ; C: Fouras ; D : Guétary {(A-D : E. pilosa, zone intercoti-
dale) ; E. (E. verticillata, zone intercotidale) : Hendaye. Les distances de stabilisation
dans le gel des bandes les plus contrastées sont écrites en caracteres gras).

Tableau 1
Phosphatase acide (Table I: Acid phosphatase)

A B C D E
0-2 0-1 -1 0-1 0-1
49-50 48-52 40-52 45.53 40-52

58
59
62 62 62
66 66
72 72 72 72
83
Tableau 2

Phosphatase alcaline (Table 2: Alkaline phosphatase}

A

B
34-35

58
59

C

59

Tableau 3

D

41-45

59

E

41-43

Estérases non spécifiques (Table 3: Non-specific esterases)

A
0-1
39-41

63-69

80-81

B
0-1
21-42
49-50
53
61-62
64-66
73
75

C
0-1
21-45
49-50
53
61-62
64-66
73
75

D
0-1
25-45
49-52
53
61
64-69
73
75

E
0-1
28-45
49-51
53
61
64-6G
73
75
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Tableau 4

Leucine aminopeptidase (Table 4 Aminopeptidase leucine)

A B C D E
25-31 24-27 24-27 21-28 23-27
30-42 39-41
50-51 49,5-5% 49,5-51 49,551 49 5-51

Tableau 5

Malate deshydrogénase (Table 5: Dehydrogenase malaie)

A B C D E
22 22 22-26

36-38 36-38 36-38 38 38

60

65-68

73 73 73 73 73

82
Tableau 6

Protéinogrammes totaux (Table 62 Total proteinograms)

A B C D E
0-1 G- 0-1 G-1 -1
20
24 23-24 21-25 23-24 23-24

30-36 25-34 34 25-34 25-34
35

52-60

76-74

Résultats et interpreétations

Les résultais de ce travail ont ét€ comparés avec ceux obtenus lors de notre pré-
cédente étude (1993) qui avait porté sur des populations d’E. pilosa des cotes francaises
et britanniques de la Manche, du Pays de Galles et de Norvege.

1. Phosphatase acide. Les bandes révélées pour la population de Jersey sont
moins nombreuses que pour celles de Normandie, ce qui peut témoigner de la perte de
certains alléles en liaison avec l'insularité et & un relatif isolement géographique. Elle ne
présente avec celles de Normandie qu'une seule bande en commun, la moins significa-
tive car correspondant a l'ensemble des molécules protéiques de poids moléulaire et
d'encombrement spatial importants, stabilisées prés du point de dépot des échantillons
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sur le gel. Elle présente deux bandes co-partagées avec la population de Roscoff, trois
avec celle de Plymouth. 2 autres avec celles d'Oléron, Fouras, Guétary et 1'E. verticil-
lara d'Hendaye ces quatre derniéres ayant un profil identique. Bien qu'individualisée
génétiquement, la population d'E. pilosa de Jersey présente, pour ce sysieme enzyma-
tique, davantage d'affinités avec celles du Devon qu'avec celles des cotes frangaises, tant
normandes que du golfe de Gascogne. Les deux especes d'Electra présentent, sur la cote
basque, un zymogramme identique. ~

2. Phosphatase alealine. Les deux populations continentales du golfe de
Gascogne n'ont quune bande en commun, co-partagée avec F. verticillata ; celle
d'Oléron est génétiquement isolée. Le test s'est révElé négatif pour celle de Jersey, alors
quiil était positif pour des échantilfons d'autres populations traitées simultanément
comme témoins, ce qui signifie vraisemblablement que cette enzyme — dont ['absence
compléte semble peu probable — existe en trop faible concentration pour pouvoir étre
décelée par cette méthode. Aucune de ces populations ne présente la premiére bande qui
était constante et caractéristique (d'HONDT et GOYFFON, 1993) des phénogrammes
des différentes populations (frangaises et britanniques) de la Manche et du Pays de
Galles précédemment testées, mais qui faisait défaut chez les populations scandinaves.
Ces résultats confirment une observation réalisée lors de notre précédente éude : le
nombre des bandes révélées pour ce systéme enzymatique est toujours faible, et frés pen
sont co-partagées par une population ef ses voisines.

