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Préambule

Clest avee des sentiments de vive admiration et d’estime que nous ren-
dons hommage au professeur JEAN G. BAER, dont Iérudition ct la longue
maitrisc scientifique nont cessé d’éclairer nos recherches et d’enrichir nos
entretiens. Dira-t-on combien ils sont eréateurs, et A quel point ils sti-
mulent le sens critique? Nous lui savons gré surtout d’avoir su instaurer,
dans la conduite de notre recherche, ce climat de confianee réeiproque et
d’exigeante liberté qui en firent une ceuvre si aventureuse et si attachante
a la fois.

D’un conmmun accord, nous avions formé le dessein de doter ect institut
d’un centre de physiologie expérimentale, qui aurait pu rallier les étudiants
en biologic moins Frus de disciplines pédagogiques que rompus i Pexer-
ciec de analysc et de Ja déduction. Le préseat travail en fut le prétexte,
sans plus. Terme de transition indispensable entre la zoologie classique ct
la biochimic moderne, il ne pouvait, par la foree des choses et la pénuric
des moyens, étre qu'unc figuration mineure et lointaine de ce vaste mouve-
ment dinvestigation biologique. La biochimie, science jeune et conqué-
rante, sans passé¢ pour sc justificr, ne peut vivre que d’apports nouveaux.

Mais réprouviée souvent, condamnée d’autorité d n’étre jamais plus que
ec quclle est, notre entreprise n"aura vécu que d’aspirations inutiles.

Que le professeur BAER ait, en dépit des obstacles, gardé fot dans sa
valear, et Pait soutcnue constamment de sa vigoureuse combativité, at-
teste de la hautcur de ses vues. Nous lui en exprimons ici notre fervente
. reconnaissance.



NXIT, 1960 Les Corégones du lac de Neuchhtel . 643

Qu’il nous soit permis aussi de décerner une preuve de déférente estime
et de gratitude 3 M. le professeur R. MATTHEY, recteur de I’Université
de Lausanne, et au Dr H. A. GUENIN, chargé de cours, qui nous ont fait
Phonneur de nous recevoir fréquemment au Laboratoire de zoologie et
d’anatomie comparée de cette haute éeole, et qui dirigerent avee une par-
faite autorité et une chaleureuse sympathie nos travanx cytologiques.

Aux Drs RoGER et COLETTE VENDRELY, qui nous ont fait Pamitié de
nous inviter en deux oceasions A leur laborataire du Centre de- recherches
sur les Maeromoléeules i Strasbourg, pour des mises au point et des con-
frontations méthodologiques, nous adressons nos sentiments de cordiale
reconnaissance.

Nos remerciements iront aussi d tous les savants qui ont bien voulu
nous recevoir et accepter de débattre avee nous de sujets particuliers:
le professeur P. GRABAR, a P'Institut Pasteur a Paris, les Drs E. UNDRITZ
1 Bale, . DOTTRENS 3 Geneve, W. MOSIMANN 23 Berne et Bile, Drs
PrATTERLI, WEBER et GUTMANN 2 Bile, ainsi qu’a nos éminents corres-
pondants, les Prof. et Drs M. ALFERT, Berkeley; Z. M. BacQ, Litge;
voN EULER, Stockholm; M. FLORKIN, Liege; LOVERN, Aberdeen; Lord
ROTHSCHILD, Cambridge.

Il m’est infiniment agrcabic de manifester ici ma gratitude A diverses
institutions dont le concours ou ]a libéralité nous furent un appui majeur:

au Fonds national suisse de la Recherche, et 4 1a commission neuchiteloise
de cette fondation, sans ’aide desquelles ee travail n’aurait jamais pu s’ac-
complir, et a qui nous sommes redevables de la presque totalité de nas
instruments de laboratoire;

A Pluspectorat cantonal de la chasse et de la péche, M. A. QUARTIER, inspec-
teur cantonal et ses collaborateurs toujours dévoués, Mlle M. WUTHRICH,
assistante, et M. R. MAUMARY, piscicultenr, qui ont trés obligeamment
mis & notre disposition les bateaux, les engins de péche et les installations
fixes de la station de la Saunerie, 3 Anvernier;

a Vlustitut de Ph hysique de I’ Université, pour le concours qui nous fut ap-
porté a maintes reprises dans la construction et la mise au poiat de nom-
breux appateils; :

au Laboratoire suisse de Recher ches borlogires et A " Observatoire cantonal, pour
leur collaboration scientifique et technique;

au Laboratoire cantonal de bactériologie et & POffice vétérinaire qui nous ont
cldg, en prét, plusieurs instruments d’analyse;

au Laboratoire cantonal de chimie, pour ses informations inédites sur les
récentes ¢tudes limnologiques du lac de Neuchitel;

42
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au Medizinisch-chemisches Institut de PUniversité de Berne, oll nous avons
eu acces librement 4 Ja vaste collection d’ouvrages ct de périodiques bio-
chimiques qu’il détient;

a Plustitut sérothérapique et vaccinal suisse 3 Grafenried, qui s’est chargé
d’exéeuter bénévolement nos premiéres séries de lyophilisations.

Nous savons gré 3 M. B. LAUENER, président de la Commune de Chez-
le-Bart, de son bienveillant intérét et de son concours et remercions le
Conscil d’Etat du Canton de Neuchitel pour sa participation aux frais de
publication de cette these.

Nous ne pouvons omettre de dire tout ce que nous devons aux pécheurs
professionnels, MM. ARM fréres et fils, a Chez-le-Bart, .. WIDMER et
R. DEcHANEZ a Neuchitel, qui nous rendirent inestimable service d’ef-
fectuer pour nous des péches de corégones ct de nous autoriser A prendre
place a bord de leurs embarcations, malgré Pembarras qu’étaient pour cux
notre présence ct cclle presque anssi cncombrantc, d’un matériel sonvent
volumineux et délicat.

Enfin, que les entreprises industrielles neuchiteloises et biennoises, qui
curent la générosité de partlclper en comniun a ’achat d’un spectrophoto-
meétre et de divers autres instruments destinés 4 équiper nos laboratoircs,
agréent nos sincéres remerciements. Cette libéralieé et 'égard qu’elles
portent a notre activité nous furent d’autant plus précicux que parait
s’étendre davantage le régiment de ceux qui ne veulent voir dans Ia re-
cherche désintéressée pour Iavancement de notre connaissance de la vie
et des rapports des étres qui Pexpriment et la diversifient, qu’¢fucubra-
tions futiles d’intellectuel en mal d’apologie.

1. Introdnction et plan général

Il est peu de sujets qui aient suscité autant d’apres controverses que
celui de Papparenteinent systématique des corégones. BERG [14] rattache
ces poissons A la famille des Salmonidae, qui comprend denx sous-familles,
celle des Salmonini ct celle des Coregonini, que disjoignent des carac-
teres relevant de Postéologie craniennc. A Pinstar de leurs proches parents,
les truites ct les saumons, les corégones actuels seraient issus d’ancétres
reculés qui colonisaient les mers froides de hémisphére boréal, et dont
les troupes anadromes remontaient Jes cours d’eau pour frayer en eau
douce [35, 195]. Vers fa fin de Pépoque wurmienne, la lente régression
des glaces anrait entrainé les migrateurs vers des bassins toujours plus
éloignés de la mer et certains groupes de corégones, nés au caeur des
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continents, auraient cessé d’y retourner. Ainst s’expliquerait la présente
distribution, parcille & uné mosaique de formes disséminées dans les lacs
de I’Europe subalpine, centrale et scandinave, de I’Asie sibérienne et du
continent nord-américain. L'isolement glographique, s'exergant sur une
si Jongue période, serait la cause de Pactuelle diversité des groupes.

Le probléme que pose cette distribution se résume en ceci: Ordonner
les formes en un systéme cohérent qui rende compte de leur évolution
dans le temps et dans Pespace, puis assigner aux groupes contemporains
une dénomination conforme au rang qu’ils occupent dans la hiérarchie
tamnomlquc

L’analyse se complique singuli¢rement parce que des hybridations entre
populations voisines ont dfi s¢ produire a diverses reprises au cours de
leur histoire. Certaines hybridations ont une origine naturelle, une dévia-
tion climatique par exemple; les pIus récentes, par contre, sont le fait d’in-
terventions humaines.

Dans nos rcglons tout au moins, les corégones présentent un intérét
considérable en économie piscicole, et la pratique intensive de la féconda-
tion artificielle et des repeuplements a faussé 'équilibre naturel des popu-
lations. Leurs caractéres génétiques semblent bien refléter la complexité
instaurée par ces hybridations répétées, et 'on en vient & se demander si
certaines formes pourront jamais étre rattachées a une catégorie systéma-
tique valable.

C’est par centaines que se comptent les travaux consacrés i la taxonomie
des corégones, mais §’ils ont mis en relief la sagacité des systématiciens,
et largement contribué 3 faire des salmonidés un des groupes les micux -
connus de I’ ichtyologic, il n'ont pas, pour autant, résolu le dilemme taxo-
nomique et les opinions les micux fondées sont aujourd’hui encore incon-
ciliables.

Le travail dont nous livrons ici les résultats a été congu dés le début
comme une enquéte expérimentale destinée 4 fournir aux systénmticicns
une information aussi compléte que possxb]e sur les caractéres censément
«spéeifiques» des populations de corégones du lac de Neuchtel et A par-
achever ainsi ’¢tude biométrique de DOTTRENS et QUARTIER.

La situation de ce laboratoire, Iinsuffisance de ses installations et de ses
moyens, comme aussi la nécessité d’avoir @ travailler seul, imposaient des
limites a cette recherche. Elle n’ilfustre qu'un cas particulier, celui d’un
biotope donné, et toute tentative de généralisation ne saurait étre, de
notre part, qu'un objet de spéculations. Nous nous abstenons donc de
prendre position dans le débat ouvert sur la phylogénie des corégones.
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Que ceux qui pourraient cspérer trouver dans cette étude une réponse a
cette énigme s détrompent. Nous n’opterons pas pour la théorie mono-
phylétique, ni pour la these polyphylétique, pas plus que nous n’essaierons
d’¢lucider les positions systématiques comparées de toutes les formes de la
zone subalpine. D’autres travaux, entrepris de longue date, sont dévolus
i ce sujet [254]. En revanche, cette recherche fait une large place aux
méthodes nouvelles capables d’élargir le domainc conceptuel de Pespéee,
en proposant des caractéres différenticls d’ordre physiologique et surtout
biochimique.

On pourra objeeter qu'une telle extension va & PPencontre du but visé,
puisqu’clle ajoute & Pexpression déja composite de Pespece des ééments
inusités. A vouloir la charger de trop d’informations, on nisque de rendre
cette définition toujours plus malaisée et confuse, au détriment de Puni-
versalité quclle devrait représenter.

Sans doute, une formulation idéale ct généralisée de la notion d’espécc
impose un choix et des Jimites, cn partie arbitraires. Mais pour étre équi-
librée, elle ne peut ignorer les arguments physiologiques et biochimiqucs,
pas plus que les déterminants génétiques et les earacteres embryologiques
ou cellulaires. Nous inclinons a croire que les indices biochimiques ont,
davns cet ordre d’idées, un réle important i jouer, car certaines structures
macromoléculaires, sinon la plupart d’entre clies, semblent détenir des
informations relatives & Pespéce, sous la forme de séquences différemment
ordonnées. Ces dissemblances pourraient matérialiser, & Péchelon de Punicé
moléculaire, une parcelle de cette « personnalité» qu'exprime le génome
d’un noyau eellulaire. Les réactions d'immunité, de précipitation spéci-
fique ou d’agglutination, les incompatibilités sérologiques, celles aussi des
hétérogreffes, n’ont apparemment pas d’autre signification. Ce theme sera

"développé dans la deuxieme partic de cette publication. Bornons-nous a
eonstater pour I'instant que ces disparités sont immédiates et constantes.
Elles s’%énoneent en termes qualitatifs et non quantitatifs, et ne sount en
aucune fagon sujcttes & des fluctuations.

I’cnzymologie et Pimmunologie ont révélé Ja notion capitale de la spé-
cificité dans les réactions quassument les macromoléeules biologiques au
eours des phénoménes vitaux. Or, eette spécificité n’est compatible qu’avec
une duplication rigourcuse de leurs structures chimiques et de leurs con-
figurations spatiales. L’idée d’une filiation directe entre types macromolé-
culaires semble devoir s’imposer, si bien quune vanabilité procédant d’une
origine autre qu’nne mutation paraft inadmissible.

Le recours aux arguments biochimiques pourrait ainsi revétir une signi-
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fication singulitre. FLORKIN¢t BRACHET, pour ne citet que quelques pré-
curseurs, ont Institué une taxonomie biochimique. Nul doute quelle soit
féconde et qu’elle ouvre 1 la systématique des horizons inconnus. Le pré-
sent travail ne va pas aussi loin, car Panalyse des structures macromolé-
culaires dépassait largement nos possibilités. Scul restait le recours a des
voies indirectes, a des prospections partielles. L’application de telles tech-
niques au cas des corégones offre un antre intérét. Les deux formes qu’hé-
berge le Jac de Neuchitel sont st érroitement apparentées, et les dissem-
blances qu’clles préseatent si réduites, qu’on a pu souvent les confondre.

Il semblait donc judicieux d’¢prouver les méthodes sur un matériel biolo-
gique qui soit i la limite de la spécification. Leur aptitude a déceler, entre
ces formes alliées, des divergences structurales ou physiologiques véritable-
ment significatives, devient alors une mesure de leur cfficacité, de leur
pouvoir de «résolution». De telles qualités imposent une condition préa-
lable: les techniques doivent étre conduites avec le souci permanent de la
plus grande exactitude. Nous n’avons rien négligé pour Uobtenir.

Ces suggestions ne sont nullement limitatives. Elles ne tendent pas a
déprécier la taxonomie traditionnelle, qui fonde ses jugements sur des ar-
guments plus apparents, morphologiques et anatomiques, et sur Pécologic.
Dans une premicre partie, ils sont passés ¢n revue et complétés par des
examens ostéologiques et hématologiques comparés. La cytogénétique et
ses incidences sur le probléme de Iévolution des salmonidés, les essais
d’hybridation expérimentale, puis la description de quelques aspects em-
bryologiques terminent cette premicre partic. La deuxieme partie est ex-

clusivermnent dévolue aux résultats des analyses biochimiques. Le rythme

si rapldc de Pévolution méthodologique en biochimie déprécie certaine-
ment Pintérét des recherches que nous avons effectuées il v a quelquoes
anndes déja. Relatdes dans cette thése, elles ont quelque peu perdu de leur
actualité. Nous nous en excusons, ct nous indiquerons bri¢vement les re-
touches qu’il conviendrait d’apporter & de semblables démonstrations, ct
les voics dans lesquelles nous oricnterions aujourd’™hui ces essais si nous
avions A les compléter.

Dans Pexpérimentation biologique ¢t hiochimique des corégones, il est
unc servitude i laquelie on n’échappe pas et qui en limite considérablement
le champ d’application. Cest Pextréme fragilité de ces poissons, ol la vie
semble extérioriser un équilibre kabile qui contraste étonnamment avec Ja
vivacité de leur comportement 2 certaines épogues de Pannée, 3 Poccasion
notamment de leurs longues pérégrinations estivales 4 la recherche du
plancton. Les quantitds de corégones péchés chaque année dans le lac de
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Neuchétel sont énormes, mars la grande majonté des individus capturés
sont morts ou moribonds d I'émersion des filets, sauf lors des péches de
palées dites « péches aux grands filets» ot les engins sont relevés sit6t mis
en place, et au moment des prises en cau tres froide sur les frayéres, quand
Pactivit¢ mérabolique est intense. Pourtant dans les conditions les plus
favorables, ct lorsque Panimal est immédiatement transéré en cuve i eau
courante, Ia survic demeure bréve, quelques minutes en été, quelques
heures, parfois quelques jours, pendant Ja saison froide. Toutes nos ten-
tatives destinées & prolonger ce délai ont abouti a un échec: aération ou
oxygénation dirccte des bacs, abaissement de la température de eau,
ponctions de gaz vésiculaire afin d’équilibrer les pressions, rien ne réussit.
La survic la plus longue que nous ayons constatée fut de huit jours pour
une palée de cing ans, mais 1] s’agit 1a encore d’une exception. Une autre
voie théoriquement réalisable réside dans ’élevage 3 partir de Pecuf. Outre
qu'elle est longue ct dispendieuse par les installations gu’clle exige, elle
a le défaut d*¢tre astreignante par les quantités énormes de nourriture
planctonique vivante qu’elle réclame. 11 faut compter aussi avec les nisques
d’insucces, et les déchets sont toujours importants. Nos essais 'ont prouvé
suflisamment.

Par souci de commodité, nous désignons généralement les formes de coré-
gones dans leurs dénominations vernaculaires. Sans étre toujours Pexpres-
sion anthentique de cette réalité que nous nous efforons de cerner, elles
ont Pavantage de la fixied, alors que les désignations bi, tri ou tétrano-
minales des publications scientifiques offrent 'image d’une déplorable
confusion. Nous éerirons donc « palée de bord», «palée de fond» et «bon-
delle» pour les corégones du lac de Neuchitel, « Gangfisch», « Blaufelchen»,
« Sandfelchen» et «Kilch» pour les formes du lac de Constance, regar-
dées par WAGLER comme les normes des corégones actuels de la région
subalpine. Le terme de palée, sans apposition, s’applique uniquement 3
la forme « palée de bord».

2. Aperc¢u historique

Le lac de Neuchditel est un lac A corégones. Autant gu’on en puisse juger,
ces poissons excédent en nombre tous les autres, A Pexception des especes
de petite taille. Parmi les corégones, on reconnalt anjourd’hui deux formes,
abstraction faite des « palées de fond» que rien ne distinge explicitement
de Pensemble des palées, si ce n’est une tendance & frayer un peu plus
tardivement. La grande forme est unc «paléen qui fraie ordinairement
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dans la seconde moiti¢ de névembre. La petite est appelée « bondellen;
elle fraie entre mi-janvier et le début février. DOTTRENS [55, 52| $’inspi-
rant des eonclusions de WAGLER [240] désigne PPune et ’autre comme
«bonnes especes», et leur attribue les appellations proposées par ce der-
nier auteur:

bondelle (= Gangfisch):  Coregonus macrophthalmus Nussl.
palée (= Sandfelchen): Coregonus fera Jur.

Nous nous tenons i cette nomenclature ct adoptons provisoirement ce
statut d’espece, mais en soulignant aussitét qu’en paralléle i cette elassi-
fication, un autre ichtyologiste suisse, STEINMANN [194] a proposé vers
[a méme époque une systématique tres différente: dérivés d’un ancétre pri-
mitif hypothétique se rattachant au type Coregonns lavaretus 1., 1es corégones
subalpins sont subdivisés par régions géographiques en races locales ou
natio; chaque natio posséde, en outre, des tvpes biologiques ou écatypes dis-
tincts, mais souvent homologues d’une aire géographique a autre. Dans
cette nomenclature::

bondelle Coregouns lavaretus L., natio jurassica, ecot. sanus;
3 3 3
palée:  Coregonus lavaretus L., natio jurassica, ccot. primigenius.

La palée, par son appartenance 3 Iéeotype le plus primitif, serait ’an-
cétre direet des bondelles, comme la féra du Léman, celui des gravenches.
« Dic Gravenche erweisr sieh 1n ihrer ursprijnrrlichen Form als eine kleine
Féra und diirfte sich dhnlich verhalten wic die Bondelle des Ncucnburger—
sces, dic wir als cine verzwergte Palée auffassen kénnen.»

De nos jours, les pécheurs professionnels reconnaissent aisément Jes deux
formes; les plus expertsd’entre cux les désignent sans hésiter, et semble-t-il,
sans commetctre d’erreur. On constate, A les interroger individuellement,
que leur avis résume confusément une somme de notions ou sont assortis
des éléments morphologiques et aussi des indications plus subules, rela-
tives aux lieux de capture, & Porientation des filets, aux qualités de Peau
ou aux itinéraires de migrations. Pour une large part intervient dans ces
estimations cet ensemble indéfinissable de traits, de nuances de coloration
et de rapports de formes et de volumes qui ressortissent a la physionomie.
Il est possible qu’a certaines époques Jes péchenrs aient confondu les deux
formes, en regardant les bondelles comme de jeunes palées. A en croire,
FATIO en aurait révélé la dualité aux pécheurs neuchitelois, vers la fin du
siccle dernier. Pourtant, dans un manuscrit beaucoup plus ancien portant
la date de 1811, PERROT JACQUET-DROZ relate une enquéte qu’il fie dans
tous les ports de péche du lae et y cite trés correctement les bondelles, les
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palées de bord (ou de pierre) et les palées de fond, qu’il désigne déji par
ces dénominations, ¢t qu’il déerit en se servant de caractéres différentiels
encore en vigueur de nos jours.

En 1876, au cours d’une séance de la Société nenchiteloise des Sciences

naturelles, DESOR exprime le vaeu de voir ¢lucider la question de Piden-
tit¢ on de la non-identité de 1a bondelle et de la palée. «Si 1a bondelle est
réellement une jeune palée, pourquoi y a-t-il une différence dans e temps
du frai de ces deux poissons, tandis que le Gangfisch du lac de Constance,
considéré comme une jeune palée, fraie a la méme époque que cette der-
niere? M. le président (L. CoULON) fait nne distinction bien tranchée
entre ces deux poissons, tandis que M. DE ROUGEMONT, s’appuyant sur
Popinion de M. DE SIEBOLD, les regarde comme appartenant 3 une seule
¢t méme espéee.»

On le voit, le probléme était déja formnlé il y a plus d’un siécle! Von
SIEROLD (1863) navait cffectivement dénombré, parmi les corégones
d’Europe centrale et subalpine, que les trois cspéces C. wartmanni Bloch
(Blaufelchen), C. fera Jur. (Sandfelchen, palée) ct C. biemalis Jur. (Kilch),
rCunissant implicitement palée et bondelle. C’est en 1882 gue Nissum
proposa de relever la petite forme au rang d’espéce autononics il ajouta
donc deux espéces nouvelles. C. macrophthalmus Niissl. (Gangfisch, bondelle)
et C. sulzeri Nissl. (Albeli) a celles que von SIEBOLD avait déja catalo-
gudes. Deux ans plus tard, KLUNZINGER va susciter la premitre confusion
en désignant, 3 son tour, le Gangfisch par C. exiguns Klunz.; cette déno-
mination est, par conséquent, en synonyme avec C. macrophthalmns Niissl.

¥amo [63],ignorant de propos délibéré les acquisitions antérieures, com-
mence par rassembler tous Jes corégones en deux espéces qu’il nomnie
C. dispersus Fatio ct C. ballens Fatio, auxquelies il adjoint deux «especes
composites», C. swidteri Fatio ct C. hiemalis Jur, 11 démembre ensuite C. dis-
persus et C. ballens en groupes, puis chaque groupe en sous-especes, et cclles-
ci en variétés et « bitards». Nous renvoyons e lecteur i la monographie de
STEINMANN [194] pour les détails de cette classification. Dans nne note
parue en 1890, Y a110 8eve ses unités d’un échelon dans 1a hiérarchie sys-
tématique; les ¢ gronpes prennent le rang despéces, et les espéces primitives celui
de types; apres avoir suppmm [Pun des précédents groupes, promu espéee,
il propose finalement la répartition suivante (que nous complétons c¢n
fixant les priorités):

Fatio: priorités:

C. suidteri ¥atio C. raidreri Fatio
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C. wartmanni Bloch ik C. wartmamii Bloch

C. annectus Fatio C. annectus Fatio

C. erassirostris Fatio C. macrophthalnms Niissl.
(= C. exiguus Klunz.)

C. biemalis Jur. C. biemalis Jur.

C. asperi Fatio C. sulzeri Niiss].

C. sehinzii Fatio C. fera Jur.

C. acromius Rapp. C. acronius Rapp.

La représentation que FATiO s'cst faite du probleme systématique des
corégones annonce deux tendances qu’il s’est efforcé de coordonner, l'une
optant pour unc pluralité¢ d’especes indépendantes, Pautre visant & assimi-
ler ces unités a Pun des courants évolutifs qu’illustrent les deux types dis-
persus et ballens. Cependant, la complexit¢ de son systeme, la multiplication
des subdivisions et des appellations ont aussi concouru i propager les
MEprises.

Beaucoup plus tard, WAGLER [240] préconise un dispositif taxonomique
simple, & quatre entrées, correspondant aux Blaufelchen, Gangfisch, Sand-
felchen et Kilch, avee un statut d’espeéce pour chacune de ces formes, res-
pectivement C. wartmani Bloch, C.exiguus Klunz. (= C. macrophthalmus
Niissl.), C. fera Jur. et C. acromius Rapp. Le probléme des corégones sem-
blait résolu, au moins temporairement, quand les premieres publications
de STEINMANN vinrent tout remettre ¢n question. La maitrise de cet
auteur appelle sur son cuvre plus que de la curiosité, méme si les conclu-
sions de son exhaustive monographie [194] paraissent quelque peu dé-
concertantes. Suivant en cela Pexemple de FaT10, 1l fait table rase des idées
regues et des dénominations antécédentes. DPapres lui, le découpage des
formesactuelles doitextérioriser [avariabilité d’unc espéce souche commune,
C. lavaretus L. Par action conjointe d’un fond de préadapration génoty-
pique et de la sélection, cette espéce polytypique se serait fragmentée dans
chaque bassin lacustre en deux & cing unités écologiques, ou écotypes. Entre
ces différents biotopes, la méme transformation évolutive opéra synchro-
niquenient sur des précurseurs au moins potenticllement dissemblables, ct
aurait induit des populations homologues an point de vue écologique,
mais morphologiquement différencides par suite de Pisolement géogra-
phique. Chaque population, ou « natio», doit donc étre qualifiée par deux
attributs, Pun se rapportant 3 Pécotype, et Pautre i Paire géographique
considérée. STENMANN fait ainsi du Weissfelchen du lac de Constance Ia
forme la plus représentative de son type primigenins, celle qui se rapproche-
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rait idéalement du corégone originel. L’auteur russc BERG [14] avait d’ail-
lcurs adopté un principe analogue dans sa classification en scindant, pour
les corégones d’Europe centrale, Punigue espece C. favaretus L. en sous-
espéces ¢t natio.

A Pépogue olt STEINMANN énonce son systéme, DOTTRENS [53], & a
faveur d’une nouvelle étude morphométrigue des branchicténies du Weiss-
felchen, démontre que le groupe sur lequel STEINMANN étaie son hypo-
thése est en réalité hétérogéne. La courbe de distribution du caractére est
bimodale, et le groupe comporte, en plus de Weissfelchen authentiques,
un lot de Gangfische. Pour Pauteur genevois, le Weissfelchen ne dittere pas
du Sandfelchen de PObersee, par Pindice des branchicténics tout au moins,
¢t cette constatation met en doute Pauthenticité d’un écotype primigenins.
DOTTRENS maimtient, au moins provisoirement, une taxonomie fondée sur
les principes de WAGLER

Au terme de ce bref (.\pOSL rctrospcctlr on retiendra que la marche des
idécs a progressé au cours des cinquante derniéres années cn deux direc-
tions apparemment contradictoires: I'une admet que Pévolution intervenue
depuis 1a fin de la derniére g]acntlon serait du type monophylétigue, alors
que Pautre stipule une genese polyphylétique. Aucunc des deux tendances
ne semble avjourd’hui prévaloir; le probléme reste donc ouvert. 11 est
dailleurs d’une portée plus générale, car il dépasse le dilemme restreint
des corégones. Sa résolution, il en est une, devrait avoir des incidences
sur le concept méme de Pespéce, et la valeur conférée aux divers arguments
dont 1l est supposé traduire Pintégration harmonicuse revét unc impar-
tance singulicre.

3. Le biotope
Le lac de Neuchitel est situé en bordure du Jura, au pied des contreforts

de son versant méridional. 11 a la forme d’un rectangle allongé, dirigé
SW-NE, et voici scs coordonnées géographigues ct ses particularités lim-

nologiques:
coordonnées du centre de surface: 46°55° lat. N, 6°5¢° E Greenwich.
altitude du niveau moyen [163]: 420,20 1M,
surface A 217,2 km?,
longueur max. ! 37,7 km,
largeur max. bmas 8,1 km,

largeur moyenne b= Al 5,7 km,’
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profondeur max. Zmaz 153 m,
profondeur moyenne z=V[A 65,4 m,
périmetre L 80 km,
I=imaz
volume V= / Adx 14,2 k3,
=0

LES LACS SUBJURASSIENS

TFigure 1

Le relicf snbmergé est caractérisé par la présence d’un monticule situé
vers le milicu du lac, et dont le sommet n’est recouvert que par guelques
metres d’eau. De chaque ¢6t¢ du mont, nne vallée court parallélement au
grand axe du lac. Le sillon septentrional cst le plus profondément creusé,
et son niveau §abaisse jusqu’a 153 m de la surface des caux. La rive nord
est assez abrupte; le littoral y forme une courte beine peu avancée, cail-
louteuse ou graveleuse, frayere de prédilection des palées. Au sud, par
contre, la déclivité est moindre, et des rosclitres étendues investissent le
rivage.