3. Estérases non spécifiques, Les profils électrophorétiques des populations
d'E. pilosa d'Qléron, de Fouras et de Jersey et de celle d'E. verficillata d'Hendaye sont
identiques et révelent un grand nombre d'alléles. Dans notre précédente étude (1993),
nous avions également relevé un nombre élevé de bandes chez Iz plupart des popula-
tions échantillonnées, mais aussi que sans raison apparente ce nombre était trés faible
dans deux cas (Roscoff et Plymouth) sans que nous puissions établir de corrélation satis-
faisante entre cette observation et une caractéristique donnée du milieu. A une seule
exception pres, les quatre bandes présentes dans la population de Jersey existent chez
fes trois du golfe de Gascogne, ainsi que chez celles de Dinard et de Luc-sur-Mer ; celle
de Roscoff n'en partage en revanche qu'une seule avec elles. Elle n'en co-partage aucune
avec celles du Pays de Galles. Ces observations sont en faveur de I'hypothése de
MARCUS et d'HONDT (1998) selon laquelle le systéme enzymatique des Estérases non
spécifiques comporte simultanément des afléles dont ['expression est liée aux facteurs
de l'environnement, et d'antres qui sont toujours révélés quels que soient les parameéires
du milieu.

4. Leucine aminopeptidase. La population d'E. verticiflata d'Hendaye et les
populations d'E. pilosa de Guétary et de Fouras présentent le méme zymogramme,
constitué seulement de deux bandes ; celles-ci sont deux des trois bandes existant dans
12 population d'Oléron, qui sont elles-mémes 3 des 4 de celle de Jersey ; il semblerait
donc exister, pour ce systéme enzymatique, un cline Jersey-Oléron-Fouras-Cdte basque
caractérisé par ane diminution progressive du nombre d'alléles - c'est-a-dire fe phéno-
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meie inverse de ce que nous avions observé pour la Phosphatase acide et les Estérases.
Ce fait confirme I'hypothése d'une évolution individuelle des systémes enzymatiques les
uns par rapport aux autres (I'HONDT et GOYFFON, 1989). La population de Jersey ne
partage d'ailleurs qu'un seul allele avec celles de Roscoff, de Dinard, de Saint-Malo, de
Luc-sur-Mer et de Plymouth — mais gui est rarement le méme dans ces différents cas —
et aucun avec celles du Pays de Galles.

5. Malate deshydrogénase. Trois bandes (sur les quaire) présentes dans la popu-
lation d'E. verticillata se rencontrent aussi chez deux des quatre populations d'E. pilosa
étudiées ici, Fouras (3 bandes) et Guétary (quatre) ; deux d'entre eiles (sur quatre) exis-
tent chez les spécimens de Jersey, deux (sur deux)} chez ceux d'Oléron et deux (sur trois)
dans celles de Normandie, une (sur deux) a Roscoff. Les populations continentales du
golfe de Gascogne sont done nettement affines entre elles, les populations, normandes
et bretonmes d'une part, insulaires d'autre part étant un peu plus divergentes,

6. Protéinegrammes fotaux. Les profils de toutes les populations étudiées ici, a
l'exception de celul de Jersey (qui présente davantage de bandes), sont identigues ou
quasiment identiques et tres proches de ceux de Dinard et de Saint-Malo, En revanche,
les profils de Jersey et de Roscofl présentent des bandes alléliques supplémentaires fai-
sant défaut chez les autres populations.