La geugse de ce lac est eucore mal connue. Apparu lors du retrait des
glaciers alpins, ou relique d’un vaste bassin préglaciaire couvrant le plateau
suisse sur une distance de plus de 100 km, et englobant les lacs actuels de
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Morat, Neuchitel et Bienne, il fut de toute évidence recouvert par 'unc
des branches septentrionales des glaciers de I’Aar. 11 se distingue néan-
moins de la plupart des autres lacs glaciaires du réscau hydrographique
rhénan par son orientation inhabituelle, ct par 'absence d’affluents fluviaox
directs issus du massif alpm Son bassin d’alimentation est, par conséquent,
assez restreint, composé uniquement d’un systeme local de cours d’eau
de faible extension.

En surface, la température de Peau fluctue durant Pannée entre 4 er
25° C environ, nutour d’une moyenne égale d 11,7° C. Aux profondeurs
dépassant 100 m, I'eau demeure 3 une température assez constante de
4,6 £ 0,5° C.

Au cours de I'étd, le réchauffement des couches de suriace les améne 3
s stratifier en ordre de densité. Clest une disposition stable et les. deux
couches superposées, isolées par la zone de saut thermique, deviennent
plus ou moins autonomes. A moins de tempétes violentes ct prolongées
qui altérent cette sériation, Pépilimnion réagit seul aux contraintes phy-
siques de I'atmosphére. L'axe du lae cofncide justement avec celui des
vents dominants, ct cette disposition ne va pas sans provoquer de fié-
quentes perturbations dans Péquilibre des eaux et sans répercussions sur
Ia faune.

La révolution des courants horizontaux causés par une ¢lévacion d’cau
sous le vent et un flux de retour dans les couches inféricures de ’épilim-
nion, ou encore par d'inégales distributions de pression barométrigue,
intéresse souvent des zones limitées du lac, mais peut parfois sc propager
i toute I'étendue des eaux et se prolonger longtemps au lendemain dune
bourrasque. Le renouvellement de 'oxygeéne des nappes abyssales dépend
donc, pour beaucoup, des conditions météorologiques locales et momen-
tanées. 1.es autres déplacements sont sans influence notable sur les condi-
tions de la vie animale. Les seiches, courtes oscillations périodiques de
toute Ja masse d’eau, sont de tres faible amplitude et le courant déeoule-
ment du lac est si lent qu’il ese pratiquement négligeable: Peau séjourne
dans le lac pendant huit ans en moyenne.

Jusqu’au milieu du siécle dernier, le régime du lac était assurément dimic-
riquc, car la surface gelaic f‘réqucmmcnt et six ou sept fois par si¢cle en
entier, durant ]')ll.lSlLLll‘a semaines. On verra quelles ont pu étre les consé-
quences de ces inversions de stratification sur les populations de corégones.

Au point de vue biologique, ce lac est eneore oligotrophe en pleine cau
et dans les grandes dépressions. Il devient toutefois de plus en plus cu-
trophe dans les zones littorales, et le dépdt des déeritus organiques cn
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putrcfaction y augmente sans cesse. 11 $'agit la &’ un phcnomcnc réeent,
dont les b;ologtstes ont pu mesurer la pronressmn aucours des qumzc
derniéres années, depuis que le lac, dépotoir des cités riveraines et exutoire
de tous les rebuts des activités humaines, ne parvient plus 2 les dégrader
au rythme de leur accumulation.

Ce lac, assez pauvre en phytoplancton, fut tonjours d’une incomparable
richesse par la variété de sa microfaune. ROBERT [166] en- a effectué un
recensement qui, en dépit de quelques erreurs inbérentes a des défauts
techniques, restitue néanimoins une image assez vraisemblable de a répar-
tition horizontale et verticale des principales espeees et de leurs fluctua-
tions saisonniéres. Le mémoire de ROBERT récapitule des dénombrements
cffectués chaque mois durant les années 1919 et 1920, en plusieurs endroits
du lac, et par tranches successives de 10 m d’eau; ces résultats sont aug-
mentés de ceux de FUHRMANN se rapportant a des péches exéeutées entre
1898 et 1917. Nous y avons incorpor¢ les estimations annoncées par le Ser-
vice de la péche pour les années 1944--1955. La compilation d’une centaine
de tables ¢t de diagrammes des ouvrages originaux est nne tiche fastidicuse.
Aussi nous hasardons-nous i les rassembler en un tableau synoptique, con-
densé au prix de quelques simplifications dans la chronologie ou les varia-
tions numériques épbéméres de certaines espéees au cours d’une saison,
et sans terur compte non plus des déplacements verticaux journahers ou
des in¢galités dues aux entrainements par les courants. Grice d un sym-
bolisme conventionnel, ol chaque signe illustre un nombre fixe de cor-
puscules planctoniques, cette figuration donne une idée de la densité com-
parée des peuplements ¢t de leur étagement diurne, en hiver et en ¢té.
Les espeéces qui y sont représentées sont numériquement les plus impor-
tantes du zooplancton; ce sont celles anssi dont les corégones se nour-
rissent ordinairement. La'dimension des symboles est trés approximative-
ment proportionnelle i la taille des individus adultes, tandis que les mi-
grations verticales périodiques qu’effectuent certaines espéces an cours
d’une saison sont exprimées par des fleches pointillées. Clest un récent
travail de QUARTIER [165] qui sert de référence aux évaluations guantita-
tives, rapportées 4 une méme colonne d’eau, des principaux cladoceres,
Dapbnia, Leptodora ct Bythotrephes. QUARTIER a démontré, en effet, que son
prédécesseur ROBERT avait minimisé les peuplements de cladoctres en
utilisant des filets & mailles trop fines, d’oli les meilleurs nageurs parve-
naient 3 s’échapper. Cette méme note confirme Pexistence de cycles an-
nuels a deux maximums pour les cladocéres, et situe en mars le minimum
absolu. Ce phénoméne est assez général pour toute la faune planctonique
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ct le phytoplancton; le maximum principal se produit en mat ou juin, peu
aprés Pinstauration de la stratification thernuque, le second maximum,
moins accentud, s¢ place en septembre-octobre, sauf pour Dapbria, ot il
est reporté @ décembre. Le premicr maximum coincide surtout avec I'éclo-
sion du plancton végétal, des rotatcurs et des nauplii de crustacés. Le
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Figure 2
Répartition estivale du plancton animal.
Etagement vertical moyen; chaque symbole représente un nombre déterminé d'individus,
constant d'unc espéce a 1"autre; sa dimension est proportionnelle 4 la taille,

sccond est surtout la conséquence d’une multiplication accrue des clado-
ceres et des copépodes. QUARTIER estime a 3,5 ml par metre cube la den-
sité du plancton (animal et végétal) lors du maximum du cycle annuel de
prolifération, dans la couche comprise entre § et 10 m; il est, par contre,
quasi inexistant lors du minimum. De ensemble des résultats de ROBERT
¢mane une autre conclusion, que confirment les péches effectuées en di-
verses occasions par notre laboratoire: dans Penscmble, la répartition ho-
rizontale du plancton est assez uniforme dans tout le lac, 2 Pexception
de quclques zones marginales abritées. Les diverses espeéces animales s’en-
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tremélent dans les caux de méme niveau; seuls certains crustacés, Lepro-
dara, Bythotrephes et Daphnia constituent parfois des essaims sporadiques
dans Iépilimnion ou le métalimnion. Nous renvoyons a la description de
WUTHRICH [252] pour les nauplii des Digpromus. Signalons encore que la
faune de fond, étudiée par MONARD [138] reste tres prolifique et com-
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Figure 3

Répartition hivernale du plancion animal.

posite. Parmi les groupes les plus ubiquistes figurent, outre les especes
curybathes mentionnées dans notre tableau, des ostracodes (Cypria et Can-
dona), des copépodes benthiques (Cyclops fimbriatus), et des limicoles, chi-
ronomides (Tanytarsus ct Orthocladius), Tubifex, turbellaires et mollusques
(Pisidium fordi). Cette faune abyssale doit d’apreés STEINMANN, fournir une
subsistance d’appoint aux corégones de fond pendant les saisons déficientes
en plancton pélagique.

1’exploitation halieutique a certainement une influence considérable sur
Iévolution des populations lacustres, celles des salmonidés en particulier.
Leurs effectifs, I’ige moyen des individus, sont dans une large mesure con-



658 Jean-Pierre Bargetzi Hydrol.

ditionnés par Pintervention humaine. Xntre ccs populations diverses, ré-
unies dans un méme biotope, s’établit un équilibre apparent, en partie arti-
ficicl. En grande majorité, les corégones qui colonisent le lac ne dépassent
pas six a sept ans, alors que la longévité moyenne de ces mémes espéees
doit atteindre ou dépasser dix ans. Bon an mal an, les péches retirent du
lac pres de 50 000 kg de palées, et 120 000 kg de bondelles. En 1957 et
1958, le rendement de la péche a doublé, livrant prés de 400000 kgde coré-
gones, si hien que le nombre des individus capturés annuellement excede
deux millions. Une pisciculture intensive parvient, semble-t-il, 3 main-
tenir dans ses limites antérieures les populations de palées. Elle est mal-
heureusement impraticable pour les bondelles, qui fraient & de trop
grandes profondeurs pour qu’on patvienne encore & les en retirer sans les
vider de leurs produits génitaux.

Premiére partic

TAXONOMIE CLASSIQUE

4. Isolement et spéciation

4.1 Llisolement géographique

Depuis les temps reculés ou les corégones se sont fixés dans presque tous
Jes lacs d’origine glaciaire, les générations s’y sont relayées et progressive-
ment différenciées jusqu’aux formes que nous connaissons aujourd’hui.
Leur survivance ct lcur diversification entre bassins hydrographiques sup-
poscat la perte de la rhéophilie primitive et de Patavisme anadrome. De-
puis longtemps sans doute, les corégones subalpins ne doivent plus migrer
hors des lacs, et les cours d’eau qui joignent les divers étages d’un réseau
hydrologique constituent, de toute évidence, un obstacle infranchissable
pour eux..L’isolement géographique est donc strict, et les groupes régio-
naux n’ont pu se rencontrer ou s¢ méler, sauf par la pratique récente de
Iacclimatation et du repeuplement.

La diversité des formes que ’on constate actuellement entre corégones
de régions géographiques méme voisines atteste des effets, parfois décon-
certants, de cet isolement territorial. Ces formes polytypiques a Pextréme,
cspéces authentiques ou sous-espices, selon qu’on opte pour 'une ou
Pautre hypothése, posent le probléme des causes de la variabilité. Nous
allons tenter de dégager, sur 'exemple des corégones du lac de Neuchicel,
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les raisons de cette instabhité et de préciser, dans 1a mesure du possible,
les parts respectives des déterminismes génotypique et phénotypique. Le
choix de ce biotope nous paraissait favorable, car de Pavis des ichtyolo-
gistes les mieux informés [164], le lac de Neuchirtel est Pun des tres rares
en Suisse ou aucun corégone allochtone n’ait jamais été introduir [55].

Cette ségrégation géographique et le confinement dans des aircs nom-
breuses et restreintes est-elle Intervenue avant ou apres la diversification
aénotypique des corégones ¢

En commentant les résultats de ses cxamens cytologiques, SVARDSON a
¢té conduit a suspecter que des formes génétiquement différenciées ont
d se rencontrer jadis, 4 une époque incertaine, et donner naissance a unc
descendance hybride. Les théories polyphylétiques plaident en faveur d’une
ségrégation simultanée d’espéces préalablement émancipées, et méme
STEINMANN, partisan du monophylétisme, n’infirme pas Pidée d’une
ascendance déja composite, génétiquement, des corégones actuels.

Si, a certaines saisons au moins, les palées se rassemblent en bancs ct se
déplacent en compagnic a la quéte des nappes de plancton, i) est d’autres
péniodes ol elles rodent en ordre dispersé; les bondelles ne sattroupent
généralement pas, ¢t nos propres observations sur le comportement des
populations de ,corégones nous ont convaincu quelles doivent occuper
virtuellement tout Pespace des eaux. Les deux populations se déploient dans
le méme espace [acustre; elles sont parfaitement sympatriques, au sens que
MAYR [134] attribue 4 ce vocable, ct les voics de fa spéciation doivent
&tre examindes cn fonction de ce cadre bialogique particulier.

4.2 La ségrégation écologique

Largument le p]us convaincant en faveur d’un statut d’espéce pour nos
deux formes de corégones réside incontestablement dans leur isolement
sexuel et des différences d’ordre ecolog1quc. Clest pourquoi nous nec sau-
rions éluder Pexamen d’un tel sujet, si éoigné fit-il de nos perspectives
biochimiques. Les trés nombreuses péches auxquelles nous avons pris part
— plus de cent cinquante — nous permirent un grand nombre d’observations,
complétées par les indices recueillis au cours des propos échanges par les
pu:hcurs dans Pémulation du travail commun.

L’isolement sexuel des palées er des bondelles est thLctlf aussi bien
dans le temps que dans Pespace. Les palées, dites «de bord» fralent au
début de Phiver, dés mi-novembre [164]. Le début et la durée de la fraic
varient quelque peu suivant les conditions climatiques saisonniéres et les
fluctuitions météorologiques locales. Un sensible refroidissement de I'eau

43



6060 Jean-Pierre Bargetizi Hydrol.

de surface, un lac agité, une eau fortement aérée stimulent les reproduc-
teurs qui se rassemblent en grand nombre sur les frayéres; la fraie est
alors un peu avancée par tapport a la date moyenne annuelle qui se situe
aux environs du 29 novembre. Elle dure généralement trois semaines, par-
fois quatre. La période paralt dans ’ensemble un peu plus courte pour les
femelles que pour les miles, car les miles sont proportionnellement plus
nombreux au début et a la fin de la fraie, et bien que le sex-ratio soit nor-
mal en dehors des périodes de reproduction, Cest en majorité des males
qu’on capture sur les frayéres. La remarque vaut aussi pour les bondelles
et pourrait s'expliquer par une maturation précoce des gonades chez cer-
tains méles. 11 se peut aussi que les miles restent plus longtemps groupés
sur les frayéres que ne le sont les femelles.

La fraic des bondelles est plus tardive. Elle débute pen avant mi-janvier
ct s¢ prolonge durant une trentaine de jours, pour s’achever subitement, en
Pintervalle d’un jour ou deux, par unc dispersion générale des attroupe-
ments de reproducteurs.

Ln rappart avec les lieux de fraie, on remarquera que les palées se ré-
unissent un peu partout sur la beine, ol elles choisissent de préférence
les endroits sablonneux semés de_galets. Au début de la saison, elles re-
montent vers le littoral et fraient trés prés des rives, rarement en riviere.
Llles déposent les ccufs sous quelques décimétres a trois métres d’ean
seulement, puis 4 mesure que la saison s’avance, leur zone d’activité sc
déplace vers le large, et la profondeur s’accroit peu 4 peu, jusqu’a dix m
environ pour les palées de bord. Les emplacements de fraie des bondclles
semblent aussi s’étaler sur une airc assez étendue, au fond des dépressions
et des vallées submergées. Elle sc situe entre 70 et 140 m de profondeur.

Les modalités de ces [raics pourraient faire suppaser une ségrégation
presque parfaite, si n’intervenait pas une population intermédiaire, celle
des palées de fond. Elles méritent, certes, I'appellation de palées, puis-
gu'elles sont morphalogiquement indiscer mblcs des p’ll(:CS de bord. Elles
ne s’en distinguent que par les seuls caractéres relatifs 3 la reproduction.
Leur période de ponte se place entre celle des autres formes, en décembre,
et leurs frayeres prolongent en direction du fond celles des palées de bord,
entre 10 et 60 m, partout oli un talus asscz abrupt n’isole pas les territoires.
On a mis en doute Pexistence objective de cette troisitme forme; il se
pourrait qu'elle ne soit composée que de palées 4 maturation quelque peu
retardée.

Bornons-nous & constater que l’existence de discontinuités bien tran-
chées entre palées et bondelles ne peut &tre demontrée en toute rigueur
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et que P’éventualité d’une hybridation naturelle ne peut étre absolument
écartée. Nous inclinons pourtant A croire efficace, dans Pensemble, cette
ségrégation écologique. A cela nous alléguons deux raisons: I'une émarie
du fait que la grande majorité des effectifs de palées fraie avant le 10 dé-
cembre sur le bord, et cette proportion ne s’est pas sensiblement modifice
au cours des ans; autre réside dans Papparente permanence des types
de corégones depuis 150 ans au moins, puisque la deseription de PERROT
JAQUET-DROZ [150] semble accréditer cette assertion en démontrant la
conscrvation des mémes caractéres, des mémes habitudes et 4 peu de
choses pres, des mémes périodes de fraie. Tout au plus, celles-ci paraissent-
elles se détacher micux quautrefois, puisque la palée de bord devait frayer
depuis le début de décembre seulement, et la bondelle en janvier déja.
Ajoutons que cet isolement sexuel, pour imparfait qu’il soit, n’est en au-
cune manitre conditionné par un obstacle anatomique, ni par des barrieres
territoriales infranchissables. C’est une ségrégation d’ordre physiologique;
clle tient pour Pessentiel 4 des inégalités de maturation des gonades au
cours des cycles annuels, et aussi, croyons-nous, a des facteurs éthologiques.

4.3 Les eritéres éthologiques

les corégones ont probablement hérité de leurs ancétres marins des
habitudes grégaires et migratrices, aujourd’hui encore vivaces, mais a
des degrés différents suivant les groupes. Une spécialisation un peu diffe-
rente pour la noutriture et peut-étre une accommodation préférentielle
aux plus faibles pressions hydrostatiques expliquent en partic les diver-
gences ¢thologiques.

Les palées ont un régime quasi monophagique et plus strictement in-
féod¢ 4 quelques especes planctoniques (Byrhotrephes, Leptodora, Diaptomus,
Daphnia) que les bondelles. Une exception ccpcndant- chaque année, -en
pénode de déheience planctomque, les palées font une énorme consomma-

tion de larves de dl}‘)[(_rtS, mais durant quelques ) jours seulement. A P'ou-
verture de la cavité abdominale, Pestomac des poissons apparait coloré en
brun foncé, presque noir. 1l s’agit de larves de Chironomidac — on sait
qu’clles possédent un «sang» riche en hémoglobine dissoute — ¢t & cette
saison, ces larves doivent vraisemblablement abandonner en grand nombre
leurs tubes et leurs galeries des limons abyssaux pour remonter, de nnit
surtout, a proximité¢ de la surface.

Les bondelles ont, elles aussi, une alimentation ot prédomine le zoo-
plancton. STEINMANN [192] a toutefois fait remarquer que les corégones
du type Bodenfelchen sont tous plus ou moins polyphages et qu’au cours
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du printemps, des oligochétes, des larves dlinsectes et de petits mol-
lusques seraient des proies fréquemment ingérées et feraient méme, pour
certaines populations, la base de leur alimentation ordinaire. Nous n’avons
pratiqué que pen d’examens de contenus stomacaux, mais a ’égal de ceux
qui furent exéeutés en plus grand nombre au laboratoire du Service can-
tonal de la péche, ils n’ont jamais révélé la présence de semblables especes
(sauf quelques ostracodes henthiques) aussi longtemps que la faune planc-
tonique lacustre n’Ctait pas évanescente. Par contre, dés la fin de 'hiver,
on y décelait régulicrement des Tubifex.

Groupées pour la plupart durant toute la saison d’intense animation tro-
phique, de jamrier 3 juillet, les palées commencent & se disséminer vers
la fin de Pété et A redescendre vers des couches un pen plus profondes,
avant que la frate les ramcne vers Jes cbtes. Toutefms, clles ne quittent
jamais les zones supéricures et durant toute Pannée s’étagent entre 5 et
40 m de profondeur environ, 1 Pexception de qudqucs individus qu’on
péche parfois vers de plus grands fonds. A de tres rares occasions — les
pécheurs du lac prt,tcndcnt_m Pavoir observé que deux fois en trente ans —
les palées remontent -Jusqu’d la surface, par troupes nombreuses, pour
chasser en s’¢battant bruyamment dans les vagucs. 1l semble que ces as-
censions massives aient coincidé avec une brusque chute de pression baro-
métrique, annonciatrice d’un orage de début d’éeé. Nous n’avons pu mal-
heureusement obtenir aucun renseignement sur la nature de la faune planc-
tonique de surface en Poccurence. Les palées doivent cesser de s’alimenter
un mois cuviron avant la frate, et durant cette phase d’intense activité
physiologique, elles consument leurs réserves adipeuses, car la fraie passée,
on ne retrouve plus ces accumulations de matiéres grasses abondantes
deux mois seulement auparavant. Il est assez singulier de constater que
cette anorexic n’est pas la conséquence d’un appauvrissement du lac en
cladoceres et copépodes, encore densément répartis 3 cette saison. Elle
parait traduire plutdt la survivance d’une habitude ancestrale que les sal-
monidés anadromes actucls, proches alliés des corégones, ont manifeste-
ment retenue.

Moins exigeantes dans le choix de leur nourriture, les bondelles le sont
anssi dans cclui deleur entourage immédiat. On les trouve a tous les niveaus,
sur les fonds élevés aussi bien qu’aux extrémes dépresstons, et semble-t-il,
partout disséminées, et assez uniformément. Leur nombre est tel qu’un
pécheur peut tendre scs filets tous les jours exactement an méme endroit
durant une bonne partic de 'année, sans jamais avoir I'impression de dé-
peupler localement la tribu. Des le début de Phiver, les bondelles désereent
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peu A peu les couches supérieures du lac et une fois la fraie passée, clles se
dispersent en remontant probablenient vers le nivean moyen des caux.
Elles semblent d’ailleurs passer par un stade de relative stabulation en
mars et ne retrouver leur pleine activité qu’avec la régénération du plancton.

On ignore 4 peu pres tout de leur comportement collectif. Qu’il suffise
de dire que la tendance grégaire et les habitudes erratiques paraissent chez
clles beaucoup plus effacées que chez les palées.

Ces quclques commentaires attestent de Vimportance des facteurs éco-
logiques, et peut-ttre échologiques, dans Pisolement des deux formes. Les
palées, poissons de surface, extériorisent des instincts nomades et gré-
gaires plus accusés que les bondelles. Celles-ci, plutdt benthiques et moins
vagabondes, témoigneraicnt, sclon QUARTIER [164] dune propension
centripéte, tandis que les palées seraient centrifuges.

Une dernicre remarque concerne les idées de STEINMANN [192] sur
Papparition des essaims (Sippenschwiirme), troupes de corégones consan-
guins, nés le méme jour aux mémes licux, de quelques couples parentaux
sculement, et qui manifesteraient des alliances d’ordre sociologique. Ces
groupes grégaires d'individas trés semblables maintiendraient longtemps
leur autonomic, et reviendraient frayer ensemble sur le méme emplacement.
Les populations de palées et de bondelles seraient ainsi la somme de telles
colonics dispersées dans le bJotopc Cette hypothése ne nous convaing pas,
car la capture de tels essaims par des filers barrane le lac sur p]usu:urs
kilometres dans les couches profondes devrait montrer des lots de pois-
sons de méme taille et de caractéres identiques. Ce nest jamais le cas.
Bien que la répartition des poissons dans les filets soit toujours inégale,
sauf en cas d’exceptionnelle abondance, les individus de chaque groupe
sont rarement de méme fige, de méme taille et de méme conformation.
Aucun pécheur de ma connatssance ne parait d’ailleurs accepter ce point
de vue. 11 semblerait bien au contraire que les rassemblements se font au
hasard des rencontres, fortuitement, et qu’ils n’ont qu’une durée p'lSS'l(T(_['L‘

5. Taxonomie morphologique

5.1 La siguification des caractéres méristiques
et leurs incidences embryologiques

s5.11 Défnitions: la descriprion d’un caractére différentiel, morpholo-
gique ou anatomique, peut Sapparenter 3 Punc des trois catégories
sulvantes:
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1° Le caractére est gualitatif, §'il indique simplement la présence ou ab-
sence d'un élément;

2° 1l est guantitatif, s’1] établit une gradation dans la différence;

3° 1] est méristique, $'it désigne un intervalle de variation numérique.

Les structurcs morphologiques sont les arguments traditionnels de la
taxonomic. Nul ne songe 3 en contester P'utilitd, mais il st permis de
s'interroger sur lenr valeur signalétique, lorsqu’elles servent 4 définir des
formes ausst variables que celles qu’extériorisent les corégones. La plasti-
cit¢, chez ces poissons, aflecte presque tous les organes, autant que les con-
tours extérieurs, ct pOSC la question de leurs rapports de causalité avec les
détermimants guu,hques ct d’éventuelles influences du milicu.

5.12 Caractéres méristigues des corégones du lac de Nencharel: Les caractéres
métriques et numériques de nombreux corégones subalpins ont été bien
étudiés. Les anciens autcirs avaient déja établi le compte des vertébres,
des branchicténies, des écailles de la ligne latérale, des ravons des nageoires.
1is ont cité des mensurations, diamétre de acil, longueur du corps, de-la
téte, base et hauteur des nageoires. Plus récemment, DOTTRENS et QUAR-
TIER, puis DOTTRENS scul, on fait une vaste enquéte biométrique de ces
caractéres pour fa plupart des corégonces subalpins. Leur premiére étude,
qui portait sur les palées et les bondelles du lac de Neuchatel [55], fic date
dans la progression des idées sur la systémacique des corégones, et fut i
Porigine du présent travail. Ces auteurs ont dressé les courbes de varation
d’une vingtaine de structures méristiques, établi leurs corrélations respec-
tives avee ge, le sexe, la vitesse de craissance, et '« espece», pour pro-
poser finalement six d’entre eux comme critéres différenticls de diagnose
des corégones, en leur assignant un ordre de valeur. Ces caractéres com-
prennent: le nombre des branchicténies du premicr arc branchial, celu
des éeailles de fa ligne latérale et divers rapports de longueurs entre Pail, Ia
téte et les nageoires. Deux « nombres-indices» récapitulent, plus ou moins
arbitrairement, cet cnsemble de données morphométriques. DOTTRENS [51]
a complété la publication de ces résultats en fournissant Jes valeurs des
earts-type et des coeflicients de variation des moyennes méristiques. A
notre avis, I'intérét majeur de cette enquéte réside dans le fait que ces
courbes, illustrant la variabilité de quelques caracteres les micux tranchés,
le nombre des branchicténies notamment, paraissent se conformer a deux
distributions normales indépendantes et symétriques, au moins en ce qui
concernc ce dernier critdre. Sur la base d’un nombre restreint de carac-
teres, on ne saurait conclure en toute certitude A ’homogéndéité et a I'isole-
ment parfait des populations de palécs ct de bondelles, et bien que rien ne
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certihe m.1thumt1qucment la mgmﬁcatmn des différences de moyennes,
nous tenons ces propositions Pour assez vraisemblables:‘Notons toutefois
que les amplitudes de variation de ces éléments, y compris Pindice des
branchicténies, sont telles que les intervalles propres a chaque groupe
se recouvrent cn partic et que Paire commune aux deux courbes n’est pas
négligeable. Ceci suppose une marge d’incertitude assez ¢tendue dans
les diagnoses individuclles.

Nous utilisions au début de notre travail plusicurs caractéres différen-
ticls. Assez vite, ils nous ont conduit A des contradictons, plus souvent
que nous ne I’attendions. Par la suite, nous n’avons plus retenu que le seul
facteur du nombre ct de la forme des branchicténies et finalement, pour
tous les travaux biochimiques, nous avons pu limiter les prélevements
aux seuls individus sexuellement mfirs péchés sur les frayéres, dans les
deux premiéres semaines de Ja fraie pour les palées, et en pleine fraie pour
les bondelles. T uniformité taxonomique des populations réuntes sur ces
emplacements avait été contestée par DOTTRENS ct STEINMANN, et leur
opinion nous inclinait 1 une certaine méRance. Or, dans la mesure ot nous
avons pu les détecter, nous n’avons rencontré de semblables irrégularités
que deux fois sur pres d’un millier de corégones capturés dans ces condi-
tions. Nous avons toutcfois poussé le souci de PPexactitude jusqu’a rebuter,
pour les palées, tous Jes individus de moins de 38 em, et pour les bondelles,
ceux qui possédaient moins de 33 branchicténies. En nous familiarisant
peu i peu avee les méthodes de péehe, nows avons acquis {a conviction que
les risques de confusion varient beaucoup suivaat les saisons ct les engins
cmployés. 1l nous fut loisible, dés lors, de choisir les épogues et les pro-
¢¢dés de capture les plus slirs. Au reste, nous avons toujours tenu compte
pour le tri des corégones, de Pavis de nos pécheurs et éliminé tous les pois-
sons d’affinités douteuses, pour lesquels nos identifications ct les leurs

- ¢taient en désaccord.

Quoi qu'il en soit, on ne parvient jamais A s¢ défaire d’un doute insidieux
sur la qualité de tels arguments de diagnose, en raison de Pamplitude des
vanations individuclles, et de Pabsence d’indices guafitarifs. Plus encore, le
fait que la grande majorité des poissons gue nous avons retenus aient éré
agés de 3 A 7 ans dissimule une incertitude, car 'y aurait-il pas aussi une
variation dans le temps, 4 plus ou moins longue échéance? Combien y
a-t-il de variables, ct quelles sont-clles?

5.13 Acclimatation et variabilité: Nos recherches étaient déja trés avan-
cées quand nous furent communiqués les travaux de SYARDSON {202-207]
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rclatant les essais d’acclimatation qu’il fit en Suéde en introduisant dans
des lacs dépourvus de corégones aborigénes des formes apparemment sta-
bilisées d’une autre origine. I a pu constater que ces populations pouvaient
subir, sous Pinflucnce du nouveau biotope, des variations surprenantes qui
auraient pleinement justifié leur actribution 4 une catégoric taxonomique
diftérente, & en juger par les seuls traits signalétiques reconnus jusqu’alors,
(exceprion faite du critére des branchicténics). Ainsi, des alevins d’unc
population parfaitement équilibrée, transportés dans un lac autre que leur
bassin natif et originel, ont atteint a teur maturité sexuelle une taille
moyenne supéricure au double de la norme parentale. Cette extraordinaire
plasticicé affecte non sculement les dimensions, mais encore la plupart des
indices ménstiques de diagnese, tels que le nombre des vertébres, des
Ceailles et des rayons aux nageoires ainsi que les caractéres physiologiques :
vitesse de croissance, délais d’accession A Page adulte,durée deviemoyenne.
D’apres cet ichtyologiste, le scul facteur valable serait celui des branchic-
ténies. ]| serait Punique caractére capable de traduire, dans Pacquisition
d’un phénotype, 'influence direete et non perturbée des déterminants géno-
typiques. Il serait done seul significatif en taxonomie, encore qu’une varia-
tion soit fréquente entre populations allopatriques d’une méme « espéce.
Ces données expérimentales tendent & supporter les vues de Hiue [oo]
qui avait d&ja fait des observations semblables sur des populations appa-
rentées du continent nord-américain, Lewcichthus artedi e Sucur et mis ¢n
relief I'éroite subordination des structures phénotypiques aux variations
des factcurs micro-cosmiques environnants: dimensions, thermique ct
chimico-physique des bassins lacustres.

514 Réle de Dalimentation et du factenr spatial: SVARDSON insiste avant
tout sur l¢ role de Palimentation, car Pabondance ou la raréfaction de cer-
taines espéees planctoniques ct benthiques aceélere ou freine la croissance
d’unc manicre trés spectaculaire et démonstrative. La monophagie des
corégones cst en général assez stricte pour que de brusques ct durables
inégalités de répartition de la faune puissent avoir des répercussions sé-
veres sur les colonies de corégones et Paspect des individus qui les com-
posent. Cette relation est fonction, pour un lac donné, de ses effectifs en
corégones ct de la densité de son peuplement planctonique.

Ces constatations évoquent une notion similaire, bien qu’ayant trait aux
seuls facteurs physiques, eelle du « space factor» introduite en ichtyologic
par VLADYKOV [239]. Ce savant a dressé P'inventaire des modifications
somatiques exercées sur les populations de plusieurs espéces de potssons
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marins ¢t dolgaquicoles par la variation de divers factcurs cxternes, no-
tamment la température, la salinité, et le factenr spatial. Par des compa-
raisons entre espéces d’un méme genre, ou entre genres étroitement alliés,
il conclut a un rapport de causalité entre les factenrs extrinséques et Ia
plupart des caractéres méristiques. A un «space factor» extensif, par
exemple, correspond un plus grand nombre de métameéres, ct partant, un
nombre accru de vertcbres, d’éeailles, de rayons aux nageoires dorsales
on anales, ¢t bien évidemment, une modification de la taille et des rapports
morphométriques. Les autres facteurs externcs semblent corrélatifs les uns
des antres, et capables d’induire une action conjugée.

5.5 Les travanx de TANING: Plus convaincant encore 3 notre avis est
te rapport de TANING [214] qui rend compte d’une pertinente analysc
expérimentale sur le déterminisme des structures méristiques chez Safmo
rrurta frefta, Lo Au terme d’unc série d’observations couvrant plusieurs
années, Pauteur danois présente une confrontation fort instructive entre
Pécologie expérimentale et Pembryologie causale. Ses expériences con-
sistent en incubations simultanées de lots d’aufs fécondés fournis par un
méme couple de truites, et au cours desquelles les conditions physiques et
chimignes du milieu sont rigourcusement contrblées et demeurent cons-
tantes, & Pexeeption d’une unigue variable, artificicllement modifide 3
un moment précis de Pontogendse. Sauf changement provoqué, la tempdé-
rature, qui est le facteur primordial, est maintenue dans des limites étroites;
clle est enregistrée continuellement pendant toute la durée de Pincubation,
cn vue de Pintégration exacte du nombre de degrés x jours (D°).

Cette opération est justifiée par une démonstration préalable: a un
stade donné de Pontogentse correspond toujours un méme D°, pour au-
tant que la température ambiante n’excéde pas Pintervalle biologique com-
pris entre 3 et 14° C. Ainsi, les phascs du développement embryologique
peuvent &tre rapportées d une échelle numérique; pour 1a troite de mer,
Péclosion 2 licu a 400 D*, ct Palevin perd son autonomie végétative vers
800 1 850 D%, sa vésicule vitelline étant alors totalement résorbée. (Signa-
lons que les alevins de palée éclosent 4 318 D° et ceux de bondelle 4 285 D°
approximativement. )

Les résultats de TANING sont d’ordre statistique et leur signification
est mathématiquement vérifide.
1°En incubation isotherme, la moyenne des nombres de vertébres dépend

de Ia température. Elle est minimum 3 6° C, et s’accroft aussi hien aux

températores inférieures qu’aux valeurs plus élevées. Pour des incuba-
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tions 13, 6 et 12°, écart relatif sur les moyennes est d’caviron 1,5 vertébre.
Or, de telles différences excédent celles qui sont reconnues comme in-
diee systématique pour distinguer les races de harengs, par exemple, ol
["écart maximum est de 1,1 vertébre seulement.

2°On sait qu'au terme de la segmentation de 'acuf, de vastes remanie-
ments topographiques des champs morphogénétiques réalisent la mise
en place des feuillets et préparent émancipation des ébauches présomp-
tives des futurs organes. Cette étape débute avec la gastrulation, au
cours de laquelle ces territoires acquigrent leur destinée définitive et
leur autonomie. Chez les salmonidés, les somites deviennent identi-
fiables A ce stade déja, si bien que la métamérisation concorde avec cette
phase du développement embryonnaire. Pour [a truite de mer, elle se
place approximativement entre 70 et 160 12°. in provoquant des per-
turbations thermiques 2 différentes étapes de 'embryogenese, TANING
a pu déeeler deux périodes eritiques, la premiére entre la fécondation et
50 DD°, la seconde entre 145 ¢t 165 D°. Au terme de la premiére période,
la sensibilité du germe aux déviations de température déeroit peu i peu.
La détermination doit donc sinstaurer dés le début de la gastrulation.
Aprés une phase indifférente se place la trés courte période d’hyper-
sensibilité, et au-deld de 165 D°, le nombre des vertebres reste immu-
ablement fixé. Durant la trés courte seconde phase critique, un écart de
6° C suffit & engendrer, en sens inverse, une variation de 1,5 vertebre
sur la moyenne dans une population consanguine. Mieux ¢ncore, une ex-
citation thermique de courte durée, 20 D° par exemple, mais d’une am-
plitude atteignant 9° C, peut cntrafner dans les embryons nés d’un seul
couple parental, une déviation de la moyenne de 3,2 verttbres, de sorte
qu’entre embryons fréres du méme log, les différences individuelles
peuvent porter sur § a 6 vertehres.

3° Les antres caractéres méristiques font preuve d’une égale nstabilité; en
méme temps que les nombres de vertébres varient aussi ceux des éeailles,
des rayons aux nageoires, et apparemment, tous les édéments issus de
la méetamdérisation, y compris la taille et les rapports morphomdétriques.
Clest ainsi que TANING a pu obtenir en laboratoire des phénocopies
de truites de Ja mer Baltique ct de truites méditerranéennes en incubant
les azufs A des températures qui reproduisent celles des milieux naturels
correspondants.

4°La température nest pas seule efficace. D’autres facteurs extrinseques
peuvent perturber la détermination des champs. L'expérimentation a
révélé, par excmple, qulune chute du degré de saturation en oxvgenc
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dissous de 9o A 65%, dévicla  sayeniie du nombre des vertebres de 0,3 uni-
tés, tandis que d’un abaiSsement de pression partlcllc du gaz carbonique
libre dissous, passant de 1,2 - 10-2 4 0,06 - 10~ atm., résulte une aug-
mentation 0,9 vertebre. Le germe reste, par contre, indifférent aux fluc-
tuations quantitatives des sels dissous, nitrates et phosphates. Cette
inertie est compréhensible, car le chorion rendu turgescent par la pres-
sion interne due & une absorption d’eau au moment de la constitution
de la zone périvitelline est devenu impénétrable aux scls. Seuls les gaz
diffusent, et cette observation, autant que Ja seusibilité élective du germe
aux agressions physiques, tend a assigner aux fonctions respiratoires ct
aux systémes enzymatiques qui Jeur sont associés une prééminence daus
ces phénoménes de déviation phénotypique.

De Pexposé des faits cmerge Pidée que les caractéres méristiques sont
altérables & un stade précis de la morphogenese par effet de facteurs ex-
ternes qui activent ou ralentissent le métabolisme de 'embryon. Pour
autant, le déterminisme génotypique n’est certainement pas absolu, soit
qu’il manifeste un caractére plurifactoricl, soit que son action ne §'impose
que durant un temps trés court au début de la segmentation ct cesse aussi-
tht d’étre impérative. Que SVARDSON [205] en soit venu a mettre en
doute, un an avant TANING, la valeur taxonomique des caractéres méris-
tiques traditionnels (nombre des branchicténies excepté) n’a rien de sur-
prenant (voir aussi OLIPHAN [142]).

11 serait souhaitable qu'une analyse expérimentale sur le modéle des
travaux de TANING définisse Ja mesure dans laquelle le nombre des bran-
chicténics demeure assujetti aux variations du milieu et que soit specifi¢
le erédit qu'il convient d’accorder a cet indice taxonomique. Une telle re-
cherche, par sa durée et le conditionnement des techniques quelle re-
quiert, excédait largement les limites qui nous étaient imparties.

Au demeurant, le rapprochement des faits qui viennent d’étre exposés
avee les conditions d’existence des corégones dans les lacs subalpins ap-
pellent quelques réflexions d’ordre conjectural.

5.36 Les velations trophigues entre les covégones er le milien: Pour cxpliquer
la-variabilité morphologique, SVARDSON fait intervenir, a juste titre, Pin-
fluence prédominante, qualitative et quantitative, de la faunc planctonigue.
On peut saisir comment les particularités physiques de lacs mémes voisins,
leur altitude, leur situation topographique, leur exposition aux vents, lear
relief immergé ou leurs caractéristiques thermiques peuvent conditionner
le développement de microfaunes différentes. 1’¢troite spécialisation tro-
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phique des corégones, duc en partie i la conformation de leurs hranchi-
cténics, explique qu’un équilibre s’établissc entre le zooplancton et ses con-
sommateurs, ct quc chaque lac réalise ainsi sa propre individualité biolo-
gique. La sélection peut climiner rapidement les variants ou les phéno-
types dont le filtre branchial serait mal adapté, car la forme des branchic-
ténies, leur longucur, leur écartement et leur spinescence, varient chez
les corégones autant que leur nombre. De toute évidence, une telle suppo-
sition est insuffisante puisqu’elle ne peut rendre compte entitrement de
la différenciation phylogénique des groupes caexistant dans un méme bio-
tope, surtout quand ces formes sont au nombre de quatre ou cing ct asscz.
peu dissemblables par leur filtre hranchial. Elle peut néanmeins avoir
unc ccrtaine valeur interprétative dans les cas de transferts et d*acclima-
ration cxpérimentés par SvARDSON, ou décrits par SURBECK [199] et par
DOTTRENS [$4].

Ces considérations rameénent a la question de Pacuité de la détermina-
tion cmbryologique du nombre des branchicténies et de Pamplitude de
de leur variabilité. SvARDSON admet cette instabilité et la persistance de
préadaptés dans son interprétation de la spéetation allopatrique. L'organo-
genése de ces protubdrances n’est apparemment pas décrite dans le détail,
mais il ressort du commentaire de BERTIN [15] que les travaux histolo-
giques font suspecter une ongine tardive, postéricure 3 la formation des
arcs branchiaux, et sans rapport direct avec enx, puisque ces éléments ne
sont pas des dents mais de simples papilles de la muqueusc pharyngienne.
Si cette évolution suppose une épigendse tardive, associée a d’éventuels
phénoménes de régulation, on peut se demander jusqu’a quel point des
états physiologiques, ou un rythme métabolique particulicr, peuvent in-
fAéchir secondairement leur édification.

Dans cet ordre d’idées, relevons la proposition que BERTIN formule:
« Tout sc passe comme si chacune des étendues lacustres avait, par le de-
ard de pureté de ses canx, ou par fa nature de ses crustacés planctoniques,
une action déterminante sur le filtre branchial des poissans qui Phabitent.»

5.17 Corégones et physigue du lac de Newchatel: Les corégones possedent
trop de traits communs avec les truites, par leur physiologic ou les mo-
dalités de leur embryogendse et par Pinstabilité de leurs caractéres mor-
phologiques, pour que ne simpose pas Pidée d’une réceptivité semblable
envers les stimulations du milicu.

On en vient tout naturellement 3 se demander quel a pu étre le role des
facteurs physiques, ajoutés aux particularités trophiques, dans apparition
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des multiples formes actuelles entre corégones de biotopes géographique-
ment distinets, de natio an sens de STEINMANN, ct quelle est la part de
telles variations dans la différenciation des écotypes d’un méme lac. Rap-
pelons qu'il suffit d’un écare de température de 3° C ou de changements
du taux de saturation en oxygeéne de 15%, pour infléchir valablement le
déterminisme morphogénétique du germe, ct que les périodes durant les-
quelles ces impulsions exercent leur effet de promotion peuvent étre de
courte durée, 40 a 50 D° an début, 20 D° au stade d’hypersensibilité. Pour
apprécier en connaissance de cause le réle de ces facteurs, il conviendrait
d’examiner au préalable les modalités des phénoménes respiratoires em-
bryonnaires. Mais les informations sur ce sujet sont i peu prés inexistantes,
an moins en ce gui concerne la phase du développement précédant Péry-
thropoitse et durant laguelle les liquides pénivitellin et vésiculaire ab-
sorbent Poxygeéne rétrocédé ensuite aux cellules. 1’absorption est fonction
de la teneur ambiante en gaz dissons ct s’accroit proportionnellement. On
sait que la demande d’oxygéne est considérablement accrue durant la
gastrulation. Expérimentalement, on démontre aussi que le chorion peut
avoir un effet limitant sur le volume du gaz diffusé, mais pour les ccufs
démersaux des salmonidés, incubés dans leur wmilicu naturel, cette action
est tres secondaire par rapport aux inégalités de distribution de Poxygene
dans Peau des lacs, surtout dans les couches abyssales. 1] est coutume, en
physiologie, d’exprimer Pinflnence de Poxygeéne ct du gaz carbonique
dans ’hématose en termes de pressions particlles. Mais pour les organismes
aquatiques, cette représentation est inadéquate, en raison des limites de
la solubilit¢ de Poxygene dans Pean et de Pétroite subordination du phé-
nomene A la température. FRY [76] estime que dans ce cas, la mesure de
Poxygene en pression particlles conduit 4 des conclusions erronnées. Pour
le lac de Neuchitel, le désaccord entre la pression virtuelle d*oxygéne dans
Peau et sa concentration effective se calcule aisément. Une opération pré-
alable permet d’estimer la pression atmosphérique p, au niveau moyen du
lac b: 433 m, par référence 2 la pression relevée d PObservataire, #;: 487 m,
pour la moyenne des cinquante derniéres années:
273 (h—hy)

18421 {(I'p + T5) 0,5

log pr = log Py — = 7150 mm Hg,

POUI’
Ts: (273 + 1) on 4 température moyenne & la surface du lac, 11° C.

b
«

Les pressions partielles d’oxygéne A ce niveau s’élévent 4

P()2 = 0,2005 (pr— pﬂzo) = 147, 9 mm ,
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ol ppr,0 est la valeur de saturation de Pair en vapeur d’ean 3 10° C
(9,12 mm Hg).

Dans les mémes conditions d’altitude et de température, la pression par-
ticlle d’oxygénc dans Pair saturé de vapeur d’eau est de 0,25 g . I-. (Poids
de Vair saturé calculé pour 7:284°; fiuy:715 mm Hg. Le rapport po,/(o,)
vaut 5,9 - 10%)

Dans des conditions identiques, il y a saturation 4 Pinterface air-liquide
quand Peau renferme 7,15 ml d’O, par litre, sott 10,2 + 1072 g]-1, tandis que
Pair en contient 8,4 ml par litre, ou 12,0 mgi-2 3 4° C. La pression de I'oxy-
geéne dissous est s1 faible relativement i sa teneur dans Patmosphere qu’on
peut ici la négliger, si bien que lc rapport

10, sol

2

vaut 145102,

On le voit, Peflet de 1a pression d’oxygéne dans ’eau est vingt-cing fois
plus faible que dans Pair, et c’est la solubilité qui devient facteur imitant
pour les phénomenes respiratoires.

le débat va donc se limiter 3 trois facteurs: température, pour-cent de
saturation en oxygene, et pression partielle du gaz carbonique.

Une telle prospection ne va pas sans une large somme d’informations
limnologiques couvrant plusicurs décennies. Pour le Jac de Neuchitel, les
renseignements font presque complétement défaut. Une enquéte expéri-
mentale ¢st en cours depuis deux ans, mais les dornées réunies sont en-
core trop fragmentaires pour autoriser des conclusions de caractére géné-
ral. Fondées sur des mesures effectuées en pleine eau, a deux mois d’inter-
valle, elles n’autorisent que des déductions trés approximatives sur les
conditions physiques qui régnent au niveau de la microzone formant fron-
tiere entre éément Ilqmde et le sous-sol 1 unmcrgc, aux licux ot fraient
les corcgoncs

De nos jours, et dans les années norma]es, la température de Peau en
surface ne s’abaisse que rarement au-dessous de 4,5° C, sauf parfois durant
quelques jours en février. Pour ce mois, le plus froid de Pannée, la moyenne
des températures est d’environ 4,7° C, et les fluctuations sont de tres
faible amplitude. On ne saurait donc faire état d’un renversement de la
stratification, ni de bouleversements extensifs dans Pordonnance des eaux.
On cn jugera d’aprés les moyennes thermiques mensuelles de Pean en
surface:

Scptembre Octolbre Novembre Déccmbrc Janvier
16,9° 13,6° 9,3° 6,6° 5.3°
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Alors qu’un régime dimictique provoque, en autoning, une intense Cir-
culation verticale, par suite du basculement de nappes d’inégale densité,
et occasionne un rapide renouvellement des couches abyssales, allure du
phénoméne cst ici sensiblement différente et ses conséquences bien affai-
blies. Aux approches de I’hiver, la couche de saut thermigue commence
par s’abaisser, puis la démarcation entre ’épilimnion et hypolimnion s’es-
tompe progressivement. Les différences de densité s’amenuisent et cessent
d’&tre un facteur de turbulence. Finalement, le 1ac tend a devenir isotherme
¢t a demeurer en équilibre statique dans toute sa masse. Cet effacement
graduel de la stratification est trés lent; il exige plusieurs mois et Punifor-
misation n’cst atteinte que vers la fin de Pannée. L'époque i laquelle elle

-s’¢tablit dépend essenticllement de la fréquence ct de la violence des vents
¢t des tempétes. Si 'automne est assez froid et le lac trés agité, la turbu-
lence de surface se communique de proche en proche aux nappes sous-
jacentes; ’équilibre est moins stable qu’en période de sériation. An con-
traire, si la belle saison se prolonge jusque tard dans "année, une stratifi-
cation acténuée, avee ses inévitables déficits d’oxygénation au niveau du
sol immergé, peut persister longtemps. Survenant a mi-novembre, le dé-
but de la fraie des palées peut coincider suivant les années avec I'un ou
Pautre de ces états et la transition s’opére souvent pendant la période de
reproduction. On congoit alors que les conditions thermiques peuvent
varier dans des limites assez larges et le diagramme que nous publions,
avec Pagrément du service cantonal de fa péche, illustre cette situation
mieux que tout commentaire. Le elimat de Pannée 1944 ne fut pas excep-
tionnel. D’aprés les rapports communiqués par ce méme département,
la stratification du lac de Neuchirtel serait encore trés nette en octobre.
En novembre, le refroidissement de Pépilimnion s’accentue nettement et
sa limite inférieurc s’abaisse jusqu’a 30 m environ. La présence de nappes
chaudes flottant entre deux couches froides a été constatée a plusieurs re-
prises en décembre.

Enfin, ce méme rapport atteste que les températures de Peau sur les
frayeres de palées peuvent varier entre 10,5° ct 5,4° C, mais ces valeurs
extrémes ne sont fondées que sur les observations de trois années consé-
cutives.

Au nivean de la beine, sous quelques décimétres d’eau, les éearts ther-
miques s’exergant simultanément en divers points do lac ne doivent pas
excéder 1°, méme st Uon tient compte d’inégalités d’insolation, de chutes
de pluie, d’activité des courants, d’exposition aux vents on aux vagues.
Ces différences Jocales nauront apparemment pas d’effer significatif sur
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NOVEMBRE ] 19 1% 20 25 1943
Figurc 4

Courbes de sondages thermiques du lac en novembre 1943 mesures effeciuées par le Service
cantonal de la Péche (50 métres au large du port de Nenchatel),

les ccufs de palées en incabation. Par contre, si Pon considére les fluctua-
tions journalicres de température, et surtout celles qui régnent entre e
début et Ja fin de la fraie, ou entre le premier métre d’eau et les 40 ou 50 m
ol les palées de fond achévent de frayer, elles deviennent effectives de
toutc ¢vidence. Elles le sont plus encorc d’une année 3 Pautre. Que sur-
vienng, en pleine fraie, au terme d’une période de stagnation et de stratifi-
cation persistantes, une intense circulation consécutive A une tempéte
hivernale, les conditions physiques de la microzone aqucuse en contact
avec le fond pourront alors différer suffisamment pour que leurs effets sur
Pensemble des cufs fécondés induisent des divergences notables des in-
dices phénotypiques. Mémes faibles sur Ja moyenne d’une population,
clles auront néanmoins singularisé quelques individus par des variations
bien apparentes.

Si les frayéres des bondelles sont, dans Pensemble, peu exposées a des
¢earts thermiques, elles subissent par contre les méfaits de Pintense pullu-
lation des bactéries benthiques qui, dans la vase, dégradent les déeritus
orgamques et fossilisent les sédiments. Leur activité est A Porigine d’an
déficit quasi permanent d’oxygene et d’un excédent corrélatif, mais trés
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variable, de gaz carbonique au niveau du limon, si bien qu’un gradient
déceroissant d’oxygéne et de potentiel d’oxydo-réduction, et eroissant de
gaz carbonique, s'instaure a la limite des deux phases. GROTE, cité par
HUTCHINSON [255], estime a 9,2 mg d’oxygéne par centimétre carré la
consommation journaliére moyenne du sédiment vaseux d’un lac, pour la
seule activité respiratoire de ses bactéries. Le fer inclus dans la vase pos-
stde, en outre, le pouvoir de soxyder spontanément et réversiblement de
la forme réduite Fe*? qui prédomine habitucllement a I’état d’hydroxyde
ferrique. 11 v a donc compétition permancnte pour Poxygene entre les
bactéries, les étres organisés animaux, et les dépots minéraux; ordinaire-
ment, Papport d’oxygene demeure nettement insuffisant. Il ne cesse de
Pétre qu’d Poccasion d’une intense circulation dorigine thermique ou
d’une vive tempéte en surface, mais probablement aux seuls endroits ex-
posés aux courants de retour du vent. Notons aussi que les céufs peuvent
parfois s’enliser plus ou moins et rencontrer dans le limon des conditions
encore moins favorables. Le lac de Nenchitel peut présenter, en période
de stratification estivale, des déficits de saturation en oxygene atteignant
50% ; ils sont en grande partie compensés en janvier—févricr, encore que
des différences locales ou temporaires au fond des dépressions ne doivent
pas étre exclues. Combinées a I'action éventuelle d’une surcharge en gaz
carbonique libre i la surface de la vase, ces propriétés pourraient aussi in-
fléchir Pembryogenese d’une maniére significative, puisqu’un abaissement
de 15% du seuil de saturation en oxygéne suffit déja.

Il ne faut pas oublier non plus qu’au cours de leur histoire nos corégones
aborigénes ont été exposés a des conditions plus sévéres. Depuis le recul
des glaciers, Jes climats ont été souvent rudes et les saisons plus accentuées -
qu’aujourd’hui. A certaines époques, méme pas tres lointaines, le lac ge-
lait fréquemment en hiver sur toute sa surface, ce qui suppose une stratifi-
cation mverse et durant les fraies, une totale stagnation des eaux, accom-
pagnée d’un défaut prononcé d’oxygene. Si la variabilité a, comme nous le
supposons, des causcs internes auxquelles fes factenrs externes ne font que
s’ajouter, ces conditions ont pu vraisemblablement favoriser la diversi-
fication.

: *

Une derniére remarque concerne "analyse morphométrique statistique
des corégones. L’importance des facteurs externes dans la conerétisation
des phénotypes est suffisante pour introduire des variations annuelles: il
conviendrait d’en tenir compte dans Pétablissement des courbes de fré-

44
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quence en examinant des lots appartenant a4 de nombreuses générations.
Peut-étre Iétude des formes de 3 ou 4 générations successives n’est-elle
pas suffisante pour que la distribution de ces nouvelles variables soit par-
faitement aléatoire.

5.2 Les caractéres ostéologiques et les otolithes

Comme les traités de systématique des poissons prétent une importance
capitale aux caractéres ostéologiques, nous ne pouvions les ignorer. Noug
ne revenons pas aux formations squelettiques, vertebres et rayons des
nageoires, et nous nous limitons ici 3 'ostéologie crinienne, jointe 4 la des-
cription des otolithes.

5.21 Les o du crdne: Micux que des commentaires, une figuration des
types que nous tenons pour norme de chacun des groupes nous parait ré-
pondre an but que nous nons proposons. Cette étude ne prétend pas 4 étre
compléte, mais autant qu’on en puisse juger d’aprés les huit crines de palée

- ., Super orb
e

Figure 5
CrAnc de palée, Coregonus fera Jur. Les caractéres osiéologiques des bondelles ne difftrent pas
scnsiblement, sinon par une rédnction de taille dans le rapport 3 a4 2 approximativement.
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5.22 Les otolithes: La méme remarque vaut ausst pour les otolithes, la
sagitta en particulier qui, de Pavis des spu::ahstu possede pourtant la
propnctc de différer sensiblement d’une espéee a Vautre, avec des varia-
tions individuelles trop peu accentuées pour altérer ce que CHAINE [31]
appelle le « galbe spécifique». Cette qualité fait de la sagitta un précicux
objet de diagnose en paléontologie, et fournit en général une indication
univoque [31, 32].

Nous signalons sommairement les caractéres de la sagitta des palées du
lac de¢ Neuchiitel, en renvoyant le lecteur 4 nos documents photogra-
phiques pour les descriptions comparatives de la sagitta, du lapillus ct de
I"astérisque de deux corégones. '

Sagitta des palées, C. fera Jur.

Dimensions de la 5'1g1tt'l de la ﬁgurc 6: longueur 6,3 mm; Jargeur max.
3,2 mm; taille du po:sson 39 cm; age 5% ans.

Les examens ont porté sur unc dizaine de sagitta de chacune des deux
«formes» de corégones. Le contour gmcml est celui d’un trapéze a base
mférieure allongée, rectangle par le ¢6té coincidant avee le bord antéricur.
Lc cbté oppost cst trés oblique et délimite avec le bord ventral un éperon
ensiforme.

1’éiément n’est pas arqué. Si le bord ventral est presque rectiligne, Je
bord dorsal est au contraire doublement incurvé, avee une partic postéro-
dorsale concave ct unc partic convexe un peu plus longue et légérement
festonnée. 1. excisure dessinc unc courte échancrure entre un antirostre &
peine discernable et un rostre peu accentué, i sommet émoussé. La face
internc, fortement convese, est creusée par un sulcus submédian et recti-
ligne qui travesre ]a sagitta longitudinalement de part en part. L’ostium
est trés large, triangulaire, obstrué en son milicu par une large lame exci-
surale s¢ profilant au bord antérieur ¢n une pointe obtuse, plus avancée
que le rostre et Pantirostre. Le collum, profondément tracé et réeréci,
forme par sa lévre dorsale surtout une aréte vive; quant a la cauda, clle
s’écarte cn un vaste éventail, aussi large que Postium ct de méme longueur.
Son plancher est marqué par des rainures latérales peu profondes jouxtant
les arrétes.

La face externe est peu déprimée, creusée d’un sillon radial dans le pro-
longuement de Péchancrure excisurale. I'umbo est minuscule.

Le pourtour de la sagitta varie assez peu d’un individu a I'aucre ct la
méme variation parait affecter Potolithe eorrespondant des bondelles. Elle

.
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porte cssentiellement sur Pouverture de Pangle postéro-dorsal, qui peut &tre
plus ou moins saillant. Globalement, il ¥ a unc parfaite uniformité entre
la sagitta des hondelles et celle des palées d’4ge approximativement égal.

Dans sonmémoire le plus récent, CHAINE [31] décrit trés minuticusement
la sagitta de quelques corégones, C. lavaretus, C. biemalis, C. clupeiformis,
C. albula, dont 1l r’indigue malbeureusement pas la provenance. Clest cer-
tainement de la premigre esplee citée, C. lavaretns, que nos figures de
sagitta s¢ rapprochent le plus.