Discussion et conclusions

Pour plusieurs systemes enzymatiques, les populations d'E. pilosa de Jersey et de
Roscoff semblent génétiquement les mieux individualisées. Pour quelgues systémes, i
existe en outre un début de diversence dans le cas de celles de Fouras et d'Oléron. Les
populations d'E. pilosa et 'E. verticillata du golfe de Gascogne sont pratiquement iden-
tiques pour certains des systémes enzymatiques considérés ici (Phosphatase alcaline,
Leucine aminopeptidase) ; celles da Devon, et plus encore celles du Pays de Galles, sont
gendtiquement plus isolées. En définitive, c'est avec celles du Devon et de Roscoff que
la population de Jersey présenterait le plus d'affinités pour la Phosphatase acide, la
Phosphatase alcaline, les Estérases non spécifigues et la Leucine aminopeptidase. Les
profils obtenus pour la Malate deshydrogénase témoignent des affinités entre toutes les
populations étudifes. Les meilleurs marquenrs de la variabilité intraspécifigue d'une
population & ume autre sont, pour cette espéce ef parmi les systémes testés, la
Phosphatase alcaline et les Bstérases. Malheureusement, les systémes enzymatiques pris
ici en considération n'apportent pas d'arguments déterminants en faveur de 1'apparte-
nance d'E. pilosa et d'E. verticillata a deux espéces distinctes, les profils révélés pour
les populations de Guétary et d'Hendaye différant moins entre eux que ceux de popula-
tions conspécifiques d'E. pilosa de différentes régions de la cote occidentale frangaise.
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Cet ensemble de nouvelles données conforte les conclusions de notre précédente
étude sur la variabilité isoenzymatique d'Electra pilosa
a) relative homogénéité génétique pour certains systemes sur d'assez grandes distances,
phénomeéne découlant de la longévité et des capacités de déplacement larvaires, carac-
téres biologiques susceptibles d'induire une capacité de brassage génétigue beaucoup
plus importante gue chez les espéces & larves sédentaires ;
b) divergence génétique plus marquée des populations insulaires. Cette hypothése est
corroborée par les observations réalisées (d'HONDT et GOYFFON, 1996a) sur une
autre espéce de Bryozoaires, Alcyonidivm polyowm (Hassall, 1841}, qui coexiste avec
Electra pilosa sur des algues de la zone intertidale ; chez celle-ci également, la
Phosphatase alcaline, les Estérases et la Leucine aminopeptidase sont parmi les
meilleurs marqueurs de la variation clinale intraspecifigue.

Le probleme des affinités entre E. verticillata et E. pilosa reste incompletement
résolu au terme de cefte étude. H parait indéniable, a la vue des arguments trés sédui-
sants apportés par BOBIN et PRENANT (1960), que ces deux taxons correspondent
bien a des espéces différentes. Mais leurs profils électrophorétiques sont trés voisins et
seraient en faveur de I'hypothése d'une monospécificité (voir ci-dessus), du moins pour
tous les systémes enzymatigues gue nous avans testés. Si ces deux espeees sont réelle-
ment distinctes, comme nous avons tout lieu de continuer actuellement & 'admettre sur
la base du faisceau de caractéres biologiques convergents et significatifs rappelés au
début de ce travail (caractéres dynamiques dont il faut regretter qu'its soient par trop
sous-estimés par les systématiciens, qui ne prennent trop souvent en compte que des
caractéres morphologiques posi-morfem et en général exclusivement squelettiques), il
est vraisemblable que leur isolement spécifique est récent. Notre étude comparée n'a pu
porter que sur une unique population d'E. verricillata, et sur cing systémes enzyma-
tiques, ce qui a évidemment limité la portée des caractéres diagnostiques considérés, en
ne permettant encore que d'émettre gu'une hypothese de travail. En pratique, seule une
étude comparée et simultanée de nouvelles séries d'E. verticillata et d'E. pilosa prove-
nant conjointement d'une méme station pourrait permetire d'apporter une réponse plus
catégorique 4 nofre question de départ quant 2 la synonymie éventuelle des deux taxons ;
et par-1a méme de confirmer ou d'infirmer que le binom E. verticiliata doit effective-
ment continuer a désigner en tant que tel Vespece-type du genre Electra. '
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