5.3 L’bématologic comparée

Le rapprochement de deux disciplines aussi éloignées, en apparence, que
Phématologie et la taxonomie peut paraitre inopportun quand, par sur-
croit, la parenté zoologique est si évidente qu’elle rend improbable la dé-
couverte de quelque discordance impérative et univoque. Cette critique,
i notre avis, n’cst pas absolument persuasive. Elle réclame davantage de
preuves pour s'imposer ct appellc une plus large information. Notre
curiosité nous portait d’ailleurs vers plusicurs aspects de Phématologic.
Griice A la relative fixité de sa composition et i la pérennité de scs éléments
cellulaires, en vertu aussi de ses propriétés immunitaires, le sang est un
tissu qui sc préte admirablement d P'étude physiolowiquc ct biochimique
de I’espéce. De |4, Pimportance que ce travail attache i Panalyse s*mgume,
plasmatiquc et cc]]ulrurc

S-31 Awoxémic et conditions du prélévement de sang: Rien n’est plus simple,
en théorie, qu’une prise de sang. Pourtant, appliquée aux corégones, 'opé-
ration présente des difficultés que nous avons pu croire insurmontables au
début de nos essais. Le sang des poissons est, cn effet, d’une altérabilite
extréme. Sa coagu]’!tu)n, l()rsqu 1l est e);tra\fasc pLth érre instantanée ou
au contraire tres lente, et en dépit des p]us strictes précantions, on ne peut
éviter tout A fait Phémolyse durant la rétraction du caillot et Pexsudation
du sérum. La fragilicé des érythrocytes d’un sang hep’mnc est telle que la
senle agitation due au traasport sur le lac et jusqu’au laboratoire lui est
néfaste. Les dommages sont plus graves encore avec d’autres anticoagu-
lants, et Pon sait aujourd’hui [76] que la plupart d’entre cux et plusicurs
inhibiteurs d’enzymes, en particulier les oxalates et les fluorures, ont un
cffet secondaire hémolytique. On éprouve des difficultés identiques, sinon
accrues, quand le sang doit écre recueilli sous parafine liquide ct doit sé-
journer 3 Pabri de Pair pendant plusicurs heures.
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La gravité de ces détériorations dépend surtout de la température am-
biante. A 25° C, par exemple, on risque une coagulation immédiate ct de
profonds changements dans Péquilibre physico-chimique. Les dégradations
enzymatiques y sont aussi plus actives. Si 'on parvient i éviter tout con-
tact avee Peau, les dangers sont moindres; le sang reste fluide plus long-
temps ct se conserve mieux, 4 condition de le préscr\'cr de toute variation
thermique, La Jabilité des érythrocytes s c)pllquc ais¢ment, car ces cellules
sont nuclées; elles ont un métabolisme trés actif ec développent unc grande
surface pour un petit volume de stroma.

A ces défauts cellulaires, le sang des poissons ajoute sa haute viscosité
et sa quantité minime. Pour les corégones, ou expérimentation en aqua-
rium cst irréalisable, nous n’avons pu mesurer fe volume sanguin total par
les méthodes usuclles. Mais d’aprés les saignées de plusieurs centaines de
palées vivantes, nous Pestimons 1 7-g ml par kg; exceptionnellement,
nous avons pu retirer de grandes palées de 7 ans jusqu’a 12 ml de sang. On
congoit qu’avec une proportion de sang aussi réduite et si peu de plasma,
les moindres déficiences ou exagérations du métabolisme tissulaire aient
un retentissement immédiat et séveére sur l’("quilibrc généml et que les
mécanismes de régulation homéostasique sotent d IPoccasion aisément dé-
bordés. Est-ce la raison pour laquelle les corégones ne parviennent pas 3
se réacclimater en bacs d’élevage?

U ne fait aucun doute que la crise dont ces poissons ont a pétir des leur
capture soit due, en partie au moins, 3 des troubles respiratotres et san-
guins. Llle s'accompagne de perturbations des centres moteurs et de
P’équilibration. Avant de se renverser le ventre en Pair, les palées encore
capables de demeurer immergées passent alternativement d’un comporte-
ment normal i des phases de prostration, durant lesquelles clles adoptent
une posture inhabituclle, le museau hors de eau, la queue orientée oblique-
ment vers le bas. Ce sont fes premiers symptomes d’asoxémie. Le rythme
operculaire devient irrégulier, C’est issue fatale a bréve échéance!

Cette mortalité, générale chez nos corégones, pose des problémes qui
sont loin d’étre tous résolus. Les uns ont trait aux circonstances de la cap-
ture et sont les mémes pour toutes les profondeurs; les autres traduisent
les méfaits de la chute de pression hydrostatique lors de la remontée des
engins.

Sauf en cas de péehe aux « grand filets» - qui ressemblent 3 une seine —
les poissons sont toujours pris en s'emmaillant dans le réscau. Des qu’ils sont
entraves, ils se débactent frénétiquement, et ces efforts soutenus durant
plusicurs heures ne peuvent probablement pas étre surmontés par une
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hématosc amplifiée ou par un déversement dans les vaisscaux d’une réserve
importante de globules rouges. Cette premicre atteinte est sans doute ag-
gravée par un fléchissement de Péquilibre homéostasique. Le volume san-
guin est si faible relativement 4 la masse musculaire que toute exacerbation
métabolique $exprime par des fluctuations excessives dans la composition
du plasma. Divers auteurs [16, 8, 186] ont démontr¢ qu’une stimulation
ou un intense exercice physique produisaient chez les poissons une dé-
charge d’acide lactique dans le sang qui nétait résorbée que lentement.
Les salmonidés présentent, en outre, un effet « Root» [169] assez marqué,
déclenché par une acidification sanguine et un exeés de gaz carbonique
musculaire. Cette attaque, a 'égal de Peffet Bohr, empéche la saturation
en oxygene de Phémoglobine. :

Comme ces accidents surviennent, chez les corégones, chaque fois que
Panimal est empéehé de s déplacer, on en vient d se demander si la nage
n’est pas pour cux la condition d’une «ventilation» efficace des branchies
des que la saturation de ’cau en oxvgene s’abaisse au-dessous d’une limite
critique, qui doit s’inscrire vers 7 4 8° C. Chez ces poissons, les mouvements
respiratoires sont essenticllement operculaires. 1l se pourrait que la circu-
lation hydraulique, entretenue par le seul battement des opercules, de-
vienne insuffisante. Cette lacunc vient-elle d’une surface branchiale trop
réduite, ou d’une capacit¢ insuffisante doxygénation sanguine? Remar-
quons que s1 le séjour des palées dans Pépilimnion s’explique, durant été,
par des nécessités trophiques, ces poissons ont cependant la ressource
d’échapper a Panoxémice qui les guette en s’enfongant dans des eaux plus
froides, au-dessous du métalimnion, pour v recouvrer leur équilibre phy-
siologique.

Lorsque les péches sont faites aux grandes profondeurs, la rapide dé-
compression a laquelle les poissons sont soumis influe sur leur équilibre
physiologique de diverses maniéres, que BAUDIN [13] a analysces dans le
cas de Ja perche, Perca fluviarilis. Elle occasionne non seulement une expan-
sion de la vessic gazcuse [97], mais encore une diffusion et un dégagement
des gaz dissous dans le sang, cependant que la chute de la pression san-
guine tend a se combler par un emprunt aux humeurs tissulaires. Cet ap-
port de liquide dilue le sang et contribue d Iinstaoration d’une hypoglo-
bulic plus ou moins prononcée, en dépit d’une libération d’érythroblastes.
L& cocfhicient d’utilisation de Poxygene s'en trouve amoindri. Les bondelles
gu’on péche ordinairement vers §o m de profondeur, et rarement 4 moins
de 40 m, manifestent souvent de tels troubles, a des degrés de gravité
variant suivant les individus. La stase vasculaire au moment de I'émersion
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fait que Pextraction se raméne a unc ou deux gouttes d’un sang déja par-
tiellement hémolysé: On parvient & limiter les dégfits en choisissant une
“période ot Peau est froide et en remontant Jentement les filets. '

Dailleurs, pour les deux types de corégones, tous nos cssais de pone-
tion intraventriculaire ou dans Paorte ventrale sc sont évélés ficheux,
aussi bien avee une aiguille de métal qu’avee une canvle en matiére plas-
tique ou cn verre paraftiné ou hydrofugé aux silicones. Si Ja moindre pol-
lutions par Peau compromet leur sucees, il importe aussi d’¢viter dans Ia
mesure du passible que ie sang en §'¢coulant entre ¢n contact avee Jes
tissus I¢sés. La méthode préeonisée par UNDRITZ pour les examens héma-
tologiques s’est imposée incontestablement; etle est celle qui respecte Fin-
tégrité du sang. On procéde A une ablation de Pextrémité caudale, juste en
arriere de la nageoire adipeuse; Paorte dorsale demeure béante, ct si le
poisson respire encore par intermittence, le sang jaillit & chaque pulsion
operculaire. Il faut tout d’abord essuyer soigneusement Panimal i la hau-
teur de la partie précaudale. Cette opération a "avantage de faire tomber
toutes les écailles. Sit6t Pamputation faite, il est maintenu fermement en
position verticale, téte en haut. $il e faut, une légére compression exerede
sur les flancs, des que Péeoulement spont:mé a pris fin, fournit un supplé-
ment de sang peu hémolysé. Pour les prepamtmns hcmqtologlquas, le mode
de prélévement est identique et exceuté dans Jes mémes conditions. Le
sang destiné aux étalements est prélevé dés que le premicr jet s’est échappé
de Paorte.

5-32 Hématologic cellulairve: L’hématologic comparée des éléments figurés
est un domaine encore mal exploré. La remarquable contribution expéri-
mentale ¢t descriptive qu’y apporte UNDRITZ [220, 222], commie aussi
certains travaux récents sur Ja ey tochimie des leucocytes [20] tendent i en
faire unn moyen d’investigation ta\onomlque de valeur.

Dans la mesure ol clles sont représentées, chez les inv ertébrés ct jus-
qu’aux vertébrés les plus évolués, les ligndes des ecllules sanguines donnent,
daus Pensemble, une impression de g g)r:mdc uniformité. Un examen moins
supcrﬁmel révele pourtant des retouches de détail dun groupe zoologique
i Pautre. Les catégories ccllulaires sc particularisent; clles sont des forma-
tions homologues plutdt qu’identiques, mais conservent & intéricur de
chaque espiee une conformation et une adaptation fonctionnelle bien défi-
mcs.

Leur filiation ontogémique, & partir d’un mésenchyme initial disséminé
dans Pembryon sous Paspect d’un réticulo-endothélium a suscité des hypo-
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théses nombreuses et de vives.controverses entre protagonistes des idées
unitaires et parnsans des conceptions dualistes. Cette discorde a malheu-
reusement concouru a jeter la confusion dans la nomenclature, si bien que
les formules sanguines publiées par des auteurs se rattachant A des opinions
opposées sont rarement concordantes. Au cours des deux derniéres décen-
nies, quatre classifications out ¢ré proposées pour ’évolution des cellules
sanguines pour le seul groupe des poissons: DUTHIE [62], CATTON [30],
Tor¥ [219] et FONTAINE |75]. Nous nous abstiendrons de nous prononcer
sur le fond de ce débat, qui excede nos prérogatives, mais nous convenons
d’adopter pour le présent travail la théorie polyphylétique généralisée
FUNDRITZ [223] et la terminologie de cet hématologiste. Nous reconnais-
sons danc neuf lignées pour Pensemble des animaux dotés de cellules san-
cuines; deux d’entre elles sc rapportent au systéme des érythrocytes. Dans
cette interprétation, les lignées sont autonomes depuis les cellules souches
des centres d’hématopoitse, chezles adultes. Tes« formes de transition»,dont
la réalité est afirmée par plusicurs investigatcurs, notamment STOLZ [197],
n’ont dans cette perspective aucune signification histogénétique, et ne re-
fletent qu’unc coineidence morphologique.

En quoi consistent les différences hématalogiques existant entre les
unités systématiques dans la série animale, ct dans quelle mesure ont-clles
une signification taxonomique? On peut les recapituler de la manicre sui-
vante:
1° Des dissemblances se manifestent dans la localisation des centres d’héma-

topoiese. Myélogénes et lymphogenes chez les vertébrés plus avancés,

ils sont rassemblés dans les mémes organes chez les poissons, qui sont

pour la plupart & peu prés dépourvus de moclle osscuse [86].
2° Dans Iabsence compléte de certaines lignées ccllulaires. On sait que tous

les animaux dotés de sang ou de lymphe possédent au moins des mono-

cytes ct des plasmocytes, qui sont parmi les cellules les plus ubiquistcs'

ct les plus fondmncnt’ﬂcs, puisqu’clles ])'1rt1c1pcnt A la phagocytose et 1

Pélaboration du sérum. Trois especes de poissons n'ont aucune cellule

identifiable avee des érythrocytes (141, 174]. Us parviennent 3 vivre sans

hémoglobine, ont un métabolisme tres ralenti, ¢t sont confinés aux caux
frnides des mers polaires {75]. Si les mammiféres se singularisent par la
présence dans leur sang périphérique de normoceytes, nucléés dans quel-
ques espeéces sculement, tous les autres vertébrés ont des hématies déri-
vant de la lignée paralléle des mégaloeytes, pourvus de noyaux 2 tous les
stades, et qui assument un rdle identique aux normocytes mammaliens.
3° Parfois, la disparité peut tenir a des degrés inégaux de maturation des
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lignées homologues, au moment de Pévasion des cellules hors des centres
formateurs. Rappelons que chez les mammifeéres, les ééments de Ja coa-
gulation sont des cellules devenues polyploides par une succession d’en-
domitoses (mégacaryocytes) tandis que les thromboceytes des poissons
parviennent dans la eirculation i Pétat de cellules normales diploides.

4° Les distinctions sont d’ordre numérique; Pargument n’a toutcfois de va-
leur que dans la mesure ol clles surpassent Pintervalle de variahilité in-
dividuelle ou physiologique. Chez les poissons, les différences peuvent
Ctre assez marquces entre especes. Cest surtout ke nombre des globules
rouges qui revét une grande importance, en raison de ses incidences sur
le métabolisme respiratoire. Les auteurs s’accordent i admettre que les
especes pélagiques et d’habitudes vagabondes ou anadromes présentent
ordinatrenient des chiffres plus ¢levés que les especes a tendances séden-
taires ct benthiques, et que leurs hématies sont de taille plus réduite.
Bauni [13] a noté, pour le nombre de hématies, des vanations diwrnes
et saisonnitres; les écarts extrémes des deux varations combinées
peuventatreindre 30% chez Perca fluviatilis. Ces oscillations sont a mettre
en rapport avee des échanges humoraux entre le sang et le tissus, et Aune
vaso-dilatation lide a une intensification du travail musculaire. On sait
egalement que les hormoncs sexuelles peuvent modifier cette répartition.
Mais c’est en définitive 3 la température de Pambiance aqueuse, dont
dépend dans une large mesure Pactivieé de Panimal, et sccondairement 3
la pression et au role de la vessie gazeuse qu’il convient de rapporter les
phénoménes de régulation de ’équilibre sanguin. Le tableau leucocy taire
doit étre obligatoirement soumis aux mémes impératifs, si 'on exclut les
cas accidentels d’origine pathologique.

5¢ De toute évidence, les inégalités les plus pertinentes sons le rappore de
la taxonomie sont celles qui intéressent les earactéres morphologiques
et structuraux. Encore que la conformation ou la caille de certaines ccl-
lules 4 caractére amochoide soient sujettes i des variations, Porganisation
interne et la forme sont presque toujours remarquablement fixes. Des
divergences encre glohules d’espéees éeroitement alliées ont été maintes
fois décrites par UNDRITZ notamment [221]. Nombre d’entre clles se
raccordent i des singularités découvertes dans le sang humain, ol elles
constituent de réelles anomalics, parfois associées a des syndromes mor-
bides ou létaux. Elles se rattachent:
124 Ja morphologie des hématies: elliptocytose, drépanocytose;
2° aux noyaux des granulocytes: anomalie de PELGER, hypersegmenta-

tion nucléaire;
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3°au cytoplasme des granulocytes: anomalie de MAY-HEGGLIN.
Lintérét de ces caractéres réside dans la stricte obédience de la majorité
d’entre cux au génome. Ils sont constitutionnels et leur ségrégation est
soumise aux lois de Phérédité mendélienne, comme Pont prouvé des
expériences sur les animaux de laboratoire. Or, ces « anomalics» ont tou-
jours ¢té retrouvées chez de nombreux vertébrés, ol elles paraissent
heaucoup plus fréquentes, au point de devenir souvent Ja norme d’une
espéee, en perdant tonte corrélation pathologique. Méme si 'on tient
compte du peu d’espéces examinées, tout se passe comme si Paltération
factorielle avait frappé au hasard, souvent sans corrcspondance systé
matique, en Lpargnant des groupes zoo]()cr;qucmcnt voisins, et 1] n’est
pas rare que Pon détecte des divergences a Pintéricur du méme genre
[224]. S1 Pon pouvait invoquer pareille déviation pour certains corégones,
on voit immédiatement PPavantage que pourrait procurer Pexistence de
ces jalons A travers les populations et les générations futures.

6° Enfin, les distinctions peuvent avoir un caractére cytochimique et déno-
ter des spéeialisations biochimiques un peu différentes, ou des déviations
de certaines voies enzymatiques. Nous avons exploré comparativement
quelques-unes de ces substances, entre palée ¢t bondelle, ol toute dis-
tinction caractérisée pouvait ouvrir la voie a une analyse biochimique
ultéricure.

Voici I'ensemble de nos résultats:

PARTIE DESCRIPTIVE
Meégalocytes

L’elliprocytose est de régle chez les poissons. Les dimensions moyenncs
des hématies de palée sont de 16,6 % 10,2 ¢, celles de bondelle sont sensi-
blement de méme grandeur. Lorsqu’ils sont en suspension dans le plasma,
les globules rouges des deux formes montrent 3 Pexamen microscopique
une ceinture péri-nucléaire de granules qui §'identifient aux corpuscules
primaires dc DAawsoN [40] et doivent étre regardés comme des éléments
du chondriome affectés & Pélaboration de Phémoglobine (voir le dessin).
Ces organites n’apparaissent pas dans les préparations fixées et colorées par
les méthodes panoptiques (Pappenheim) ou au Giemsa, du moins pas sous
la forme de spherules. On trouve par contre, dans le stroma de nombreux
globules mirs, des bitonnets fortement chromophiles (voir microphoto-
graphics), qui font enti¢rement défaut chez les érythroblastes ct les formes
séniles. Ces éléments rectilignes et allongés ne correspondent pas a ceux
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¢ealements, quelques érythrocytes en dégénérescence, totalement dédiffé-
renciés et uniformément acidophiles. Ce fait n’a rien d’aberrant.

Granulocytes

Bicn des auteurs ont fait état d’une grande rareté des hasophiles et des
éosinophiles dans le sang des poissons et niis leur présence en doute. Ainsi
LANINE [110] n’a pas pu découvrir de leucocytes éosinophiles dans le sang
des féras du Léman. Nos premiéres obscrvations de préparations hématolo-
giques colorées au Pappenheim semblaient confirmer cette assertion, mais
le recours 3 des réacuions d’identification plus sélectives nous a fait réviser
notre opinion et reconnaitre leur existence. Certes, Perreur d’interpréta-
tion se comprend, car ces cellules ont presque toujours un noyau rond,
insegmenté et volumineux, ct un cytoplasme i réaction plutdt basophile,
comtne les formes Juvemlcs qu’on rencontre parfois dans le sang périphé-
r1quc des vertébrés supérieurs. Clest Pemplot de la réaction mérachroma-
tiqu eau bleu de toluidine, proposée par LL1soN et adaptée 3 'hématologie par
UNDRITZ [223] qui permit de détecter ces éléments, et la réaction peroxy-
dasique de GRaAHAM-KNOLL, recommandée par UNDRITZ, LANG ¢t VAN
OYE [225] qui rendit possible la différenciation des éosinophiles et des
neutrophiles. Grice a ces deux colorations, it nous fut aisé de poser un
diagnostic parfaitement net.

Basophiles

Ils sont identiques chez les deux corégones, sauf peut-Etre sous le rapport
du nombre des granulations métachromatiques, un peu plus élevé dans le
sang de bondelle. Ces leucocytes sont de la taille d’un lymphocyte et
comme Jui, a pourtour arrondi. Le cytoplasme est basophile et forme un
anneau assez étroit 3 la perlpherlc d’un gros noyau globuleux, lcgercment
décentré, enticr. Les corégones ont des basophiles coutenant 2 4 6 gmnuh—
tions métachromatiques seulement, qui ont 'aspect de petites ponctuations
sphérique de diamétre variable. Elles sont entiérement insolubles dans les
fixateurs A alcool méthylique, a I'égal de celles des « hasophiles tissulaires»
des mammiferes, et doivent étre regardées comme des organites a héparine.

Neutrophiles

De taille nettement supéricure aux hasaphiles, ils s’en distinguent, tout
comme les éosinophiles d’ailleurs, par plusieurs autres caracteres. Le noyau
est tres multiforme; tant6t découpé en 2 ou 3 lobes flabellés, tantdt nette-
ment segmenté. Les segments sont au nombre de 2 a 5, et toujours globu-
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Jeux. Le nombre des noyaux lobés surpasse nettement celui des formes scg-
mentées. Tous ces caractéres répondent 3 un aspect « pelgerisé» typique
(par analogic aux formes de anomalie Pelger chez ’homme}, mais associé
aunc plus grande marge de variation dans le nombre des segments. Le cyto-
plasme est assez hétérogéne, sans granulations nettement distinctes au
Pappenheim, plus ou moins basophile, avec des plages plus foncées qui
signalent la présence, permanente a Iétat normal de «corps de DOEHLE»
identigques & ceux de Panomalic humaine de May-HEGGLIN. Mais le carac-
tere le plus concluant est celui de la colorabilicé par la réaction peroxyda-
siquc de GRAHAM-KNOLL; les granulations devicnnent intensément
[aunes et ont un aspect diffis, au contraire des granulations des ¢osinophiles.

Eosinophiles

Ils sont de dimensions identiques a celles des neutrophiles, mats avee un
noyau ordinairement entier et rond, parfois réellement bisegmenté, tou-
fours pelgerisé. Les granulations cytoplasmiques, invisibles an Pappenheim,
sont parfaitement discernables et bien contrastées a la réaction peroxy-
dasique. Colorées en jaunc pile, elles sont surtout rendues apparentes par
une réfrigence trés accentuée. Les noyaux ont d’ailleurs une structure plus
dense que ceux des ncutrophllcs

Ces mdices sont les mémes dans les deux formes de corégones, aussi b:cn
pour les neutrophiles que pour les éosinophilcs.

Monocytes

Les monocytes des corégones sont les cellules les plus faciles 4 identifier
avec toutes les colorations usuelles. 1ls sont aussi les plus grands éléments
figurés du sang. Les formes et les dimensions varient beaucoup. Le noyau,
presque toujours encoché, posséde une trés fine structure interne, alors que
le cytoplasme, souvent vacuolisé, présente parfois des nappes irrégulicres
de débris cellulaires d’origine exogéne, qui peuvent donner une réaction
positive a Ja peroxydase. Des granules brun-noir de pigment mélanique y
sont aussi fréquents (cellules pigmentaires).

Plasmocytes

Ce sont les cellules de type lymphoide les plus fugaces chez les palées;
elles sont, par contre, beaucoup micux représentées dans le sang de bon-
delie.

Les plasmocytes de palée ont un royau i peu prés rond, occupant habi-
tuellement une position excentrique dans la ccliule. Le cytoplasme, bleu
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intense sans vacuoles visibles et souvent étiré, prend une large extension,
sans toutefois atteindre le format d’un monocyte. Les lcucocytes équiva-
lents des bondelles ont un noyau plus petit, mais cc caractére est assez fluc-
tuant.

Lymphocytes

Ils sont de beaucoup les plus nombreux parmi les leucocytes de palée et
de bondelle ¢t se distinguent d’un groupe 4 P'autre par une inégalité de taille,
étant nettement plus petits chez la bondelle. Dans les deux cas, ils sont
parfaitements ronds, denses ¢t homogtnes a Pexamen microscopique. Le
cytoplasme, souvent frangé, forme une bordure assez étroite, nettement
basophile. On les discerne aisément chez les palées, mais la différenciation
devient trés difficile chez les bondelles, en raison de leur ressemblance avec
les thrombocytes.

Thrombocytes

-

Clest 2 leur sujet que la disparité hématologique cutre palées ct bondelles
est la plus évidente. Nettement elliptiques, et presque toujours privés de
cytoplasmes, ces ¢léments s'agglutinent par amas de 5 3 20 unités chez les
palées. Par contre, chez les boundelles, ils sont souvent isolés, exceptionnel-
lement juxtaposés en grand nombre et toujours arrondis, pourvus de petits
lambeaux de cytoplasme fortement basophile. Aux photograplucs illustrant
ces catégorics cellulaires, nous adjoignons quelques images de préparations
par apposition d’organes hématopoiéeiques. Les reins, la rate, le foie, ct
accessoirement Pintestin, ont éué ainsi prospectés. De ces figures, on re-
tiendra quc Ja rate est essentiellement un organe de dégradation des cellules
sanguines, tandis que les reins représentent le centre le plus actif de I’histo-
gense sanguine, aussi bien pour le systéme leucocytaire que pour les

Myélogramme moyen relatif

Palée Bondelle
C. fera Jur. | C. macroph. Niissl.

Basophiles 1.5% 2%,
Eosinophiles 2,59 2%
Neutrophiles 5% . 49,
Monocytes 17,5% 1494
Monocytes mélaniques 0,5% 0,5%
Plasmocytes 2% 7.5%
Lymphocytes 70Y%, 69%,

Autres cellules 19 1%
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des autres globules blancs. Ces valeurs ont été calculées sur 5 ou 6 individus
de chaque type et sont capables de varier de quelques pourcents. I ’inégalité
du taux relatif des plasmocytes parait se confirmer, mais les différences les
plus manifestes sont certainement celles de la forme des thrombocytes et
de la taille des lymphocytes.

PARTIE PHYSIOLOGIQUE

5-33 Tenenr en bémoglobine: St '1dée d’une relacion eatre les aptitudes 2 la
nage et un titre élevé d’hématies, joint 3 une réduction de taille de ces cel-
Jules, est de caractére général pour les poissons pélagiques et migrateurs,
on doit s’attendre A la vérifier chez des salmomidés, et peut-étre chez les’
corégones, descendants présumés d’ancétres anadromes. A titre documen-
taire, nous donnons les résultats de nos mesures, mais pour Jes palées
seulement. Une confrontation entre nos deux formes de corégones cilit été
incertaine, en raison de la dilution probable du sang de boadelle au mo-
ment de la léve des filets.

Dimensions des érythrocytes de palées: Comme nos précédentes valeurs sc
rapportaient aux hématies séchées et fixées apreés éealement sur lame, nous
avons répété les mensurations sur des globules en suspenston dans leur
propre sérum. Une goutte de sang frais hépariné a donc été diluée dans
0,5 ml de plasma prélevé sur une seconde fraction du méme échantillon,
puis déposée dans une microcellule. Le relevé des dimensions a éué opéré
nnmédiatement, avant la sédimentation cellulaire, et nos indications sont
Jes moyennes de 6 poissons Agés de 4 4 7 ans. Examinés dans ces conditions,
les globules rouges ont la forme d’un cllipsoide aplati, a 3 axes inégaux. Le
noyau est, par contrc, un cllipsoide parfait, ct comme son pctit axe est 3
peine inféricur a Paxe le plus court de la cellule, il fait trés légérement
saillir ]a membrane stromatique sur les deux faces de ’hématie. Cc souléve-
ment est plus aisément perceptible chez les bondelles, ol les globules ont
un noyau un pean plus gros.

ERYTHROCYTES
de palée

Figure 10

Face Protil
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a) Nombre d’¢érythrocytes: 664000 par millilitre de sang;

b) dimensions des érythrocytes mars:

grand axe: 189p, ~
axe médian: 11,6 nt, :
axe court: 43 1,

cllipticité grand axe-axe médian: ¢ = 0,79,
ellipticité grand axe-axe court: e = 0,97;

¢} volume moyen:
Vyp=4l3mabc =484 13
{les paramétres a, & ct ¢ sont les demi-axes);

d) aire de la surface:
calculée par estimation, entre les limites des volumes de révolution
Znax .
A2t 4 —, aresinee 350 ut

pour # successivement égal a b et a ¢,

L’aire peut aussi étre déterminée en homologuant le volume 4 un cylindre & base
elliptique, d'épaisseur nulle 4 L2 0 ap o 346 pt;

e) Taux d’hémoglobine:

A I'hématimétre 10,6 g Hb dans 100 ml de sang;
7} coefficient de coloration {quantité de Hb par hématie):
10,6+ 10
= P . ~6 -
0,664 = 160 ug x 1074,

g Jhémoglobine par nnité de surface d’érythrocyte:
43,6 ng - 1078 - %,
h) dimensions du noyau:
grand axe: 8,7 u,
petit axe: 4,2 4,
volume: 4 ma b33 = 80 3.

En comparant ces indications i celles inventoriées par TIMET [217, 218]
pour une quarantaine d’espéees marines, et les chiffres épars dans la licté-
rature pour les poissons dulgaquicoles [253, 47], on ne peut que marquer
san ¢tonnement. Le nombre des globules ronges de palée est trés bas, 2
peine la moitié du chiffre de la plupart des téléostéens connus. Inversément,
la taille est treés grande, presque égale a celle des sélaciens. Quant an titre
en hémoglobine, il est un peu au-dessous de la norme conférée anx télé-
ostéens. Ces caractéres vont a 'encontre de ceux des grands nageurs marins,
tels que Cfupea pilchardus, qni est aussi nn isospondyle. Ainsi les palées
suppléent 2 zne faiblesse nnmérique des globnles ronges par une taille plas
grande de ces cellules. Doit-on voir dans cette « hypoglobulie» permanente
ct ane plus longne durée de matnration des érythroblastes, dotés seulement
d’nne gnantité infime d’hémoglobine quand ils parviennent dans le sang,
Pane des causes de Pinadaptation des corégones aux acees soudains d’exal-
tation métabolique? L’hypothése nous parait assez plausible.
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6. Cytotaxonomie

6.1 La formule chromosomiale

Puisque les structures morphologiques et anatomiques, modelées par un
concours d’influences diverses dont il est souvent difficile d’évaluer Iim-
portance, offrent 'image d’une plasticité inéluctable, on en vient tout natu-
rellement 2 prérer attention A des unités plus stables, celles-la méme qui
assument la pérennité et Puniversalité des caractéres d’une espece: les dé-
terminants génétiques. Dans cette recherche, appliquée A nos corégones,
toutes les voies ne sont pas accessibles 4 Pexpérimentation. Force fut pour
nous d’cn limiter le choix A celles qui paraissaient justiciables de tcchniqucs‘
a la mesure de nos moyens, mais ccpendant asscz cxactes pour qu'unc diffé-
rence entre palées et bondelles soit clairement significative. 1.’établissement
de la formule chromoso:mquc est le préambule mdispcnsable un tel exa-
men. Elle revét d’autant plus de s:gmﬁcatlon qu’une disharmonic évidente
doit, d’aprés Kupka [108) étre a I origine de la cocxistence dans le lac de
Zurich de deux espeees distinctes, quoique sympatriques: Pune, C. schinzii
duplex Fat. possede 72 chromosomes, I'autre C. asperi maranaeoides ¥at. en
dédent 36 dans ses cellules diploides. La premiére est un Sandfelchen, ho-
mologue de la palée, la seconde un Afbeli, sc rattachant au méme «type»
ballens de FATIO que C. schinzii. 11 était assez séduisant de présager une dif-
férence de méme ordre entre corégones d’autres lacs du nord des Alpes, en
particulicr entre palées et bondelles.
Clest cn 1945 que SVARDSON a publi¢ sa monographie [2o1] sur les attri-
buts chromosomlques des salmonidés, compl(,tant ainsi les informations
antérieures et trés ﬁ'\frn‘lcntmrcs de MAKINO [127, 128] sur ()chrﬁym:bm
keta, ct celles de PROKOFIEVA [162] refatives 8 Salmo salar, Salmo fario ct C. la-
varetus baeri. L’Investigateur suédois a conféré une notoriéeé particuliére 2
la phylogénie chromosomique de cette famille en examinant de nombreuses
espéces et hybndes interspécifiques et en déerivant leur morphologic
chromosomique. Comme matériel d’étude, 1l a cu recours a des blastodisques
d’embryons, détachés de la vésicule vitelling, ct fixés A acide acétique dilué
ou au carmin acétique 48 heures environ apres la fécondation. Ce délai ré-
pond, pour C. lavaretus ct C. albula, au stade de segmentation le plus favo-
rable a PPétude cytologique. Cette analyse donnc 3 SvARpson Poccasion
d’annoncer, pour Coregonus lavaretus 1. ct pour Coregonus albula L. 2 N = 80
chromosomes, et de confirmer ainsi la valeur proposée par PROKOFIEVA
[162] pour Coregonns lavaretus baeri Kessler. 11 révele, en outre, I'occurrence
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de modalités mitotiques trés inhabituelles et d'une fréquence élevée

d’aberrations:

1°1 observe dans des figures d’un méme embryon une mosaique de cellules
cotttenant 20, 40 ou 60 chromosomes, ou parfois 4 chromosomes scule-
ment; elles serait consécutive, pense-t-il, & une sorte de réduction soma-

tique [200, 248].
2° 1l discerne des variations volamétriques et structurales du noyau d’unc

part, des chromosomes d’autre part, et pour ceux-ci, des anomalies dans

le cycle de leur contraction qui, au lieu d’atteindre son plein effet i la fin
de {a prophase, n’interviendrait qu’a J’ ”unphasc Tous les chromosomes
subissent une réduction de longueur, mais ¢lle n’est pas propomonnel]e

cntre les br'«ls, elle 'est pas constante non plus, varie d’unc cellule a

Pautre, et s’accentue d’une mitose aux suivantes. Le nombre des cons-

trictions secondaires se modifie lui aussi considérablement a travers les

diverses phases mitotiques; trés fevé A la prophase, il tend vers zéro a

l"maphﬁsc, avec des différences de chronologic bien marquées d’une

image 1 P'autre.

3°1} signale encore des défants de synchronisme et des éeares de phase dans
la cinétique des mitoscs.

4°1l constate une tendance marquée 3 Faccolement terminal des chromo-

SOMES acrocentriques.

5°Il déerit des phénomenes fréquents de non- dmonctnon, entrafnant une
variation des nombres C]'II'OI'I'IOS'OI'I]IC]ULS d’une cellule a Pautre.

6° 1 affirme Pexistence, dans la moitié des embryons de C. lavaretus 1., d’un

tres petit fragment, qui anrait la valeur d’un hétérochromosome sexuel.

Ces phénoménes tradairaient une instabilité fondamentale du cycle de
de distribution des chromosomes chez les corégones; cette thése s’accom-
mode aisément, de Pavis de son auteur, & la variabilité des formes exté-
ricurcs de ces poissons, et a leur état d’hybrides présumés, plus ou moins
bicn «balancés» au point de vue génomique.

Des examens de cindses méiotiques, on pourrait attendre des signes qui
corroborent ces conclusions. Malheurcusement, - les illustrations de
SVARDSON |'attestent — ces images semblent étre trés petites chez les sal-
monidés, ct leurs éléments si condensés que toute discrimination devient
trés difficile. Tei encore, le comportement s’écarte de la norme car apparem-
ment, les métaphases méiotiques ne sont accompagnées d’aucune extension
spatiale, et la répartition des éléments semble perturbée. SvArRDSON admet
la présence, 1 ¢dté de bivalents normanx, de quelques univalents. Ceel sup-
poserait une asyndése [78] au moins particlle.
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Par unc contribution plus récente au probléme chromosomique des coré-
gones, AMBUHL [4] a souligné Pimportance que revét, selon lui, la variabi-
lité du nombre chromosomique entre embryons d’une seule et méme forme
de corégones. Sa technique, pourtant, ne différe pas de celle des ses préde-
cesseurs; elle Sapplique aussi 4 des blastodisques d’embryons Agés de 1 &
4 jours, n¢s de corégones provenant des lacs de Zurich et de Constance
(Untersee et Obersee). D’apres les valeurs quil cite, les fluctuations sont
considérables, pouvant passer de 4 4 sgo & 10 pour les Schwebfelchen du
lac de Zurich, ou de 21 4 165 2 10 pour les Blaufelchen de PUntersee.
1’autcur les interpréte comme le signe d’une déficience de la balance chro-
mosomique des embryons; il approuve les représentations faites par ses
devanciers de métaphases & cinétique asynchrone et 4 figures anaphasiques
multipolaires, le plus souvent trifusoriales. Leur fréquence pourrait étre
plus élevée qu’il ne parait, et de la conjugaison des deux phénomenes pro-
céderaient des noyaux & nombres aberrants, inféricurs au nombre diploide
dominant. Partisan des idées de STENMANN, 1l regarde d’ailleurs les
six formes qu'il a étudiées comme partenaires de Punique espece C. fava-
retus pour laquelle le nombre diploide le plus probable serait de 84 chro-
mosomes.

Cest par Panalyse cvrologique des palécs ct des bondelles qu'a débuté
Je présent travail et A ’époque, nous avions entrepris sans nous soucier
des contributions antérieures. Méthode: La technique adoptée a été préeo-
nisce par MATTHEY; elle comporte, avant la fixation dans du carmin acé-
tique ou de 'acide acétique de méme concentration, un traitement prélimi-
naire par I’cau. Nos investigations ont porté aussi sur des disques germiina-
tifs: les ceufs sont disséqués vivants, un par un, dans une solution de chlorure
de sodium 2 0,2% (le sel maintient dissous le contenu vésiculaire et permet
d’éviter une op'\ciﬁcation du milieu en ¢as de rupturc) et les blastodisques
aussitdt reportcs dans de Peau. La dissection n cmgc que quelques secondes.
Le séjour dans Peau est de 15 minutes environ; a 'eau distillée, on pewt subs-
tituer un tampon tres dilué 4 pH voisin de 7, ou du liquide de N1u et
TwrrTy [67] étendu d’eau 1:§ avec des résultats équivatents. Les fixateurs,
carmin ou oredine acétiques [171] ont pu, par contre, étre avantageusement
dilués 2:1. Le fragment y est inmmergé, et le squash exécut¢ 20 minutes
plus tard. Un rapide examen microscopigue permet alors de juger de la
qua]ité de la fixation et de Pétat du matériel, les meilleures prépfu-qtinm
étant seules retenues et immergées dans I’ 'llcool 70%, v/v jusqu’a décolle-
ment des couvre-objets, puls rincés a Peau, et aussitde recolords, soit au
Feulgen, soit d ’hématoxyline de HEIDENHAIN. Ces préparations ont Pavan-
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tage d’étre plus lisibles et plus durables que les squashes colorés par le senl
carmin acétique.

Quelques essais nous ont incicé A choisir des embryons de 10 4 20 D°.
D¢s 20 D°, les prcp'lratwm pcrdent en clarté ce qu e]les gagnent par une
fréquence accrue de mitoses, mais celles-ci deviennent plus contractées et
s¢ diversifient morphologiquement. Dans un méme embryon, on rencontre
des zones ol la fixation est de qualité assez inégale, ot les chromosomes
peuvent &tre tantdt trapus, tantdt gréles, ct le squash semble provoquer

N RV IIEN !
N Yy \\\q}l § (\,)hlf /
~ J‘{’T\ 'f] f Ny ) Y g
:; &( P -\( { ~ - \ e -::'
~ / ~—
T A J A\ N /3_-_—. )/ ~ -~ w
Yy % xR
W\ /7| )
Mitoze de palée 2 N = 7842 Mitose de bomdelle 2 N = 7843

Figure 11
Cinéses de zegmentation, Métaphases mitotiques de blastombres, cmbryons de 10 4 20 D°.
Prétraitement: 15 minutes, can distiliée, Fixation: 20 minutes, carmin acétique squash, recoloré
par la méthode de Feulgen.

_des superpositions ct des désordres dans 'arrangement des cellules et la dis-
position des figures méraphasiques. Dans nos préparations, les bonnes
images mitotiques, bien fixées et asscz Ctalées pour que les chromosomes
soicnt dénombrables avee un degré suffisant d’exactitude sont peu fré-
quentes, si bien qu’il nous fallut exéeuter quelques centaines de prépara-
tions comprenant 3 i 4 blastodisques chacune. Nos valeurs pour les palées
et les bondelles procedent des 4 ou 5 meilleures cinéses que nous ayons
découvertes pour chaque forme; nous en donnons les dessins et des micro-
photographics.

Ces valeurs ressoreissent 2 quelques conventions, nécessaires pensons-
nous, car avec un matériel si peu favorable et des cinéses qui comptent prés
de 8o chromosomes, dont plusieurs assez longs, les chances sont trés faibles
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de trouver des figures d’ot soit rigourcusement exclue toute équivoque de

dénombrement.

1° Nous comptons une marge d’incertitude pour les points ol apparait unc
supcrposi tion douteuse, en particulier quand trois bras semblent abou-
tés, quel que soit P'angle qu’ils forment ct méme si une interprétation
est plus plausible que Pautre & Pexamen microscopique.

2°La valeur diploide que nous assignons A chacune des formes est Pexpres-

sion du nombre le plus probable, compte tenu des prcsmnptlons que
suggerent la morphologic des chromosomes et I'image nucroscopique
dirccte.

Nos résultats sont les suivants:
Palée, Coregonus fera Jur. 2N=7842
Bondelle, Coregonus macraphthalmus Niiss]. 2

Dans la mesure ot les cinéses étaient lisibles, nous n’avons rencontré, par
ailleurs, que de trés rares images dont le décompte approximatif s’écartait
nettement de ces valeurs. Le nombre 8o, qui serait conforme aux théses de
SVARDION, nous parait trés improbable pour nos corégones. Nos observa-
tions ne concordent pas toujours avec celles des précédents auteurs. Les
inégalités de raccourcissement des chromosomes nous paraissent incontes-
tables, de méme que a réduction pmﬁreseivc du nombre des constrictions
secandaires. Par contre, et pour autant qu’on en puisse juger, les phéno-
meénes de non-disjonction, de délétion, d’asynchronisme méeaphasique on
de formations fusoriales multipolaires nous semblent exceptionnelles. La
difficulté tres réelle d’obtenir de bonnes images, Pabsence d’uniformité dans
Ia fixation. le fait surtout que toutes ces assertions reposent exclusivement
sur Pexamen du seul matériel embryolozigue nous incitent & unc certaine
réserve. Il west pas exclu qu’avec un objet aussi fragile que des blasto-
méres cn début de scgmentation, des parcelles mal fixées soient par-
ticllement désorganisées par Pécrasement et que ces altérations puissent
parfois brouiller la conformation initiale des métaphases autane que Por-
donnance des cellules.

Nous nous sommes demandé 87l ne convenait pas de précer plus Pateen-
tion A la nature des ébauches soumises 3 Pexamen et & leur destination
embryologique. Au début de la segmentation, chez les salmonidés, In
couche inférieure des blastometres en contact avee la vésicule vitelline
s'individualisc en un syncytium, par effaccment des cloisons cellulaires. Ce
syncytium est de formation précoce, puisqu’il commence a se différencier
deés la 5¢ division de segmentation. Les divisions ultérieures se déroulent
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Clest pourquoi une confrontation avee des cellules d’un corégone adulte
oud’un alevin nous a semblé utile. L’absence d’une moelle osscuse chez ces
poissons restreint cependant le domaine des 1nvestigations, d’autant plus
qu’il est avérd, depuis qu’on pratique des dosages de DNA, que les noyaux
somatiques dc ecrtains tissus peuvent étre normalement polyploides. Une
autre méthode, recourant 3 du tissu conjonctival, a été misc a Pessai sans
suceds, aussi bien avee des corégones adultes quavee des « pré-estivaux».
Cette technique, par ailleurs excellente, et qui a parfaitement réussi pour
d"autres espéces de poissons, ne parait pas propice pour les salmomidés.
Apparemment, on ne parvient pas A expliquer la raison de cette déficience.

Méme résuleat négatif de notre ¢tude cytologique de Ja méiose. L’époque
de {a réduction chromatique dans la spermatogencse des palées et des
hondelles n’étant pas connue, nous avons prélevé durant deux années
conséeutives des testicules des deux formes, de quinzaine en quinzaine,
A partir de juillet ¢t jusqu’a fin octobre. Des fragments d’organes ont été
fixés simultanément dans du Flemming sans acide acétique, et dans du
Bouin. La seconde série était destinée a swivre Pévolution histologique de
la spermatogenésc, la premicre éeait réservée aux examens cytologiques.
Dans ces préparations, il nous fut possible de smivre les phénomenes caryo-
logiques jusqu’ay début du pachytene de premidre division des spermato-
cytes; le champ nucléaire, eneore étendu 3 ce stade, parait ensuite sc ré-
trécir brusquement en méme temps que se contractent les chromosomes
prophasiques et donner des images asscz semblables 4 eclles de SVARDSON
pour la métaphase 1, tres compactes ¢t a peu pres indéchiffrables. 11 est pos-
sible toutcfois que nous ayons manqué le stade favorable, nos examens
ayant été quelquefois différés par des conditions météorologiques rendant
les péches impossibles. D’aprés ce gue nous avons observé, le processns s”es-
pace dans le temps au lieu d’avoir un caractére explosif, car il n’est pas rare
de trouver, 4 cdté de spermatocytes primaires, des spermatides déja trés
¢voludes. Cest pourquol ce travail va étre repris avec I'aide de la micro-
spcctrophotmmtnc du DNA, afin de suivre plus aisément la cadence des
méioses ct leur étagement dans Porganc.

Il nous parait itlusoire de tenter une homologation précise des chromo-
somes ct d’en donner un idiogramme. Le nombre devé de ces umtés et
leur instabilité morphologique rend, & notre avis, unc telle opération trop
arbitraire, et il serait aventuré en direr des conclusions. Pour C. lavarerus,
et C. albula, SvArDSON indique 8 paires de métacentriques et subméea-
ccntriqucs ct 32 P‘]il‘CS d’acrocmtriqucs Nos estimations concordent, ce
qui situe le N.F. & 94, approximarivemeni. Nous avons reconnu égalemen,
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chez les palées, la présence d’un petit ¢émeat, un microchromosome, qui
doit correspondrc au frag,ment hétérochromatique de C. lavarerus. Un élé-
ment semblable n’a pu étre mis en évidence chez les bondelles, mais cette
constatation n’est en aucune fagon démonstrative, l¢ nombre de bonnes
cingses étant trop limité. La question d’un hétérochromosome sexuel reste
nuverte.

6.2 Evolution phylogénétique des corégones

En proposant d’allouer aux salmonidés acruels un statut polyploide,
SVARDSON s'est fait le promoteur d’une lwpothésc qui connaft encore un
]Jrge retentissement. L’intérét de cette pr()pos1t10n réside dans Je fait que
jusqu’alors ia polyploidic navait jamais été considérée comme un factenr
probant de I’évolution des nombres chromosomiques ct de la spéciation
des Vertébrés; elle aurait donc un caractére exceptionnel dans ce groups,
ot ce méeanisme évolutif, suggéré & maintes reprises, n’a cependant jamais
¢té vénfié,

11 fonde cette assertion sur les arguments suivants:
1°La plupart des nombres connus chez les salmonidés paraissent 5échelon-

ner entre 60 ct 109, en une suite de multiples de 10.
2°Dans les embryons qui offrent Paspect d’une mosaique de nombres

chromosomiques, les nombres 20, 40 ct 60 sont plus fréquents quc les

autres. :
_3°L’absence d’espiees 2 nombre diploide intermédiaire.

4°L’accroissement du nombre des méeacentriques sutvrait, proportionnel-
lement, celui du nombre total des chromosomes, d Pencontre de la régle
de ROBERTSON.

5°Les cspéccs 2 8o chromosomes possédent un assortiment qui semble
devoir shomologuer par groupes de 4; il y aurait ainsi quatre garnitures -
sernblables de 20 chromosomes chacune.

6° Pour n’Ctre pas 1étales, les déficiences mitotiques, non-disjonctions, délé-
tions, ¢earts de phase, et aberrations méiotiques, supposent un équi-
fibre compensatoire dont le concept de la polyploidie pourrait seul livrer

Fexplication.
7°la présence d’un chromosome sexuel unique n’exclut pas Péventualité

d’une spéciation par polyploide, et Phypothese de MULLER ne peur étre

absolument restrictive en un tel cas.

Une théoric sur ]a phylogénie des salmonidés compléte cetee interpréta-
tion: Issue d’unc forme ancestrale 2 2 N = 20 chromosomes, cette popula-
rion originelle s¢ serait scindéc cn groupes génétiquement distincts par
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Pefet de Pisolement géographique ou climatologique. De nouvelles condi-
tions cosmiques ayant rendu possible un rapprochement subséquent des
denx formes, il en scraic résultd des hybrides, et les perturbations méio-
tiques auraient été surmontées par Pinstauration de formes triploides, puis
tétraploides, devancidres des corégones actuels. La sélection aurait élimind
les diploides primitifs et sculs subsisteraient les polyploides, micux adaptés
aux conditions nouvelles. Dans cctte perspective, les espéees a 60 chromo-
somes seraicnt hexaploides et les corégones notamment, octoploides.

Kupka a lul aussi opté pour unc these polyploide dans ses conjectures
sur la spéciation des deux formes du Jac de Zurich et des embryons d’un
corégone de IPAttersce autrichicen, Coregoms wartmanni Bloch. Mais 1l an-
nonce une séric a nombre basal 18.

Plus récemment LIEDER [114] assigne a Salmo iridess Gibb. 2 N = 60, ¢t
confirme pour Salmo trutta fario L. 2 N= 80. L’hybride interspécifique
artificiel S. trurta fario 3 % S.iridews @ présente 2 N = 70 chromosomes,
ce qui procure A cet auteur une argumentation en faveur des vues de
SvARDSON, qu’il accepte sans réserve.

Des cytologistes des Vertébrés, MATTHEY [132] et WHITE [245, 247]
ont, au contraire, exprimé des doutes quant & Popportunité d'une hypo-
these polyploide appliquée 3 la phylogénie des Salmonidae. L’absence
d’especes 4 10 ou 20 chromosomes, évoquée par WHITE, n’est pas retenuc
par SVARDSON comme unc objection décisive. MATTHEY rapporte unc
critique plus convaincante, en faisant valoir que les N. F. déterminés chez
les salmonidés, 68, 72, 96, 100 ct 130 se laissent difficilement ranger en une
séric polyploide et qu’en tout cas, des chiffres multiples de 6 seraient plus
probables que des multiples de 10.

Relevons encore la contradiction des theses énoncées par lesproragonistes
de la polyploidic: d’accord sur le principe, ils ne le sont plus sur le nombre
e base, car si SVARDSON er LIEDER optent pour 10, KUpKa retient des
multiples de 9 ou de 6.

Nos propres résultats exprimés avee une impréeision de 2 4 3 unitds
pourraient inciter le lecteur & admettre nne assimilation de C fera ¢t
C. macraphthalmus aux formes nordiques a 8o chromosomes ct 3 tenir cette
présomption comme une nouvelle preuve A Pappui des perspectives poly-
ploides. Semblable interprétation est inopportunc. L’erreur relative affectée
3 chaque groupe tient aux indéterminations objectives de dénombrement
de plusieurs cintscs, et considéré globalement, le nombre de 78 est
ncttement le plos pertinent. 1 Pest d’autant plus que les microphoto-
graphies de LIEDER nous inclinent & croirc que nos propres décompres
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dans Pappréciation de la valeur la plus probable sont pluedt surestimés
que Minimisés. :

Nous reconnaussons bien volontiers que Pexemple de ces deux corégones
n’est pas déterminant et qu’une critique des théses de SVARDSON réclame
des preuves plus circonstanciées. 11 ¥ a néanmoins quelques autres objec-
tions:
1° A notre connaissance, SYARDSON n’a pas discuté la réfutation de MAT-

THEY sur Iincompatibilité entre N. F. et sérics polyploides. Il est vrai

que Pauteur suédois récuse par avance I'intervention de processus de

« fusion centrique» de type robertsonien dans la spéciation des salmo-

nidés. Or, cette notion postule évidenment unc certaine stabilité du

N. F. dans les lignées phylétiques. SVARDSON affirme qu’entre les denx

esplees A §8 ct 6o, et celles & 8o chromosomes, le nombre des métacen-

triques s’accroft ct que la régle de ROBERTSON n’est pas suivie. Nous
ferons alors remarquer que LIEDER, en comptant 2 N = 60 chez Salmo
iridens, y dénombre prés de 40 métacentriques et submétacentriques,
contre 20 acrocentriques seulemenr. Dans ces conditions, le N. F. est

de 100 et concorde parfaitement avee les N. F. des espéces 4 78 et 8o

chromosomes, si bien qune la généralisation invoquée par SVARDSON est

controuvée, au moins dans ce cas.
2° De nombreux salmonidés n’ont pas encore ét¢ érudiés cytologiquement.
Mais le nombre des espéces anxquelles une valeur diploide 2 po étre
ateribuée parait actucllement suffisant pour que Pargument que noos
avangons ait une signification statistique. En dressant Je bilan des nombres
chromosomiques connus, et en séparant e groupe des multiples de 10 et
cclui des especes qui sont regardées par Ies partisans de la polyploidie
comme étant ancuploides, on obtient la répartition dans le tableau a la

page 704.

La part d’arbitraire que suppose V'établissement de ce tableau ne nous
¢chappe pas, non plus que celle des erreurs qui ont pu s’insinuer dans Pesti-
mation des nombres diploides; mais avec nn tel matériel d’¢étude, les pro-
babilités d’estimation fautive sont sans doute assez également répartics.
Or, méme en adinettant que les 6 groupes de corégones examinés par
AMBUHL n’appartiennent véritablement qu’a Uespéce nnique C. lavarerus,
on doit constater que sur 17 salmonidés décrits, ¢ au moins devraient étre
aneuploides, et 8 sculement d’authentiques polyploides. ‘Fenant compte du
caractére unique d’une hypothésce polyploide des corégones dans le cadre
phylogénique des Vertébrés, cette théorie nous parait peu concluante.

Une spéciation sans incidences polyploides n’exclut pas, 3 priori, 'éven-
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Espéces «polyplaidesr 2N Auteur
Salmo salay GO PROKOFIEVA
Salmo irideus 60 LLIEDER

S. trutta fario 80 LIEDER
Salmo alpinus 80 SvARDSON

C. lavaretus baeri 80 PROKOFIEVA

C. albula 80 SVARDSON

C. exiguus albellus 70 Kupka

C. lavaretus 80 SVARDSON
Tispéces ancuploides ZN Autenr

Osmerus eperlanus 58 SVARDSON
Salme fontinalis 84 SVARDSON
Salmo favio 84 PROKOFIEVA
Thymallus thymallus 102 SvirDSON

Oncorhynchus kela 74 Makixo

C. schinzii duplex 72 Kurka

C. asperi maracnoides 36 Kupka

C. wartmanni coerul. 72 Kurra

C. lavaretus L, ’

3 formes lac Zurich 84 AMBUHL

3 formes lac Constance

tualité d’hybridations ancicnnes ou récentes. Clest la question que nous
allons explorer dans le.cas des corégones des lacs jurassiens.

6.3 L’bybridation expérimentale

Les tentatives d’hybridations expérimentales ont ¢été nombreuses et ont
prouvé dans Pensemble que les salmonidés s’hybrident aisément, pour au-
tant qu’entre espéces ou formes soumises au croisement des liens de parenté
héréditaire soient assez éeroits [6o, 173]. La plupart des générations Fy ne
montrent aucune diminution notable de vitalité; au contraire, elles exté-
riorisent souvent un hétérosis assez marqué. Des espéces i nombres chro-
mosomiques dissemblables, S. iridens ct S. trutra fario, ont méme pu étre
hybridées [114], mais leur ontogenése ne va pas au dela de P'éclosion, 4 de
rares exceptions pres. Dans ce cas, la survie des alevins est de trés courte
durée. Etudiés cytologiquement par LIEDER, ces hybrides ont révélé
détenir 2 N = 70 chromosomes, valeur intermédiaire entre celle des es-
peces parentes. SVARDSON a obtenu plusienrs hybrides et back-crosses de
Salmo. 11 est vrai que la plupart des individus de la génération F, étaient
stériles.
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Encore que la preuve n'en ait jamais ¢té fondée en toute certitude, il
semble que 'hybridation entre corégones sympatriques puisse se produire
dans les conditions naturelles, surtout entre les espéces dont les périodes de
fraie ne sont pas nettement disjointes et dont les aires de reproduction ne
sont pas discontinues. C'est le cas probablemenmt des palées et des bondelles
du Jacde Neuchitel. Mais la fréquence de ces hybridations parait épisodique.
Tous les pécheurs du lac affirment avoir capruré des bitards en diverses
occasions et les naturalistes n’ont pas récusé cette opinion. Aucun_fait
expérimental indubitable ne pouvait cependant éere avancé a Papput de
cette supposition.

6.31 Hybridation artificielle palée X bondelfe: Sur le plan expérimental, le
croisement entre palée et bondclle offrait de sérieuses difficultés, le délai de
survic des corégones transportés en bassin d’élevage éeant toujours trés
court, méme si les bacs sont irrigués par de 'eau pompée dans le lac et si les
poissons sont normalement alimentés au plancron. La plupart d’entre eux
nc parviennent jamais a récupérer leur équilibre statique, et ceux qui ont
physiologiquement surmonté Pépreuve de la capture sont régulierement
atteints de mycoses et d’hémorragies cutandes. 1ls meurent tous aprés
quelques jours, 8 4 10 au plus. Cest la raison pour laquelle nos premiers -
essais furent sans lendemain; ils avaient pour objet:
1° Des injections d’extrait d’hypophyse de truite a des bondelles, en vue

d’accélérer Ja maturation testiculaire et de la faire coincider avec 'époque

de fraic des palées.

2° D’acclimater des palées miles péchées sur les frayéres en espérant par-
venir & différer de quelques jours Ja stimulation sexuelle par Pabsence de
femelles ct de gamones dissoutes. Ce procédé s'est révélé inapplicahie,
car les palées déchargent spontanément leur laitance, dés leur installation
dans les bacs.

Nous avons essay¢ trois autres méthodes:

3°Du sperme de palce prélevé stérilement de testicules exérés a éeé dilué
dans un égal volume de Ringer (ou de Ringer glucosé) additionné de

100 mg de sulfamide et conservé & 1° C. Aprés une semaine, le sperme

avait complétement perdu son pouvoir fécondant (voir aussi DORIER

[49, so}).
4° Au cours de trois saisons consécutives (1953 4 1956) nous avons procéddé

a des essais de conservation de laitance de palée par congélation brusque

a basse température, suivant une méthode analogue 2 celle pratiquée

couramment pour le sperme de mammuféres. Nous ne disposions que de
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deux semaines par an pour mettre les techaique a Pépreuve, aussi ces
tentatives nc furent-elles pas trés concluantes. Nous les avons abandon-
nées dés que le résultat final que nous recherchions fut acquis par un
autre moyen. Toutefois, & Pépoque, le probleme était d’actualitd, et
comme P'usage de ces méthodes scrait d’un grand avantage en pisci-
culture, & supposer qu’on parvienne a les mettre au point, nous rendons
coifipte ici bricvement de nos recherches dans cc domaine.

Afin d¢évaluer le degré de survie des spermatozoides dans les dilueurs et
la conservation du pouvoir fécondant des échantillons coneelés, nous avons
b 3
. pratiqué concurremment :

@) Des essais de fécondation directe sur des cufs de méme « espéee ;

#) des contréles de la motilité au microscope (contraste de phase);

¢) Pemploi de colorants vitaux différentiels, en particulier a ’éosine-nigro-
sine [133, 208, 187, 19].

Ces contréles présument une relation entre la conservation de la motilicé
ct le maintien des facultés fcondantes des spermatozoides. Cette corréla-
tion, démontrée dans le cas de nambreux mammifeéres, ne saurait étre géndé-
ralisée, & priori, ct étenduc sans vérification expérimentale anx poissons.
Seule fa premicre épreuve est déterminante, les deux autres n’ayant qu’une
valeur présomptive.

Le téle protecteur du glycérol dans la conservation prolongée du sperme,
pressenti par ROSTAND, a fait accomplir de grands progres a la pratique de
Pinsémination artificielle des animaux domestiques ct les travaux les plus
significatifs a cet égard, ceux de POLGE, SMiTi et PARKES [157], puis de
POLGE et SMITH [156], préconisant un dilueur constitué par Ringer addi-
tionné de 40%, de glycérol, nous ont fait espérer le succes d’une adaptation
A la feondation des salmonidés. De la laitance de palée diluée a diverses
concentrations dans des milicux physiologiques (Tyrode, Ringer, Locke,
Ringer glucosé) renfermant 40, 20, 10 et 5% de glycérol furent répartis
dans des tubes capillaires ou congelés en coquille dans des ampoules scel-
lées. La solidification est obtenue trés rapidement par immersion dans un
mélange qcér:onc-g]'lce carbonigue 4 —79° C. Les contrbles opérés dans un
délai de 2 18 jours, par les méthodes indiquées, furent tous aégatifs. L'effet
protecteur du glycérol se révéle done inefficace sur Je sperme de poissons,
tout comme ’emplot de milicux 4 base de jaune d’acuf [152]. La différence de
comportement du glycérol provient sans doute de ce qu’il ne peut diffuser
A travers la téte spermatique, en raison des propriéeés tres dissemblables de
perméabilité sélective des spermatozoides de mammiferes et de poissons.



XX, 1060 Las Corégones du lac de Newchdatel 707

Ce fait peut étre mis en rapport avec les modalités partieuliéres de la fé-
condation, interne chez les premiers, externe chez les seconds. I'cau posséde
un pouvoir stimulant sur les sperinatozoides de poissons et cette exaltation
einétique entraine unc mort rapide. D'aprés nos observations, du sperme
de palée dilué dans I'eau perd sa motilité dans un délai de 40 a 180 secondes,
sclon les échantillons, tandis que la laitance non diluée, séjournant i une
température voisine de 0° C, ne perd ses facultés motrices qu’au bout de
15 A 25 heures. L’inaptitude du glycérol a protéger cfficacement le sperme
de poisson au cours de la congélation (ou de la fusion) nous fut confirmée
par ROTHSCHILD ¢t LOVELOCK en 1955. On ignore le mode d’action du
alycérol dans ce phénomene. Il est a supposer quil prévient la dénaturation
des macromolécules sp(,rmat]ques aux basses tcmptratures, ou quil exerce
une action protectrice {4 I'égard de certains jons minéraux du milicu, ou
cneore qu’il retarde lapparltlon de cristaux. On sait que la congélation
brusque engendre un solide « vitreux» non cristallin, mais que cette forme
cst généralement métastable ct tend, durant sa conservation, 4 eristalliser
autour de germes préexistants. Le glycérol pourrait retarder ces cristzllisa-
tions intraspermatiques ou externes, et limiter les déghts quielles en-
trainent inévitablement. Tenant compte de ces hypothéses, nous avons
repris les essais (1955) en recourant A des substances censées détenir une
certaine parent(_ ch;mlque et physique avec le glyeérol et capables de dif-
fuser plus aisément A travers la cloison: autant que possible, clles devaient
étre de dimenstons moléeulaires plus réduites, étre polaires, avoir un pomnt
de fusion assez bas, étre totalement hydrophiles, ou peut-étre lipophiles et
hydrophiles a la fois. Par ailleurs, nous nous sommes efforcé de réaliser des
milicux aussi équilibrés que possible avec le plasma séminal, en ce qui
eoncerne le pH, la pression osmotique (abaissement eryoscopique), la pres-
sion oneotique, la viscosité. Un examen préalable du plasma séminal de
palée et de bondelle a fourni Jes valeurs suivantes:

. Nombre Valeur
Plasma séminal d’échantillons moyenne
Puiée
pH 11 7.9,
A cryométrique 6 Q, 49 C
- Bondelle
pH 8 8,2
A cryométrique 6 0,49,° C

46
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Les mesures CI}()mCI'l iques ont ét¢ effectuées sur du plasma s¢minal dia-
lys¢ sous pression.

Les valeurs de la pression oncotique, tres faibles par rapport 2 la pression
osmotique mesurée par cryoméeric, ont ¢ié négligées, sous réserve d’un
gustement de la viscosité.

Tnseruments: Pour les mesures cryométriql.lcs, noUs avons cmployé un
appareil de notre conception, construit pour des volumes réduics (2 4 3 ml)
de plasma. Le dispositif consiste en un élément de mesure en forme d’ai-
gm]]c de verre (micro-thermistor Phlhps) monté ¢n pont avec un poten-
tiometre décadique de précision. Mise A zéro au galvanomeétre 4 cadre mo-
bile (Multiflex MG 2). Tension de travail: 0,5 3 1,5 V.

Les pressions oncotiques ont été mesurées avee Pappareil de SCATCHARD
[179] et des membranes ulrraﬁ]tr'mrcs gmduécs [180]

Les dilueurs que nous avons mis 3 I’ épreuve ont été congus en tenant
compte dans le choix des tampons ct des sels minéraux, du pH, des actions
toxiques ou stimulantes de ces jons et de feur antagonisme physiclogique
[181] ct les concentrations ant ée prévues de maniére 3 correspondre, au
total, 3 un 4 cryoscopique de 0,5° C environ. La viscosité a éeé ajustée par
des adjonctions de dextrane. Comme protecteurs chimiques, nous avans
essay¢ les substances suivantes: glucose, glycol, aldéhyde glycérique, pyru-
vate de sodium, 1,2-propancdiol, glycine, a-chlorhydrine. Avec 'un des
milieux (mélange glycose-glycol} conservé pendant 2 jours a une tempéra-
ture mferieure & — 50° C, nous avons pu obtenir 4% d’ccufs fécondés sur
un lot de 250. Ce rapport est trop faible pour que nous puissions le consi-
dérer comme démenstratif. Depuis achévement de cette partie expéri-
mentale, des monographies et des recherches importantes ont été consa-
crées A ces sujets [129, 216, 135], mais 4 notre connaissance, aucun procédé
de conservation prolongée du sperme de poissons n’a encore été déerit.
5°Cest en partic an hasard que nous devons d’avoir réussi une fécondation

croisée. En janvier 1956, alors que s'ouvrait Ia fraie des bondelles, nous

avions demandé 3 tous les péchenrs et au Service cantonal de la péche
de nous signaler les palées capturées qui posséderaient encore du sperme.

Contre toute attente, unce palée nous parvint Ie jour méme de Punique

péche de bondelles du mois. La palée était un méle de 39 em, comptant

27 branchicténies au premier arc. Il a été possible d’extraire un reste de

laitance et de féconder les arufs d’une bondelte.

L’incubation n’a pas fait apparaitre des déficiences, sinon une augmen-
tation de la mortalité par rapport aux témoins (bondelle); Ja 1étahieé fut
de 55% environ (5 2 10% pour les témoins) mais elle doit vraisemblable-
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ment étre attribuée 2 la rareté de Ja laitance du géniteur et 3 une «sur-
maturation» spermatique.

Deés Péclosion, les alevins ont ét¢ installés en bassins d'élevage, en
méme temps que deux lots dalevins de bondclle. La phase critique de Ja
croissance, celle de la résorption de la wésicule vitelline et de Pinstaura-
tion du régime alimentaire planctonique (nauplii de crustacés) a eu,
comme il était de régle, des conséquences désastreuses, aussi bien sur les
hybrides que sur les témoins; une dizaine d’alevins sculement ont sur-
vécu. Le groupe des hybrides n’a manifesté aucune diminution de résis-
tance physiologique i cette occasion. Dans les mois qui suivirent, tous
Jes témoins sont morts. Trois hybrides sont, par contre, demeurés en vie
assez longtemps, et le dernier survivant est mort a Pige de 16 mois. 1l
s'agit d’un individu mesurant 10,5 ¢m ¢t de sexe non encore reconnais-
sable; le premicr arc branchial possede 25 branchicténies, ce qui rend
trés vraisemblable la réussite de Phybridation et valorise 'hypothése
d’une congruence des génomes. Nous renvoyons au prochain chapitre
la description des indices taxonomiques embryonnaires qui caractérisent
ce bitard.

le croisement inverse palée & x bondelle 2 semble étre pratigue-
ment irréalisable, aussi longtemps que la question de Ja conservation
prolongée de Ja laitance n’aura pas été résolue.

6.32 Hybridation spontanée entre populations de corégowes: Nous avons ainsi
voulu aborder utilement le probléme de 'hybridation par une voie expéri-
mentale, car il est indéniable qu’il a dit joucr — ou qu’il exerce encore de nos
jours — un role important dans la spéciation ct Péquilibre des populations
sympatriques de corégones. Cerees, les informations que nous avons re-
cueillies sont trés incomplétes er la discussion reste, malgré tout, affaire
d’intuirion plus que de démonstration. :

Quelques faits introduiront le débar: _
1°SvARDSON admet que certaines populations locales de corégones pour-

raient étre des hybrides, par exemple P«albask» serait issu d’un croise-

ment entre P«asp» et le «large white-fish».

2°La « pulée de fond» du lac de Neuchitel, qui marque éeologiquement Ju
transition entre la palée de bord et la bondelle, mais qui s’identific mor-
phologiquement aux palées de bord, éveque d’emblée Pidée d’un croise-
ment.

3°Lac voisin de celui de Neuchitel avec lequel il communique par un canal,
le lac de Biennc est peuplé de corégones qui sont certainement nés des
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mémes précurscurs autochtones que les palées et les bondelles, puisque
les deux lacs ont fait partie, 3 époque des glaciations, d’un vaste et
unique bassin originel. Semblablement orienté, de relief presque identique,
traversé par les mémes cours d’eau, le lac de Biennc ne se distingue que
par des dimensions plus rédwutes, et unc profondeur moindre. Ces inéga-
lités en font pourtant un biotope assez différent pour que scs corégones
nc soient, ¢cologiquement, pas assimilables aux formes des eaux neuchéte-
loises. WUTHRICH [251] ct DOTTRENS, qui connaissent comme nous les
populations des deux lacs, n’hésitent pas & affinmer Ja coexistence de Sand-
felchen ¢t de Schwebfclchen dans le lac de Bienne, bicn que la fraie des
corégones N’y soit interrompue ni dans Iespace, ni dans le temps. Elle
est simplement prolaongée de quelques semaines. Ces deux formes peu-
vent étre naturellement masquées par Ic chevauchement de leurs périodes
de reproduction, ct c’est ainsi que la pisciculture fut pratiquée pendant
longtemps sans aucunc discrimination, mais aussi sans inconvénient
apparent, ni accroissement significatif de la Iéealicé.

On pourra multiplicr de tels exemples, et si de la propagation de ces types
de transition interféconds-on ne peut conclure en toute certitude 3 la réa-
lité du phénoméne, Pidéc d’une hybridation naturelle parait simposcr.
Notons qu’il est évidemment difficile de supputer la fréquence de Pappari-
tion des présumés hybrides, car la plupart d’entre eux ne sont pas mutuclle-
ment reconnaissables, ou ne se différencient pas visiblement de la forme
parentale. L'expéricnce accumulée par la pisciculture intensive ct les
péches cffectuées dans les sematnes qui suivent la fraic confirment en outre
que dans leur presque totalité ces corégones sont sexucllement fonction-
ncls a Pétat adulte; la fcondité des hybrides serait done indéfinie, an moins
théoriquement.

Pour ne bien connaftre que ccux-li, nous nc pouvons envisager que les
corégones des lacs suhjurassicns. Au point de vue cytologique, Pidentité des
nombres ct en premiére approximation, celle de la fornie des chromosomcs,
suppose unc relative uniformité des deux patrinioines héréditaires assocics
dans ’hybride. Les différences factorielles sont vraisemblahlement limitées
a d’éventuels remaniements scgmentaires, translocations ou antres, sinon
A des mutations géniques ou i Pexistence d’un hétérochromosome [106].
La congruence approximative des génomes doit rendre, semble-t-il, ’appa-
riement méiotique assez aisé. On congoit qu’nne telle hybridation, normale
et diploide, n’altére pas sensiblement la vitalicé ni la fercilice.

Les conceptions actuclles sur les phénomeénes d’hybridation entre espéces
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ou sous-cspiees paraissent troaver dans Pexemple des corégones un champ
d’application idéal et plaider en faveur de leur intervention dans Ihistoire
évolutive, ancienne et récente, de ces poissonq La plus grande vniformité
physique du milieu aquatique, compasée a l’cntoumgc terrestre, accroft
considérablement les chances d’hybridation spontanée, et le confinement
dans un espace limité de populations alliées ¢t potenticllement interfé-
condes doit agir dans le méme sens.

Que surviennent fortuitement ou 1 intervalles plus ou moins ¢oignés
des événements climatologiques qui rapprochent les époques de fraie et les
aménent a coincider durant quelques jouss ou quelques semaines, des croi-
scments auront pu se produire entre les deux groupes fravant sur des aires
contiguds. Avec une évidence grandissante, il semble actuellement que les
geénes qui conditionnent la réalisation des caractéres externes solent assez
nombreux, surtout dans les espéces trés diversifides. Si tel est le cas des
corégones, et pour autant que les génotypes des formes parentales ne solent
pas déji tres hétém?vgotcs, les prévisions mathématiques de recombinai-
sons devraient se concrétiser par une extréme multiformité des individus
issus dela g ;,Lnur'mon F, et contraster avec la monotonie morphologique de
cette premidre population hyhride. Or, dans les conditions naturelles, cette
variété ne sobserve quiexceptionnellement, car de nombreux facteurs en
limitent I'extension,

Deux d’entre cux vont retenir un instant notre attention. Lun est d’ordre
interne: le linkage génique. Pour des biotopes isolés, les deux populations
cn présence et qui s’affrontent dans I’hybride sont numériquement « finies» ;
Peffet du linkage se traduit alors par une réduction sensible du hombre
ct de la fréquence des phénotypes nouveaux. La dispersion des caractéres
est d’autant plus faible que le linkage est plus étendu. Cette restriction ne se
fait pas au hasard; seuls apparaitront les types les plus ressemblants aux
parents d’unc part, et ceux qui se rapprochent de {a configuration la plus
hétérozygate, représentée par les individus Fy, d’autre part. ’autres phe-
nomenes cytologiques ajoutent leur effet au linkage. La fragmentation du
génomc en un geand nombre de chromaosomes, $i elle va de pair avec une
dﬁpu sion des alléles sur plusieurs couples d’homologues, comme aussi unc
plus étroite localisation dcs chiasmas dans chague bivalent, contribuent &
resserrer le champ des réalisations phénorypiques.

81, dans un complexe de populations partiellement hybridées, ces mémes
facteurs sont trés agissants ct s'exercent constamment A travers plusieurs
aénérations successives, on doit s’attendre A une lente régression vers les
types parentaux, au détriment, cette fois, des intermédiaires de modéle Fy,
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comme 1] y avait ségrégation permanente des caractéres allélomorphes et
refonte en génotypes initiaux.

Considéré sous cet aspect, le linkage est une force cohésive entre popula-
tions sympatriques et les croisements reviennent, en fin de compte, i unc
introgression [5], Cest-a-dire & Pineégration limitée du patrimoine hérédi-
taire d’une population par des génes d’unc autre forme apparentée. Le
back-crossing, sans doute a Pacuvre dans ces croisements entre corégones,
n'a pu qu'accélérer cette évolution.

Un second facteur capable de limiter efficacement la diversification des
phénotypes est le milieu. 11 doit certainement éliminer un grand nombre
d’individus dont les préadaptations physiologiques et anatomiques sont
défavorables, a P'égard de Ja nourriture planctonique notamment.

Dans le cas des corégones du lac de Neuchitel, on peut comprendre
Pexistence et les particulaniés de la populatlon des palées de fond par unc

hybridation introgressive; il reste a savoir si elle est plus ou moins perma-
nente, se répétant c]nque année sur un nombre restreint d’individus, ou si,
au contraire, elle n’est plu'; qu’une relique d’une hybridation ancienne qui
tend 1 s'effacer. 1] est intéressant de constater que cette forme a pu faire re-
tour morphologiquement au type palée de bord, candis que les corégones
du Jac de Bienne, dans leur état actuel, illustrent plutde une sorte d’équi-
libre de populations, entre lesquelles ]’hybrid’ttion serait de date plus ré-
cente ou se poursuivrait encore de nos jours,

En rapport avec le probléme qui nous occupe, la mgmﬁcanon de ces no-
tions est manifeste. Elles rendent compte a la fois, si on les adopte, de Ia
diversité des formes sympatriques locales et de leur polymorphisme, de
leur écroit assujetissement au milieu, de leur interfécondité, de Peffacement
progressif des populations intermddiaires et de P'éloignement des imites
chronologiques de la fraic des palées et des bondelles. Certes, pour &tre
d’une portée décisive, elles demandent confirmation. Nous avons licu de
croire que Penquéte biométrique a laquelle DOTTRENS se livre présentement
fixera la part de I’ hybrlda‘non et de Pintrogression dans les processus de
spéciation des corégones.

Sur ce qu’it advint aux salmonidés originels, précurseurs des corégones,
nous ne sommes guére renseignés, et i est hasardeux de prendre position
sur Phypotheése d’hybridations aussi anciennes. SYARDSON, rappelons-le,
les fait intervemr dans son abrégé généalogique. Notons, en terminant, que
méme si elles ont effectivement cu licu, la polyploide n’est pas le seul méca-
nisme régulateur de la méiose. Lorsqu on parviendra a découvrir, sous les
apparences déroutantes de la einétique méiotique, les modalités précises de
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la syndesc - ou de allosyndése — on sera sans doute conduit i des apprécia-
tions moins problématiques.

7. Taxonomie ountogénique
7.1 Quelgues dspects d’embryolagie comparee .

Les sujets dont nous abordons ici Pexamen n’ont pas, de toute évidence,
Pampleur qu’ils méritent, et nos observations dans cette voie sont limitées
I deux indices qui nous ont permis de confronter des embryons de palée et
de bondelle et de reconnaltre leur qualité d’hybrides aux produits du croi-
sement palée ¢ x bondelle 9.

Le sort de nos tentatives d*élever ces alevins ne faisant aucun doute dés
le début, il importait de choisir des criteres différentiels d’apparition pre
coce. Durant plusieurs saisons, nous avons pu suivre Jes élevages de coré-
cones en pisciculture et comparer dans ses grandes lignes évolution onto-
génique des palées et des bondelles, et cclle des bitards jusqu’a un an.

Le chapitre réservé aux caractéres méristiques a déja fait part de Porgano-
aenese des structures métamérisées, et défini les conditions expérimentales
dans lesquelles devrait se dérouler Pincubation pour que ces ¢léments signa-
létiques aicnt une valeur taxonomique irréfragable. Or, les installations
piscicoles ordinaires ne s’y conforment jamais, si bien que le recours A des
indices tcls que la morphométric doit inciter & une certaine réserve [192).

Macroscopiquement, Pévolution des corégones entre la fécondation de
Paeuf et I’éclosion de Palevin reproduit assez exactement celle déerite pour
les truites, S. fario ct S. irideus, par PASTEELS [149], sous réserve d’inégalité
des vitesses de croissance. L’observation est méme plus aisée, car le chorion
demeure parfaitement transparent et la pigmentation beaucoup plus limitée
ct tardive.

La durée d’incubation differe par contre sensiblement entre truites et
corégones. En accord avec les observations de TANING, on nenregistre -
d*éclosions simultanées d’arufs de palées et de bondelles que dans les pontes
d’une méme femelle et pour un scul et méme couple de géniteurs. Exposés
a des conditions en tout point identiques, les germes provenant de couples
différents ne progressent pas exactement de la méme maniere, et peuvent
éclore qudqucs jours d’intervalle. La durée d’incubation des embr yons
de palée mesurée sur 6 séries de 100 aufs « consanguins», correspond a
318 + 32 D= Pour les bondelles, deux lots de 100 (rufs sont éclos apres
285 &+ 12 D° d’incubarion (valeurs calculées daprés les relevds quotidiens
de température du Service cantonal de Ja péche).
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1l existe entre les ceufs de palée et ceux de bondclle une différence de taille
reconnaissable au premier coup d’ail. Dans les cas des salmonidés, on a
démontré qu’un rapport pouvait étre établi entre la grosscur des ceufs et
leur nombre (voir SVARDSON [203]: d’une manicre générale, chez les es-
peees qui en pondent beancoup, les acnfs sont de petite taille, et inversément.
On peut inyoqucr cette particularité comme caractere d’identification, mais
il ne saurait tendre 3 Puniversalité. Le caractére semble d’ailleurs étre d’ap-
plication difficile si le nombre des formes symp.ltnqucs d’un méme lac se
chiffre par plus de 2 ou 3. Il doit, en outre, ert)l'ldl‘(, certains impératifs,
¢t cest a1 ¢¢ sujet que WUTHRICH a amorcé unce ¢étude b:onmtnquc com-
parée, aujourd’hui mcomplcrc malheurcusement puisqu’elle n’intéresse que
les palées. Une premicre indication fondamentale réside dans le fait que fe
volume de Paeuf est indépendant de Pdge de la femelle; une autre, que la
variabilité entre Jes aufs de femelles différentes est assez restreinte.

Diamétre des cenfs Palée Dondelie
{lots dc 100 ccufs) 79 29
Non fécondds m: 2,24 m: 71,83
{sans cau} o: 0,07 a1 0,10

S.e.: 0,003 —

Fécondés mn: 2,65 m: 2,00
(A I'éelosion) a: il o: 0,15

5. c.: 0,004 -
Angmeniation dametre 11-23%, 12-17 _f(,
Augmentation velnme 36-859% 35599
Valeurs calenlées d'aprés les mensurations faites par \W U'l]lRI(‘I[
cf particllement publides [251],

_ Assurément, les mesures préliminaires faites pour les bondelies wont pus
de valeur statistique; elles n’expriment qu’un ordre de grandeur. Mais pour
autant, P’écart entre les ceufs des deux populations cst assez net pour qu'on
puisse presumer une différence significative, notamment pour les aufs cali-
brés avant |’éclosion, quand le volume sest bien stabilisé.

“ S’agissant de sa validité biologique, il convient de souligner que le déter-
minisme de ce caractére reste assez incertain et que son expressivité et lide
3 un grand nombre de facteurs, histogénériques d’abord, puis relevant de I
dynamique de la fécondation. Dans la cavité abdominale des corégones, les
aufs mirs, avant lear évacuation, ont un chorion mou; ils ne sont pas tur-
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gescents. Ejectés dans Ieau; ils gonflent un peu, mais cette extension volu-
métrigue reste limitée. Clest I’excitation produite par Pintrusion du sper-
matozoide fécondant qui déclenche les mécanisimes d’imbibition et les pro-
cessus concomittants de la distension de la capsule externe, de son durcis-
sement et de sa relative imperméabilisation,

Cette absorption d’cau et Pespacement périvitellin qui en est la consé-
guence, sexpliquent par une décharge massive de mucoprotéines dans la
lame d’affrontement intervésiculaire [190]. DEVILLIERS et ROSENBERG [42]
ont montré que chez Salmo iridens les ceufs immergés dans de Peau distillée
s imprégnaient davantage avant de durcir et devenaient plus volumineux,
ce qui suppose une certaine marge d’adaptation. Sur ce point, les idées et
les faits dont elles proctdent sont encorc contradictoires. On a relevé
d’autres cas d’accomodation dans une méme espéce (ou une méme forme),
au gré des conditions dominantes de biotopes différents [92]. Au contraire,
ScorT [184], apres avoir examiné le nombre ¢t la taille d’aculs de Safmo
gmrduer: 1(("?1[00]7.‘ cxposcs A des conditions expérimentales variées, conclue
A un contréle génétique de la taille, mais & une variation du nombre en fonc-
tion du milieu et des conditions physiologiques du moment.

Plus péremptoire cst 3 notre avis Pargunient de la pigmentation. Il re-
présente pent-&tre le meilleur argument de désignation immédiate pour
des cmbryons parvenas au terme de lenr ontogenése iz ovo, an moins pour
les corégones de ce lac. Dans les derniers jours d’incubation, les alevins de
pa]u, sont constellés de chromatophores de grandes dimensions, bien visibles
A Pail nu, 4 digitation ramifiée, alors quc.]ts embryons de bondelle d’ige
équivalent n’ont que de rares ponctuations trés diffuses et voilées, jamais
ramifi¢es (voir iconographie WUTHRICH [251]. Ce caractére, associé 3
Pélaboration plus ou moins tardive du pigment mélanique n’a pas fair
encore, & ce qu’il paraft, Pobjet d’une expérimentation histologique ct
histochimique approfondie, ni d’une étude comparée chez les corégones.
Li¢ 4 des phénoménes de différenciation chimique de systémes enzymatigutes
spécifiques, il préfigure les considérations gui seront exposées dans la se-
conde partie de ce travail.

Par les clichés que nous publions, oti sont jaxtaposés un c,mbryon de bon-
delle et un embryon hybride palée & x bondelle 2, on jagera de la dis-
semblance de la pigmentation. Nos hybrides ont, i Péclosion, une mélani-
sation de type palée, mais avec chromatophores un peu moins nombreus.
les aenfs, par leor taille, se ractachent nettement au type bondelle, et les
modifications volumt,tnqucs qu’ils ont subi conhrment cette ascendance.
51 les conditions de la réorganisation de Paeuf apres Pirruption du sperma-
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en particulier, autorise souvent des conclusions sur la parent¢ systématique
des espéces parasitées. Dans le cas des corégones des lacs subalpins, une telle
corrélation n’a jamais pu &cre etabli, car les helminthes qu’hébergent par-
fois ces polssons appartiennent tous a des groupes trés ubiquistes; cette
conjonction est donc sans signification évolutive.

Deuxiéme partic

ASPECTS BIOCHIMIQUES
Le chais: des méthoder

La biochimie ouvre au chercheur un champ d’¢étude guasit illimité. A
Péchelon des moléeules et des ultrastructures cellulaires, elle a pris le relais
de la physiologic classique, et c’est en imaginant Jes moyens de sa propre
investigation et en créant les instruments les micux ajustés & ses analyses
qu'elie sest ouvert la voie d’unc destinée prometteuse. Certes, ellea héricé
beaucoup des disciplines physiologiques et Paffinement des techniques
microchimiques favorisa son essor. Mais par ["originalité de ses conceptions,
par le rebondissement de ses découvertes dans les domaines d’application
les plus divers, par le fait aussi que sa dépendance 4 Pendroit de la biologie
est beaucoup plus qu’une simple coincidence de matériaux, elle s’est acquis
une option i Pautonomic,

La diversité des sujets qu’elle aborde est telle que les correspondances
fonctionnelles et physico-chimiques entre les &tres vivanes appartenant a
des catégories systématiques différentes n’a retenu Pattention que d’un
petit eénacle d’expérimentateurs; en Europe, BALDWIN et FLORKIN, qui
firent acuvre de préeurseurs, et des embryologistes, parmi lesquels BRACHET,
NEEDHAM et WEIsSs. La différenciation biochimique est d’ailleurs, implicite-
ment, au centre du courant actuel de recherches sur les acides nucléiques
¢t sur la duplication des molécules protéiques. L’évolution de ce vaste
projet fait bien augurer des prolongements que plus tard, la systémarique
animale en pourra tirer.

L.a biochimie des poissons, en particulier, n’a suscité gu’un petit nombre
de travaux originaux, dont la plupart relévent de la physiologie respiratoire
ct des phénoménes d’osmo-régulation. Le sujet des amines biogenes, des
phases ultimes de la dégradation des protéines et de la libération rénale des
déchets azotés a été bien exploré. On sait depuis longtemps que les séla--
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ciens se singularisent par une distribntion de Purée a Pensemble de Jeurs
tissus et organes et par le taux élevé qu'y atteint cette substance, 2,47,
pour Jes espéees marines et 1%, environ pour les formes dulgaquicoles, alors
que chez tons les autres vertébrés urdotéliques, Ja fonction est strictement
h(,p'mquc Une méme extension caractérise la répartition de Parginasc,
ainsi que ’a démontré Barowin p]us récemment [10], et ¢ par'l]]ehsnm
confirme Pubignit¢ de a fonction uréogénique, car on sait qucl réle primor-
dial joue cet enzyme dans le cycle de Pornithine. Le métabolisme des purines
2 fait Pobjet de nombreux examens d’un grand intérét. Si SHEWAN [188] a
analysé, en chimiste, les dérivés azotés présents dans la musculature de
plusieurs especes de poissons, oxyde de eriméthylamine, eréatine, carnosine,
ansérine, urée, acides aminés ct dérivés des purines, sans faire ressortir
aucune subordination 1 la classification zoologique, FLORKIN et DUCHA-
TEAU [68] ainsi que BRUNEL {27] ont, en revanche, prouvé Pexistence d’un
tel rapport pour Puricolyse, et leur démonstration illustre de maniére trds
convaincante un phénomeéne d’évolution biochimique régressive, par perte
denzymes et partant, de Paptitude que possedent certains Invertébrés de
fragmenter le noyau purique jusqu’a Pammoniaque. La présence fréquente
des denx dipeptides anscérine ct carnosine dans le muscle de certains pois-
sons avait déja éeé signalée en 1921 dans nne note de CLIFFORD, qui soup-
gonnait des concordances avec Pespeee. L'exposé de Hamoir [84] enri-
chit nos notions sur les protéines musculaires de la carpe ct de plusicurs
espéees marines. Aprés AGREN [1] et quc!qucs autres chimistes, FLORKIN
[72], DUCHATEAU et FLLORKIN |61] ont repris cette étude par les méthodes
de dosage microbiologique ct établi nne corrclation entre le «pool» des
acides aminés non protéiques ct Pespece, pour le sang et le muscle de carpe.
Du méme auteur [71], une communication sur les pigments rétiniens met
cn ¢vidence une dualité entre poissons marins et d’cau douce, résultant de
Ia substitution de la rhodopsine des espiees océaniques par la porphyrop-
sine chez les seconds. Le travail de Goonpwin [79] sur les caroténoides,
g-carorene, lutdine, astaxanthine et taraxanthine a permis de déecler
quelques inégalités de distribution, mais sans faire apparaitre de disconti-
nuité évidente entre les poissons colonisant I'un et Pautre bi()topc LOVERN
[122~126] S’est apphqm 3 doser les constitnants des réserves lipidiques
chez les pmssons, qui représentent a cet égard un haut degré de complexité.
1l est parvenu 3 justificr quelques discriminations d’ordre quantitacif entre
cspices pour les acides gras a Innguc's chalnes, Cyp & C,y, saturds ct non
saturés. Clest 4 DODD [46] que revient le mérite davoir prospeeté la nature
et le rdle des hormones sexuelles, tandis qu’en enzymologie, AUGUSTINS-
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soN [7] a mis en valeur 'importance des systémes a estérases ct cholinesté-

rascs dans le plasma sanguin et les leucocytes circnlants.

Cette bréve revue serait incompléte sans la mention des travaux dc
DRILHON sur les acides aminds libres [56] et sur les protéines plasmatiques;
il en sera question dans un prochain chapitre.

Quelles conclusions ces enquétes suggerent-clles, et dans quelle mesurc
font-clles pressentir unc déviation biochimique entre les deux formes de
corégones que nous étudions? Certains résultats sont Pexpression d’une
parfaite similitude d’organisation chez les vertébrés inférieurs. D’autres
valorisent les dysharmonies qui 8’y manifestent, mais & Pexception peut-
étre du bilan des acides aminés libres, clles sont plutbt liées aux grandes
unités systématiques, ou tout au moins aux cat(,goncs supéricures: a Pespéce.
Des divesgences plus subtiles ont été notées parfois, mais qui dissimulent
souvent des inégalités écologiques on des fluctuations d’origine alimentaire.

Aprés quelques titonnements initiaux, notre intérét s’est tourné vers un
autre aspect de la biochimic comparée, apparemment capable dé révéler
les caracteres « spécifiques» d’un individu. Ces caractéres sont émanation
des particularités constitutionnelles de certains composants, dont ¢n pre-
mier licu P'acide desoxyribonucléique, dépositaire des déterminants géné-
tiques ct véritable mémoire cellulaire, pnisqu’anssi hien Je DNA total d’un
hlastomére d’embryon, par exemple, récapitnle et coordonne une somme
énorme d’informations, celles entre autres qui émergent du passé généalo-
gique de Panimal et de ses liens de parenté systématique avec, ¢n surim-
pression, les indices individuels. Ce que nous avons tenté de saisir a travers
nos expériences biochimiques, c’est unc parcelle de Poriginalité de Pespéec,
tradnite en code physico-chimigue et inscrite dans ses macromoléeules.
Dans cette interprétation, une différence taxonomigue devrait se traduire
par unc dissemblance de structure moléculaire, une hétéromorphie [73).

A cc propos, signalons que tous les processus de différenciation biochi-
mique peuvent étre ordonnés en denx catégories:

@) Cenx qui sc matérialisent dans des systémes qui président i unc méme
fonction, mais qui diff érenc par l’acquisition la pcrtc ou la permutation
d’in composant dans une chaine de réactions, tel qu’un cycle enzyma-
tique. C’est Pexpression dynamique, et dans une certaine mesure consé-
quentc, de la différenciation. :

) Ceux qui s'expriment par unc hétéromorphic constitutive des macro-
moléeules. Si on excepte Jes cas de mutations géniques, la transmission
des facteurs qui conditionnent la réalisation d’un phénotype implique,
dans la lignée germinale au moins ct au débot de Pontogenese, la péren-
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nité du plan d’organisation de chacune des macromoléeules, quel que

soit leur turn-over particulier. Clest aspect intrinséque et permanent

de la différenciation biochimique.

Dans Péeat actuel des techniques, percevoir une hctuomorphlc des
acides nucléiques ou des nucléoprotéines est une entreprise presque
irréalisablc.

11 n’est ainsi d’autre voie d’investigation que les travaux d’approche, les
prospections générales: dosages comparatifs de DNA, détermination des
rapports molaires des nucléotides ou des bases puriques et pyrimidigues
[38]. I.’étude qualitative de leurs compléments naturels, les protamines et
les histones, Jcn1'aqut'ab]cmcnt illustrée par les travaux de VENDRELY et
collaborateurs [237], suggere unc large uniformité de composition en
acides aminés, et rend hasardeuse toute identification par ce moyen.
L’hydrolyse des nucléotides et leur fractionnement par les méthodes chro-
matographiques nont pas ét¢ envisagés non plus, car les écarts probables
entre animaux génétiquement tres semblables ont toutes les chances de
passer inapereus.

Nous avons retenu le dosage du DNA; depuis que se sont multiplés les
travaux expérimentaux a ce sujet, cette mesure apparait comime une
«constante d’espece». Nos autres recherches se situent dans une méme
orientacion. Elles reposent sur une intcrprétat{on que nous avions adoptéc
des le début a titre d’hypothese de travail, et qui tendait 3 admettre Pexis-
tence d’un transfert limité d’informations spécifiques, dont certaines
seraient inhérentes a P'espeee, entre le DNA chromosomique et les pro-
téines des cellules et partant, du plasma. A Pépoque, cette opinion wavait
suscité autour de nous que des réserves. Toutefols, la pratique déja longue
des enquétes dites « sérologiques», ou la détection de populations physio-
logiques tdles que les groupes sanguins dans Pespéce humaine, paraissent
fonder valablement cette conceprion. Dans une certaine mesure, les phéno-
ménes d’immunisation sant Pexpression d’une défense antixénique de
Porganisme. Dans cette perspective, il est assez séduisant d’admettre que
d’unc fagon ou d’une autre, certaines macromoléeules de synthese biolo-
gique sinon toutes, prennent «la mesure» de la contexture élective du
DNA et réfléchissent, par leur propre configuration chimique et physique,
une parcelic de son individualité. La part de spéculation est évidemment
tres grande dans ces propositions, mais nos travaox expér nncnt':ux peuvent
se justifier sans leur intervention.

Lanotion de spécificité doit dailleurs étre précisée car elle admet, suivant
sa destination, unc quantité de nuances interprétatives. Les zoologistes uti-
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lisent couramment c¢ mot comme adjectif d’espéce; afin d’éviter toute confu-
sion, nous ne I'avons jamais introduit dans ce texte avec cette aceeption. En
biochimie, ol il exprime ke caractére non équivoque d’une relation de causa-
lité, il n’a pas exactement le méme sens suivant qu’il s’applique & Pembryo-
logie causale, 3 'enzymologic, 3 Pimmunologie ou A des rapports de struc-
ture spatiale. En immunochimie méme, lanotion de spéeificité n’est pas uni-
voque. Jst spécifique, Panticorps capable de précipiter in vitro Pantigéne
qui en a provoqué ’¢laboration, ou capable de le lyser, §'il est cellulaire. A
cet anticorps, on peut opposer ausst un antigéne « hétérologuer, cest-a-dire
un constituant chimique du ménie nom, mais provenant d’un animal d’une
autre espece. Si aucune réaction ne se produir, on conclut A la disparicé des
deux espéces, mais st clle est positive, la réaction «croisée » démontre un
degré dleve d’isologie chimique et une parenté zoologique avee Pespéce
témoin d’autant plus étroite que la réaction sera plus prononcée. Clest unc
spécifité « d’especen, On a noté aussi, plus exceprionnellement, des réac-
tions positives entre antigenes extraits d’organes ou de tissus appartenant
i des especes sans aucun lien systématique immédiat. Elles dénotent une
spécificité d’organe. Enfin, des antigénes hérérogénétiques auraient éeé dé-
celés dans certains cas, et on peut se demander si cette diversité des po-
tentialités spécifiques est due i la prépondérance d’unc décermination, ou &
un deéfaut réel de prestations de cet ordre. La différenciation histologique
pourraitelle étre & Ponigine de la perte de certains déterminants despéce?
Sur ce point, les embryologistes n’ont pas de réponse certaine. Rien ne
permet encore de certifier que les protéines de Padulte sont déja présentes,
\'irtuellcmcnt, dans le germe. Le fait est probable Ccpcndant Dans rous les

cas ol Pexpérimentation a pu étre farre, 1l est prouvé que les plOtLlnLS dé-
tiennent une spéaificité bien avant la différenciation 111stolt)<r1quc i laquelle
clles contribuent dans une large mesure, conjointement & d’éventuels phé-
noménes d’induction [77]. Mais cette spécificité est avanc tout d’ordre
somatique et fonctionnel. Elle vise a la spécialisation cellulaire et a Pinté-
gration des mouvements morphogénétiques. Présentement, érat des
recherches nautorise pas de synchese théorique déesive. Le cas des
noy2ux est mieux connu et nous conduit & nuancer quelque peu les repré-
sentations que nous nous faisons de ces problémes. Au débuat de Pontoge-
nése, les noyaux de segmentacion de la blastula sont équivalents et pos-
s¢dent toutes les potentialités de Pespéce. A la gastrulation, les noyaux des
celtules somatiques acquicrent la déterminadon en méme temps que leur
activité sc spéeialise. Pour en rendre compte, GALLIEN propose deux hypo-
théses: ['¢veil successif des gences, ou une activation simultanée, mais avec
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des disparités quantitatives dans les produits dont ils reglent élaboration,
si bien que les réalisations morphogénétiques seraient le résultat d’une
diversification régionale due  ces interactions. On le voit, la manifestation
progressive des caractéres de I'espéce au début de Pontogenése est encore
J’ordre conjectural et ses incidences biochimiques devront faire Pobjet de
nouvelles recherches.

Avant de résumer nos résultats, rappelons que certains d’entre cux sont
Faboutissement de travaux qui datent déja de quelques années [11, 12] et
que les techniques ont beaucoup évolué depuis lors. Les examens immuno-
chimiques ont été exécutés entre 1954 et 1957 et certains détails méthodolo-
aiques concernant notamiment le fractionnement des protéines plasmatiques
sont aujourd’hui périmés.

8. Constantes de DNA

8.1. Le ‘dosage chimique du DNA dans les noyaux somatiques et les gaméies (éry-
throcytes et spermatozoides) '

Lorsqu’a été commencé ce travail, les résultats cytologiques de Kupka
sur deux populations sympatriques de corégones du lac de Zurich avaient
mis en évidence une disparité manifeste, puisque 'unc des formes devait
posséder des chromosomes en nombre double de Pautre. Nos propres exa-
mens caryologiques des palées ct des bondelles ont fait ressortir, par ailleurs,
une extréme variabilit¢ de taille des chromosomes mitotiques ct ’on pou-
vait se demander si cette particularité dissimulait une déviation quantita-
tive du DNA d’un groupe i Pautre. Ces conclusions de Kupka, autant que
nos propres observations, nous ont paru nécessiter une vérifieation directe.
Une telle expérimentation offrait encore un autre intérét, plus fondamental
ct d’unc portée plus générale. Quel que soit Pindividu, son ige ou Porgane
constdéré, la teneur en DNA des noyaux cellulaires d’un animal est carac-
téristique de Pespece i laquelle il appartient. C'est en 1948 que Bovin,
VENDRELY et VENDRELY appelérent pour la premitre fois P’attention sur
la remarquable stabilité de la répartition de cette substance dans les noyaux
tissulaires de nombreux organes de boviddés, foie, pancréas, rein, thymus,
et sur le parallélisme constaté entre la réduction chromatique et celle du
DNA nucléaire, dont la quantité absolue par noyau s’abaisse a la moitié de
la valeur initiale au cours de la méiose. Grice A Pavénement des techniques
de fractionnement ct d’isolement des organites cellulaires, de rapides pro-
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grés ont été enrcgistrés dans cette voic. Les méthodes cytophotometriques,
congues par LISON et PASTEELS [118] en Belgique et par MIrskY et RIs
[136] aux Etats-Unis, donnérent a ees recherches une nouvelle impulsion.
L’une et Iautre représentent une adaptation 1 la spectrophotométrie dans
le visible du procédé imaginé par CASPERSSON [28, 29] pour Ja mesure des
acides nueléiques par Pabsorption ultraviolette des bases azotées compo-
santes. Les deux auteurs américains, puis DAVIDSON et ses collaborateurs
[39] approuvérent les conclusions des premiers chercheurs. Clest ainsi que
peu A peu, de Pensemble des rapports expérimentaux, s’est dégagée une
idée qui finit par simposer comme une évidence, celle que Je DNA des
noyaux cellulaires apparait, dans les limites de Perreur expérimentale,
comme une constante [237).

De tous les animaux étudiés et auxquels une telle constante d’espécee fut
attribuée, les poissons sont les mieux connus sous ce rapport, ct prés d’une
centaine d’cspéces, se rattachant 2 tous les principaux groupes taxono-
miques, figurent dans les tables déja publides [137, 235, 227]. Bien qu’un
peu hasardeuscs 4 partir de ces données encore trop fragmentaires, les dé-
ductions qu’on peut tirer de ees listes semblent établir que les valeurs
d’espéces sont plus élevées chez les Sélaciens ct chez Petromyzon que dans
le groupe des Tééostéens. - Signalons, au passage, que la taille des noyaux
des érythrocytes, comme ces cellules elles-mémes, présente la méme dis-
semblanee. — Dans leur grande majorité, les Téléostéens, tant manns que
dulgaquicoles, ont un titre en DNA compris entre 0,9 et 2,6 - 107 mg par
noyau normal diploide (moyenne 1,6 - 10=% mg). Ces valeurs, avec celles
des Oiseaux déja examinés, sont parmi les plus basses qui furent notées chez
les Vertébrés. Or, VENDRELY [227] a découvert que deux especes se singu-
larisaient par des teneurs bien supéricures, 3,2 pour la carpe, Cyprinus carpio
L. et 4,8 pour la truite arc-en-ciel, Safmo irideus Gibb., ’est-a-dire sensible-
ment le double et le triple, respectivement, du chiffre moyen des autres
Téléostéens. Elle a supposé, a titre d’hypothése préliminaire, Pexistence de
trois groupes désignés chacun par un « nombre de base», sorte de dénomi-
nateur commun dont les valeurs particuliéres des especes dériveraient par
des variations mineures. Dans le cas de ces deux poissons, le matériel gé-
nique pourrait, an contraire, avoir doublé ou triplé en bloc, ce qui évoque-
rait un mecanisme évolutif par polyploidie ou par polyténie.

L’étude d’un corégone paraissait donc tout indiquée, car il était judicienx
d’interpréter ces déductions  la lumiére d’autres résultats et surtout de veé-
rifier si ce chiffre élevé était de régle chez les salmonidés, ou méme s7i1
pouvait étre encore dépassé. Pour déterminer, avec une approximation

47
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raisonnable, Ja constante de DNA de deux corégones apparentds. Le recours
aux deux techniques chimique ¢t cytophotométrique s’imposait. Seule
Panalyse microchimique autorisc une définition en unités absolues, gréce A
un dosage simultané de P et de N dans I’acide nucléique extrait.

Un dernier point doit &tre discuté. MIRSKY et Ris [136] ont prouvé, par
des analyses cytophotométriques, que les cellules de certains organes
pouvaient devenir polyploides, chez des individus dgés. Ils ont, en cffer,
constaté que les cellules du foie de rat adulte fournissaient généralement
des valcurs qui s'ordonnent cn séries multiples de 1, 2 ct 4, ct cette obser-
vation fut aussitt corroborée par celles de nombreux autres analystes, non
sculement pour le rat, mais aussi pour plusieurs autres vert¢hrés. Swirrt
[211] notamment a reconnu la présence de noyaux tétraploides et octo-
ploides dans le foic et le pancréas de Ia souris, de noyaux tétraploides dans
le thymus, les lymphocytes et les cellules de Sertoli du méme animal, a
¢6té, bicn entendu, de noyaux diploides normaux. Les exemples se sont
multipliés depuis lors, mais Pexistence de ces sérics ne met pas en cause la
notion de la fixité du titre de DNA dans les cellules, ni de la constante
d’espece. Elle indique simplement que les résultats des dosages chimiques
peuvent étre altérés, 2 moins d’étre accompagnés d’une enquéte cytophoto-
métrique qui définissc la répartition des diverses catégorics de noyaux dans
le méme organe. Si certains tissus ont une propension a devenir polyploides,
il en est d’autres, méme somatiques, qui restent absolument invariables et
diploides. C’est le cas certainement des érythrocytes de salmonidés, car
ccux de Salmo iridens servent de matériel de référence dans la pluaprt des
laboratoires qui pratiquent ccs dosages, au méme titre quc les spermato-
zoides de cette espeéce pour la détermination de la constante haploide, ct
toute anomalie de cette nature aurait été signalée depuis longtemps.

Miérthode: 1e procédé que nous avons utilisé st eclui déerit par VENDRELY
[227]. Clest 2 SCHNEIDER [183] qu’il a été emprunté pour &tre adapté aux
suspensions de noyaux cellulaires par quelques modifications de detail. Le
voici briévement résumé:

8§11 s'agit de spermatozoides de salmonidés, la laitance cst diluée sit6t
aprés prélévement dans de Peau distillée, centrifugée a 4° pendant quelques
minutes 4 2000 t/min, puis remise cn suspension. Lopération st répéeée
deux fois; on obtient alors une suspension tres uniforme qui ne sédimente
que tics lentement. Lagitation brownicune maintient les noyaux en équi-
libre dans la solution et retarde la floculation.

Les hématies sont dispersées et lavées a une ou deux reprises dans unc
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solution physiologique, puis hémolysées par la saponine. Aprés centrifuga-
tion pendant § minutes a 3000 t/min, elles sont remises en suspension dans
la solution physiologique.

Dans les deux cas, des partics aliquotcs des suspensions, amenées 2 un
volume connu, sont distribnées dans une séric d’éprouvettes pour y étre di-
luées dans des rapports déterminés et ajustés aux conditions d’une numéra-
tion & ’hématimetre. 1l est d’importance capitale que ces suspensions de-
mcurent stables durant toutes Jes opérations de dénombrement et qu’au-
cune agglutination nc §’y développe.

La suspension initiale peut alors étre soumise 3 une série d’extractions,
destinées a éliminer les substances qui pourraient interférer, puis a libérer
les acides nucléiques. Dans une premiére phase, la suspension est addition-
née d’acide trichloracétique 4 40% jusqu’a concentration finale de §% cn
cet acide, et conservée au frigorifique durant une nuit. Ce traitement élimine -
des dérivés puriques libres et probablement certains phosphatides. L'en-
levement du P lipidique total, préconis¢ par SCHNEIDER [183] et par
SCHMIDT et THANNHAUSER [182] est snperflu. Dans une seconde phase,
le culot de centrifugation est traité par nne nouvelle solution d’acide tri-
chioracétique 2 5%, a chaud cette fois (température d’¢bullition, réfrigé-
rant a refiux) pendant 15 minutes. Ce traitement extractif est répété trois
fois et solubilise lcs RNA et DNA du noyau, au prix d’unc hydrolyse par-
ticlle de ces corps. Les quatre extraits réunis sont alors complétés 3 volume
connu par de Peau distillée et la solution souniise aussitét 4 un dosage du
DNA par la réaction colorimétrique de DISCHE, a la diphenylamine.

La grande fragilité des érythrocytes de corégones nous a imposé quelques
ajustements. La composition de la solution physiologique a été modifiée, sa
tencur en NaCl ramenée 2 § g/l, et nous avons dii renoncer a 'emploi du
citrate prévu par VENDRELY. Par contre, lc pH du milieu a été ramené a7
par adjonction de NaHCOQj,. La dosc de saponine prescrite pour ’hémolyse
a ¢ré considérablement amoindric: 0,3 g/l de saponine Merck 7695, au licu
de 6 gfl. L’action hémolytique doit étre aussi ménagée que possible pour
préserver Iintégrité des noyaux, dont les suspensions sont alors beauconp
plus stables. Par contre, la teneur indiquée cn héparine a ét¢ maintenue.

La numération des suspensions est lc stade le plus critique de Panalyse et
pour diminuer la marge d’erreur, nous avons préparé, i chaque analyse,
5 ou 6 dilutions différentes, et effectué sur chacuncs d’clles 4 4 5 comptages
indépendants, avec 3 cellules & compter. Ces précautions ne sont pas de
trop, mais le temps qu’exigent ces opérations s’allonge au point qu’il de-
vient trés difficile de conserver la suspension initiale sans qu’il y apparaisse
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des coagulations. Aprés bien des essais infructucus, il nous a été possible
d’améliorer sensiblement les conditions de stabilité en accélérant les Javages
et centrifugations préparatoires et en ajoutant anx milienx de dilution pré-
vus pour lcs comptages 5% de dextrane pulvérulent. I devenait alors plus
ais¢ de les préparer tontes au clep1rt quand la suspension mitiale est encore
uniforme, et de traiter celle-ci immédiatement par Pacide trichloracétique.
DiscHE [44] a proposé une modification de sa méthode antérienre et de
mesures « dichromatiques» 3 §95 et 650 mu. Elle s'est révélée superflue, et
nos dosages ont été effectués soit au colorimetre 4 grille 4 diffraction Uni-
cam, soit au spectrophotométre Beckmann DU, 4 la seule longueur d’onde
de 595 mu. Les lectures sont effectuées 15 minutes aprés Pachévement de la
réaction colorée qui révele le 2-desoxyribose.
Le grand nombre de dosages que nous avions i faire imposait Pemploi
- d’un ¢talon, que nous avons contrdlé A diverses reprises par des dosages de
P (méthode de MARTIN et DOTY [131]). Ce premier étalon n’étant pas abso-
Jument stable au cours d’une conservation de plusicurs semaines, nous avons
en recours A un échantillon de DNA sec de truite, possédant d’excellentes
caractéristiques en P, N et quant an rapport P/N. Ces deux étalons nous ont
été aimablement fonrnis par les docteurs VENDRELY, que nous remereions
ici. Enfin, pour obvier  toute incertitude sur la stabilité des étalons, nons
avons introdnit entre les dosages de noyaux de corégones, des dosages
d’érythrocytes de truite {Safmo irideus) et de perche.
Résultats: 1ls sont réeapitulés dans le tablean ci-dessous:

Dosages Indices statistiques
Désignations Nombre | Moyenne A o S e v
myx
Truite (S. ir:idaus)
Speemonte 2| e |ons oo 26
Palée (C. fer.'_a)
e I R R X Y
Bondeclle (C . macrophthalmus)
oo 2| 38 Yoo o] orz | so
(unités: mg - 10~? par noyau)

Diseussion: 1 dispersion des mesures autour des valeurs moyennes,
indignée par o, est faible dans les deux premiers cas (2,6%); elle est double,
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par contre, pour la bondelle, et trop grande pour autoriser une conclusion
statistique pertinente. Cette dispersion est due uniquement aux trois va-
lenrs cnregistrées pour les spermatozoides de bondelle. Elle s’explique par
Pextréme rareté du sperme qui servit aux dosages, et certainenient anssi
par I’état d’nne partie des spermatozoides, en surmaturation ou partielle-
ment dégradés. Il ne faut pas oublier que les péches se font, en janvier-
février, dans des conditions déplorables, et que dans la plupart des cas, les
poissons et les filets sont recouverts d’unc crofite de glace lorsqu’ils sont
ramenés au port. Les engins sont immergés par 100 m de fond, sur les
frayéres, ol ils séjournent pendant une dizaine d’heures. Au conrs de
I’ascension, la brusque décompression a laquelle sont exposés les poissons,
jointe a une dilatation considérable de la vessic gazeuse, entrainent une
évacuation presque totale du sperme ou des ceufs. Le peu de laitance qui
reste est généralement d’apparence ct de conststance anormales, chargé de
débris cellulaires et souvent souillé d’urine. Ces conditions défavorables
rendent trés problématique exéeution d’analyses conformes aux tolé-
rances expérimentales usuelles en microchimie. Le dosage des érythrocytes
fut, par contre, cxéeuté dans d’assez bonnes conditions, et Pécart-type n’ex-
cede pas celul des autres mesures.
Les conclusions générales sont reportées au chapitre suivant.

8.2 Dosage micraylecfr()ﬂ?()famétriqrm des noyaux d ’éryfbracytex

Alors que le dosage chimique est lexpression d'une estimation moyenne
pour des séries de 10 a 25 poissons et plusicurs millions de noyaux a chaque
opération, la tcchmque cytophotométrique ne s’applique qu’aux détermi-
nations relatives, mais avec Pavantage d’une information individuelle par
noyau, et d’une grande sensibilité. Elle permet done d’estimer, s’il en est,
les déviations de la teneur cn DNA d’un noyau 3 Pautre.

1.2appareil réalisé par CASPERSSON est certainement une brillante réus-
site technique, mais il n’est pas 3 la mesure des petits laboratoires aux
moyens restreints. C’est pourquoi plusienrs investigateurs sc sont préoccu-
pés d’instituer une méthode plus simple, adaptée 4 la photométrie dans le
spectre visible. Le premier instrument créé par POLLISTER et Ris [161],
perfectionné par POLLISTER ¢t MOSES [159], puis amélioré encore par
PoLLISTER [158] devait fournir Ja preuve de ses qualités dans ces dosages
cytochimiques et rendre possible Pestimation du DINA des noyaux in sits
dans des coupes microscopiques ou des étalements sur lames.

1l impose évidemment le recours 4 une réaction signalétique qui fasse
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apparaitre un complexe coloré stable, et ta formation de ce chromophore

devrait satisfaire & plusieurs conditions.

1°La réaction doit étre spécifique de la substance a détecter.

2°Dans un large intervalle de variations quautitatives, le complexc élaboré
doit &tre dans un rapport constant avee la substance a révéler.

3°Le dosage du complexe devrait Scffectuer en conformité avece les coudi-
tions de la loi de BEER-LAMBERT.

On congoit aisément que sur ce dernier point, le désaccord soit toujours
inévitable, car la contexture d’une préparation microscopique n’est jamais
optiqucmcnt uniforme ni chimiquemcnt homogeue, et le constituant qu’on
y dose atteint parfois des concentrations largement supéricures 4 celles qui
sont admises pour les déterminatious ## vifre. 1l eutre une part d’empirisme
dans tous les procédés de la cytochimie quantitative, qu’il convient de ne
pas perdre de vue, mais qui ne doit pas non plus exclure toute prospection.
On cst frappé de constater que cette méthode, affligée de tares théoriques
assez graves pour que d’aucuns en condamueit emploi, ait donné depuis
une dizaine d’années tant de preuves de sou efficacité et n’ait pas fait surgir
jusqu’ici de plus fréqueates contradictions avec les résultats obtenus par
des auteurs differents et d’autres voies analytiques. De nombreux cher-
cheurs, I'école de POLLISTER et VENDRELY notamment, conscicuts des
imperfections du procédé, out jugé utile de comparer leurs mesures cyto-
photométriques avec Jes dosages chimiques et la méthode spectrophoto-
métrique 3 PUV. Au prix de précautions trés strictes, la concordance
semble &tre toujours acceptable, parfois méme excellente. Relevons i ce
propos le travail de WALKER et YATES, cité par le premier nommé [244],
sur la mesure comparative des variations du DNA au cours de Pinterphase
et de la mitose daus des noyaux en culture de caeur d’embryon de poulet, et
qui prouve, avec toute la clarté souhaitable, Ja parfaite correspondance des
valeurs curegistréees dans PUV avant et aprés fixation, et dans le visible
aprés réaction de FEULGEN. La scule fixation abaisse déja le taux apparent
du DNA: la coloration par le Feulgen accentue cette diminution jusqu’a
50% des mesures initiales, mais les rapports quantitatifs demeurent iu-
changés. Il est en outre possible de s’assurer de la parfaite linéarité du dia-
gramme en opposant une série de valeurs prévisibles par calcul, par exemple
le taux de DNA d’un lot de noyaux 1, 2 et 4 - ploides de foic de rat, avecles
chiffres expérimentaux. Clest ainsi que SWIFT [209, 210] a pu confirmer
quentre les noyaux d’une méme coupe, différant par leur concentration
en DNA dans le rapport 1:20, la variation demeure linéaire.

1l est toutefois indispensable de choisir un matéricl et des procédés de
1
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fixation qui s’approchent le plus possible des conditions théoriques de do-
sage. Les fixateurs réputés les meillenrs en cytologic chromosomique, ceux
qui tendent & conserver ou 3 accroitre les contrastes, vont généralenient a
Pencontre du but recherché. Pour des noyaux interphasiques, il est préfé-
rable de fixer au formol 40% suivant la recommandation de SWIFT [209,
210), car le substrat nucléique s’homaogénéise, obviant ainsi au danger que
représentent les amas de chromatine qui font office de centres secondaires
de diffraction.

L’électivité dela réaction de Feulgen pour le DNA a parfois ¢té contestée
et il est peu de sujets qui alent donné lieu 4 autant de recherches expérimen-
tales. L1soN [115], 4 qui Pon doit pour nne grande part Pessor de la cyto-
chimie moderne, a précisé les modalités opératoires qui rendent la réaction
sclective, ct les études critiques ultérienres ont certifié le bien-fondé de ces
prescriptions et vérifié que la réaction est pratiquement spécifique.

Quant aux erreurs instrumentales, on dispose aujourd’hui de revues fort
bien documentées, abordant tous les aspects physiques, théoriques et tech-
niques [212, 160], et qui proposent des séries de contrdles préalables pour
Palignement optigue, la linéarité des enregistrements, les pertes par diffu-
sion de lumiére, les réflexions parasites, la stabilité des sources lumineuses
et électriques, Ja reproductibilité des mesures [2].

Dans son état actuel, la méthode cytophotométrique dans le visible a
acquis une validité qui n’est plus gueére discutable, surtout en ce qui con-
cerne les dosages du DNA des noyaux dits « quiescents».

Méthode utiliste: Notre appareil dérive du modele de POLLISTER, ct fut
amélioré selon les indications d’ALFERT. L’émission lumineuse est fournie
par un bloc monochromateur du spectrophotometre Beckman DU, et Péclai-
rage dérive du systéme Kéhler approché. Le condensateur normal du micros-
cope a été remplacé par un objectif NA 0,25 monté sur un anneau de cen-
trage. Objectif aimmersion 100 x ,oculaire photographique 10 x ;dansleplan
de projection, I'image d’une plage nucléaire est cernée par un diaphragme
d’ouverture réglable graduée en p apparents. Le dispositif de mesure com-
prend un tube photomultiplicateur Philips AVPso, alimenté 4 s00-2000 V
stabilisés 1: 10000, instrument de lecture: galvanométre Multiflex MG 2.
L’appareil a été soumis A tous les contrbles proposés par Swirr et par
PoLLISTER (références citées), notamment avec un coin de cellophane
colorée par de la fuchsine régénérée, par des préparations artificiclles de
sphérules colorés, par des coupes de foie de rat, et les corrections effectuées
en conséquence. Le tube photomultiplicatenr employé a Pavantage de pos-
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séder unc trés large fenéere doublée d’un collimateur et sa sensibilité ese
uniforme dans une assez large zone centrale.

Les noyaux soumis a Pinvestigation sont des noyaux d’érythrocytes des
deux formes de corégones, la truite Salmo iridens servant de référence. Les
préparations sont des étalements de sang frais identiques aux prépa-
rations hématologiques déja décrites, et qui furent exéeutées et finées
en méme temps pour les trois espéces, a bord du bateau de péche. Toutes
les lames furent traitées en bloc, par immersion simultanée dans les réac-
tifs, afin de pallier toute inégalité opératoire. Les étalements sont séchés
a Pair pendant 15 minutes, exposés pendant 10 minutes aux vapeurs de
formol concentré pour améliorer Puniformisation du contenu nucléaire,
puis immergds § minutes dans du méthanol-formol 9: 1. Clest la méthode de
fixation qui nous donna les meilleurs résuleats parmi toutes celles que nous
avons essayées. Par Ja scule action du formol 40% ou de ses vapeurs satu-
rantes, les cellules adhérent mal au support de verre. Le traitement par le
méthanol-formol obvie 4 cc défaut et délipide en méme temps les prépara-
tions, cc qui facilite leur conservation. Coloration de FEULGEN: hydrolyse
8 minutes dans HCln & 56° C, immersion pendant I heurc dans le réactif, et
3 ringages a la solution de bisulfite.

Aumoment de ’étalement, les érythrocytes et leurs noyaux s’aplatissent
considérablement. Aprés dessication et fixation, la face supéricure de Phé-
matic est p]zmc, déprimée seulement au miveau du noyau. Le fond de cette
dépression, ol la membrane stromatique est au contact direct du noyau,
reste plat Ccttcdcscrlptlon procedede’examende répliques au formvar ctde
préparations-témoins ombrées a Por. Les noyaux ont pu, par conséquent,
étre assimiliés A des eylindres a base elliptique. Nous avons mesuré Jes deux
axes de Pellipse et caleulé la surface pour chaque noyau individuellement.

Une fois les mesures photométriques terminées, il nous importait de
savoir si, dans les zones utilisées des difffrentes préparations, les noyaux
¢taient de méme épaisseur et de délimiter ces variarions, cas échéant. Les
indications fournics par le microscope interférentief, comme aussi fa lon-
gueur des ombres portées aprés ombrage a 'or sous un angle de 14°, con-
cordent pour assigner au noyau une hauteur de 0,7 # environ et des varia-
tions minimes, négligeables en regard de Perreur relative commise sur le
relevé des deux autres dimensions. L’erreur absolue de mesure est donc
inféricure 3 0,2 . Nous inspirant d’une méthode proposée par SWIFT ct
RAsH [212], nous avons pu assigner une plus grande certitude encore  ces
observations en mesurant directement les variations d’extinction suivant le
grand axe de ’cllipse nucléaire, avec un orifice apparent de 0,1 ¢ 4 peu prés.
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Resultats : Dosage cytophotométrique d*érythrocytes, coloration Feulgen
lectures 4 550 my, «plng» de 0,6 .

. . Nombre de | DNA Axes
Désignations mesures Mz “ S.e. moyens
Truite (S. irideus) 40 568 | 044 ] 0,07 7,48/3,78
Palée (C. jera) 62 6,66 | 0,54 | 0,07 7.72[4,17
Bondelle (€. macrophthalmus) 3 7.04 | 0,49 | 0,09 7.86/4,78

Quantités de DNA en unités arbitraires, axes en g.

La conversion des unités arbitraires en valenrs absolucs, sur la base de
4,95 - 107 mg par noyau pour Salmo irideus livre les résultats suivants:

Palée: 5,80 - 10~% mg par noyau,
Bondelle: 6,13 - 10~® mg par noyau.

Nous avons procédé 3 nne analyse mathématique portant sur tontes les
valeurs individuelles et les moyennes (suivant CHAMBERS, 1955; YULE et
KENDALL, 1953, ct FISHER, 1947). Un premier calcul des constantes y, ct
yg dérivant des 4 premicrs moments des moyenncs vérific qne dans les trois
cas, la distribution ne s’écarte pas de 1a forme normale. Puis un test de « t»
de STUDENT, appliqué aux moyennes, démontre que les différences sont
toutcs, ct sans ambiguité, statistiquement significatives, y compris celles
qui caractérisent le systéme palée-bondclle qui nons intéresse au premier
chef. Un calen! des rapports de variance atteste enfin que nos conclusions
ne peuvent pas non plus procéder d’nne disparité significative des variances.
Signalons encore que Perrenr systématique, que e calenl statistique n’en-
registre pas, sc trouve compensée dans Pestimation de la différence des
moyennes, car toutes les opérations ont en lieu exactement dans les mémes
conditions techniques.

Ces mesurcs s'appuicnt sur un nombre restreint de poissons, trois ponr
chaque espece ou forme. Pour autant, aucun écart notable n’a pu étre décelé.

Conclusions: La convergence des résultats photométriques ct des dosages
chimigues, qui portent sur un trés grand nombre d’individus, nous incline
3 admettre que les différences notées sont conclnantes 4 Péchelon des po-
pulations. Dc cette confrontation procédent les valeurs suivantes:

Palée:

5,84 - 10~* mg de DNA par noyau,
Bondelle: 6,1, -

4 - 102 mg de DNA par noyau.
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La démonstration statistique de P'existence d’une différence significative
entre les constantes d’espéce de la palée et de la bondelle peut-elle étre
mise en doute? Elle est évidemment assez faible, mais excéde nettement les
écarts notés par les expérimentateuts qui font usage du méme type d’ins-
trument que nous. SWIFT [209, 2I0], ALFERT [2] ainsi que PATAU et
BLOCH cités par ALFERT, ont mesuré des variations de 2 a 4%, senlement
entre les noyaux hépatiques d’une série polyploide 1, 2, 4. Il nons parait
justifi¢ d’admettre aussi que notre matériel, oh toute superposition est
exclue et ob les noyaux ont une forme géométriquement bien définie, re-
présente la meilleure adéquation possible aux conditions théoriques. Enfin,
dans Pensemble de nos dosages chimigues et microspectrophotométriques,
qui comportent, pour les seuls corégones étudices, 18 opérations indépen-
dantes, nous n'avons relevé aucun résnltat on la valenr de DNA de bondelle
soit inférieure a la plus haute valenr des palées. Ces constatations nous auto-
risent, pensons-nous, i conclure A une dissemblance constitutionnelle pour
ce caractére.

Rapprochons ces informations des formules chromosomiques. Safmo
iridens a un nombre diploide de 60 chromosomes, et une constante de DNA
diploide de 4,95+ 10~% mg. Coregonus fera, avec 78 4- 2 chromosomes et
5,84 - 107® mg de DNA s’en écarte nettement et sans tirer aucune conclu-
sion, signalons que les différences entre nombres chromosomiques d’une
part et teneurs en DNA d’autre part, s’expriment dans le méme sens et se
compensent a peu prés. Il est évident qu'nne telle observation n’a pas
grande signification lorsqu’elle porte sur la totalité des chromosomes et ne
tient aucun compte de leur conformation et de leur dimension individuelies.
Pour les mémes raisons, il serait itlusoire de tirer une déduction de la simi-
litude des indices de C. fera et de Salmo trutta, pous ]aque]le 2 N=2S8oct
DNA des érythrocytes = 5,7, [167)-

Entre palée et bondelle, par contre, on peut admettre que le désaccord
des constantes de DNA devrait se traduire par une hétéromorphie effective
des caryotypes. L’hypothése est toutefois peu convaincante, car Paptitude
3 I’hybridation suppose une conjugaison des génomes et un degré assez
élevé d’homologie. On peut envisager encore une alternative: ou bien la
différence est occasionnée par une inégale proportion des segments hété-
sochromatiques des chromosomes, ou bien la déviation est due a une poly-
ténie 3 Péchelle macromoléculaire. Sur la base d’observations faites chez
des insectes, WHITE [246] avait émis Iidée que la distribution des segments
hétérochromatiques, parfois trés variable d’une espece a Pautre, pourrait
¢étre un critére d’espéce en cytologie animale. Cette argumentation ne
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semble toutefois pas avoir été retenue. En définitive, cest Pexplication de
la polyténic qui nous parait la plus vraisemblable. Einfin, hypothése de
VENDRELY, suivant laquelle certains Télcostéens pourraient s’ordonner en
groupes 4 « chiffre de base» égal a 1,6 (ou 1,65) - 107* mg de DNA n’est
pas confirmée dans le cas particulier; les deux corégones ct Salmo trutta ont
des titres intermédiaires entre les multiples de 3 et de 4: 4,05 et 6,60 » 1079
mg DNA.

9. Immunologie systématique
9.1 Les réactions spécifiques des protéines plasmatigues par immuno-électrophorése

HEIDELBERGER et KENDALL [87] ont parfaitement ¢lucidé le mécanisme
des réactions immunologiques de précipitation spécifique et croisée et Pont
¢noncé mathématiquement suivant une formulation qui sinspire de la loi
d’action de masse. La méthode est ainsi devenue quantitative et reproduc-
tible, pour autant que les vanables secondaires, pH, force 1omque et tempé-
rature demeurent constantes. L’nnalyse des précipités a révélé que Pand-
gene et Panticorps participent 2 la formation du comple).e msoluble dans
dcs proportions qui différent bcaucoupd un %ystcmc a Pautre. Elle a établi
d’autre part que pour un systéme donné, la constitution du complcxc nest
pas fixe. Le rapport de Pantigene et de 'anticorps varic au contraire cn
fonction des proportions de ces deux substances dans le milieu. Pour expli-
quer ce phénoméne, ces deux auteurs ont invoqué une séric de réactions bi-
moléculaires compétitives entre l"mtig,(‘:nc (Ag), Panticorps (Ac) et leurs
comple\es, ils expnmcnt la quantité de PPanticorps contenue dans le préci-
plt(,, par rapport a 'antigéne x introduit dans le S')rst(,mc, au moyen d’une
équation du deuxieme dcgrc, conforme i Péquation empirique:

AeN pp =ax-b

Dans de trés nombreux cas

R!
a=2R, b=—r>
ot les deux parametres désignent
‘ . Ac Npy . :
R == ————— au point d'équivalence,
Ag N p!{ ] q

A = Ac Npy au point d'équivalence.

1l est d’usqge d’effectuer la précipit'ttion en gjoutant des quantités crois-
santes d’ ant:gcnc aunc quan tité constante d’anticorps. Dans ces conditions,
la courbe de précipitation spéeifique prend la forme d’une parabole. Elle
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délimite trois régions, successivement: une zone d’exces d’anticorps, une
zone d’équivalence voisine du maximum, ot le surnageant ne renferme plus
ni antigéne ni anticorps, et une zone d’exces d’antigéne. En cas d’exces
notable d’antigene, le complem précipité, en équilibre avec la composntlon
du milieu réactionnel, tend a sc redissoudre, de sorte que la précipitation
n’est plus maximum. Le point d’équivalence qui, théoriquement, coincide
avec le sommet de la courbe et qui se situe pratiquement dans un court
intervalle du c6té de Pexces d’anticorps, revét une grande importance.
Dans les réactions qui intéressent des antigénes protéiques globulaires,
natifs ct de poids moléculaire relativement bas, Ja zone d’équivalence est
cffectivement trés étroite. Par contre, les déviations parfois considérables
peuvent se manifester lorsque deux réactions se développent simultanément.
Les deux zones d’équivalence ne concordent qulexceptionnellement, et de
Pinterférence des deux précipitations résulte une Jarge bande sans maximum
ni point d’équivalence; un excés de 'un ou Pautre des réactifs persiste tou-
jours dans le surnageant et Ja précipitation n’est jamais totale.

Ces considérations, théoriques en partie, délimitent les conditions d’une
précipitation spéeifique idéale. Les modalités de Pexpérimentation s’en
¢loignent souvent, par nécessité. Il est prouvé que des méthodes trop gros-
sieres peuvent conduire a des conclusions fautives, lorsque en particulier ni
Pantigéne ni Panticorps ne sont homogenes au sens immunologique du
terme. Ainsi s'expliquent probablement les défaillances des analyses dites
«sérologiques» qui utilisaient, pour des précipitations quantitatives, un
sérum animal non fractionné, c’est-a-dire un systéme A 10 ou 20 réactions
simultanées.

Notre premitre intention était d’appliquer la méthode de HEIDELBER-
GER ¢t KENDALL adaptée par KABAT et MAYER [98] au probléme taxono-
mique des corégones. Mais les difficuttes du fractionnement du sérum de
palée, ou d’autres protéines censées détenir une spécificité d’espéce, se sont
avérées telles que nous y avons finalement renoncé en faveur d’autres mé-
thodes.

La précipitation spécifique en milicu gélosé, préconisée et mise au point
par OUCHTERLONY [143, 144] en faisant appel a des ovalbumines synthé-
tisées par des espéces zoologiquement alliées, est un procédé i la fois élégant
et simple qui conserve les avantages de la technique in vitro: haute sensibi-
lité, quantité trés réduite de réactifs, spéeificité égale. Sila technique quanti-
tative permet de figurer comparativement le lien de parenté en «degrés
de différencen, celle ’OUcHTERLONY fournit avant tout des indications
qualitatives et, en termics de concentration, des estimations approchées.
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Dans le cas dc nos deux corégoncs, les renseignements qualitatifs sur Piden-
tit¢ on Panalogic des protéines sont sans doute plus significatifs. Notons
encore que la méthode peut s’accommeoder plus aisément d’insuffisances du
fractionnement des antigénes sans amoindrir la validité de ses réponscs.
Par surcroit, clle rend possible la confrontation immédiate de plusieurs
systémes au cours d’une seule opération.

I’ immuno-électrophorése, imaginée par GRABAR et WILLIAMS [81-83],
combine les qualités de la méthode de précipitation spéeifique en gélose et
celles de Pélectrophorése (voir aussi WIEME, KAMINSKI [249]). Cette tech-
nigue remarquable nous avait, a 'époque, suggéré I'idée d’unc application
aux recherches taxonomiques. Elle devait nous permettre d’opérer, analy-
tiquement an moins, ce fractionnement des protéines sériques des coré-
gones qu’aucun des moyens ordinaires de précipitation sélective conaus
alors ne pouvait opérer. Enfin, elle pouvait donner un reflet du degré de
complexité de ce mélange.

L’immuno-¢lectrophorése était certainement mieux apte quc la simple
électrophorese a difftrencier denx formes animales. Nos travanx prépara-
toires nous imposaient un programme comprenant plus de 30 électropho-
reses paralleles de sérnm de palée, sur colonne de cellulose et sur papier. Or
nos diagrammes électrophorétiques attestent d’unc ample variabilité des
rapports quantitatifs pour toutcs les bandes, en relation avec Pactivité des
poissons, leur état de nutrition, lenr cycle sexucl et la température de Pean.
DRrILHON [57-59] a fait des observations semblables pour de nombrenses
antres cspeces. Il est donc légitime d’admettre que la méthode ne peut avoir
de valeur zoologique que limitée anx grandes unités taxonomiques. Dans
Pimmuno-électrophortse, par contre, le transport des charges ct leur frac-
tionnement 1’interviennent que pour la séparation des constitnants ct
pour éviter la superposition des strics de précipitation spéeifique. En disper-
sant simultanément sur denx voies paralleles du sérum de palée ct du sérum
de bondelle, et en plagant dans unc rainure longitudinale aménagée entre
les deux pistes un antisérum spécifique anti-palée on obtient un ecn-
semble de réactions homologues c6té palée, tandis que dn c6té bondelle
Pimage des réactions croisées sera apparemment incompléte ct modifice,
d’autant plus rédnite ct dissemblable que les antigénes correspondants
sont plus différenciés et que les parentés zoologiques sont moins affines. Les
réponses de Pimmuno-électrophorése sont donc certainement significa-
tives, 4 condition pent-étre de ne pas concéder trop d’importance 4 la den-,
sité des stries et 4 lenr distance de la rainure médiane, qui sont fonction des
concentrations.
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Miéthode: Nous avons en recours, pour immunisation, a du sérnm de
palée provenant de 150 individus péchés sur les fraytres. Le sang, recueilli
dans des tubes en nylon disposés dans un bloc de matiére isolante, est immé-
diatement transport¢ an laboratoire. Les tubes sont alors installés dans un
frigorifique 3 6° C, on le sang séjourne le temps nécessaire A la rétraction
du caillot, soit nne guinzaine d’heures environ. La température demenre
ainsi constante, et sensiblement égale 4 celle de ean an moment des
péches. Le sérum est retiré a la pipette puis centrifugé & 13000 t/min du-
rant 15 minntes 3 §° C. Un nonvean pipetage préléve le lignide limpide,
a exclusion de la couche snpérieure lipidique. Aprés adjonction de mer-
thiolate (1 :10000), 1] est stérilisé par ultrafiltration, soit a travers une mem-
brane nitrocellnlosique normalisée (Membranfiltergesellschaft Gmbk),
soit A Pnltrafiltre de verre G 5 Jena. Les protéines sont alors dosées sur un
échantillon du filerat par micro-Kjeldahl {o1], par différence entre N total
et N non protéigne (apreés défécation par Iacide trichloracétique 20% ). En
adoptant nn facteur 6,3 pour la conversion de N en protéine, la teneur
moyenne du sérnm se monte a 42 mg par millilitre. La solution est distri-
buée en amponles seérilisées par quantités correspondants: aux doses indi-
viduelles journalitres prévues au programme d’injections, et anssit6t lyo-
philisées.

10 lapins, 4gés de 11 4 14 mois, recurent au total 75 mg suivant le plan
ci-apres:

Solution stérile a 2,0 mg de protéines totales par millilitre:

[ I R FU FU)

-50m1 = 10,0 ml
total = 37,5 ml = 75,0 mg

Le contenu desséché de chaque ampoule est dissous au moment de ino-
colation dans le volume adéquat de solution physiologigue stérile.

La premiére dose de chague série fut injectée par voie sons-cntanée. A cet
effet, la fraction protéique dissonte est adsorbée sur gel d’hydroxyde d’aln-
minigm Behring stérilisé, puis ramené 4 pH 6,4 (point de turbidité maxi-
mum [100]).

Les injections curent lien 4 la cadence d’une inoculation tous les denx
jours. Apres la seconde injection de la derniére série et une période de repos
de 8 jours, une dose de rappel de 5,0 ml fut administrée aux animaux. Les
prélevements de sang enrent lien entre les ¢ et 8¢ jours qui suivirent et
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partie des expériences [215]: il fut appliqué tantbt dilué 1:1, tant6t sans
dilution. Durée de diffusion: entre 5 et 12 jours.

Résulrats: Uexamen de nos illustrations d’immuno-électrophor¢se met en
évidence Pextréme complexité de la fraction protéique du plasma chez les
corégones. Une immuno-électrophorése de sérum humain, pratiquée dans
les mémes conditions techniques, ne révéle pas plus de 16 4 18 stries de
précipitation, tandis que le spectre des réactions spéeifiques palée-antipalée,
apres 12 jours de diffusion, comporte déja un nombre de stries beaucoup
plas élevé et leur enchevétrement rend I’image difficilement déchiffrable.
Celle que donne le sérum dilué est, en revanche, bien lisible. On dénombre
dans le systeme homologue 20 arcs distincts, dont les sommets coincident
avec'les 5 bandes des électrophoréses ordinaires sur papier ou sur gélose.
Par comparaison avec la disposition des diagrammes de sérum humain et en
accord avec la notation de DRILHON, nous croyons pouvoir les désigner
par: sérumalbumine (3 arcs), a-globuline (4 arcs), §,;-globuline (3 arcs),
Bo-globuline (5 arcs) et p-globuline ( 4 arcs). Ce rapprochement ne présume
en rien de lenrs destinées fonctionnelles et ne suppose qu’une simple con-
formité de position. La fraction p-globuline est assez hétérogene et les arcs
sont parfaitement nets et détachés. L’image, coté bondelle, formée de stries
de précipitation croisée, suggere d’emblée une grande similitude: méme
complexité, méme pluralité des réactions, concentration assez pen différente
des constituants. Un examen plus étendu dénote cependant quelques diver-
gences, dont 'une est indéniable et réside dans I’absence d’une strie loca-
liséc dans la fraction la plus électropositive (3 pH 8,2) des f,-globulines.
Cet arc, relativement court et nettement tracé, assez ¢loigné de la rainure
médianc n’a pas d’antipode symétrique c6té bondelle, et Ia forme des stries
a cet endroit permet de douter qu’il s’y tronve masqué.

L’immuno-électrophorése ne donne auncune indication sur la valenr
immunologique des précipités « croisés». On peut se demander si ces denx
corégones possédent encore, en vertu de leur étroite parenté et d’une pro-
bable ascendance commune, de nombreuses protéines plasmatiques iden-
tiques, et quelle est leur fréquence dans le tableau de 'immuno-électro-
phor¢se. La méthode d’OUCHTERLONY nous permettra d’y répondre dans
le cas des p-globulines. Au demeurant, les conclusions de cette expérience
ont une portée limitée chez les poissons, en raison de ’absence d’un quel-
conque terme de comparaison. En particulier, il serait ntile de savoir si la
'diversité des couples antigéne-anticorps qui caractérise ce systéme cst de
régle chez les téléostéens, et si le cas des corégones n'est pas exceptionnel;
il pourrait, par exemple, manifester Pintervention plus ou moins lointaine

48
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ou Cpisodique de phénomeénes d’hybridation. Clest tout un domaine ouvert
a la prospection seientifique!

9.2 Les réactions croisées des y-globulines par diffusion en gels dagar (méthode
A’ Ouchrerlony)

Par la méthade d’OUCHTERLONY, les systémes de précipitation spéci-
fique peuvent étre non seulement décelés, mais aussi comparés les uns anx
autres, ce qui permet en géncral de conclure & leur identité compléte ou
partielle, ou a leur disparité. Ces oppositions sont interprétées comme indi-
quant une ¢égahté, une analogic ou une dissemblance de constitution chi-
mique et physique des macromolécules antigéniques.

Dans un gel d’agar de quelques millimecres d'épaisseur sont aménagés,
suivant une disposition déterminée, des alvéoles qui servent de réservoirs
aux solutions pratéiques. Dans nos expériences, ces alvéoles sont de forme
carrée, de 1 cm de cbté. Lun des alvéoles, celui du centre dans les boltes &
s réservoirs, ou celui du bas dans les assemblages & 3 réservoirs, regoit
Pantisérum. Chacun des autres compartiments est rempli par la solution
d’un antigene.

La théorie de la diffusion [95] et de la précipitation spécifique en gels a
été fort bien exposée par OUDIN [148]. Sans entrer dans des déails ici
inutiles, relevons senlement les renseignements indispensables & la compré-
hension de nos figures. L’antigene, et Panticorps qui lui fait face, diffusent
a la rencontre 'un de Pautre. Comme dans Pimmuno-électrophorése, le
front de diffusion de chaque composant du systéme tend A s’arrondir en
forme de cercles concentriques 4 la source, de diametres de plus en plus
grands. Les deux nappes opposées ne vont pas tarder i se rencontrer sur
Paxe virtuel qui relic les centres des deux sources d’abord, puis, de proche
en proche, snivant une perpendiculaire & cet axe.

Pour qu’apparaisse en cc point une précipitation spéeifique, deux condi-
tions deivent Ctre réalisées:
1° Les deux réactifs doivent y atteindre un niveau de concentration suffi-

sant pour qu’unc préaipitation visibie ait licu.
2° Le rapport des concentrations des deux substances doit concorder avee

fes conditions d’équivalence du systeme.

Autour du réservoir, la concentration de chaque composant, a un mo-
meat donné, décroit réguliérement avec la distance suivant une courbe qui
se rapproche sensiblement d’une courbe de diffusion libre en phase liquide,
a savair, d’une courbe exponentielle. Par conséquent, les conditions énon-
cées pour qu’apparaisse le préeipité ne sont satisfaites, 4 partir d’un temps
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déterminé et suivant I'axe de migration, qu’en un seul point. Pour les deux
nappes qui s'affrontent, puis se superposent, le précipit¢ occupera donc le
lieu géométrique des points critiques. Le préeipité prendra Paspect d’une
stric rectiligne qui tend a devenir plus dense en son nulicu et a sallonger.
Si les concentrations initiales s’écartent des conditions d’équivalence et
que Pun des réactifs soit en net excés, la position de la strie sera différente,
et ne sera plus fixe. La strie migre et ses bords peuvent s’estomper car, si
Pantigéne est en exets, le précipité se redissout en amont pour se reconsti-
tuer en aval.

Dans les réactions a plusieurs composants, il est démontré que chaque
systtme précipite indépendamment. Comme 'emplacement des stries de
précipitation dépend des conditions d’équivalence particuliéres 4 chaque
systeme et des coefficients de diffusion de chaque composant, il est peu pro-
bable que les stries viennent en superposition, encore que cette ¢ventualité
ne doive pas étre omise.

1 IDENTITE 2 NON-IDENTITE

>El
[-]
-]

2.
e

E] CROISEE 4 MIXTE

N

%
>

5 6
FiG.5-6: AUTRES REACTIONS 0'IDENTITE PARTIELLE

Figurc 17
Diagrammes de précipitation en gels {méfhode d’OucHTERLONY). A @ antigéne; B! autigéne non
apparenié 3 A; a inununsérum anti-A [anticorps a); § immunsérom anti-B (anticorps b):
A’ antigdne hétérologue, partiellement apparenté; ¢ concentration équivalente: A’ > 4
5 concenirafion équivalente: A =~ A; ¢ concentration équivalenie: 4 > 4",
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Lorsque les denx antigtnes sans parenté chimigne ou biologique sont
placés isolément dans des réservoirs adjacents, et opposés & un antisérum qui
renferme 2 la fois les deux anticorps spécifiques, les deux stries de précipita-
tion se croisent sans ancune déviation. Si ces mémes réservoirs sont remplis
d’une solution d’un seul et méme antigéne, on note an contraire une cour-
bure de 'extrémité des deux stries qui s’affrontent, et une confluence. Cette
disposition s’explique par le fait qu’au point ob les deux nappes homolognes
se renconttent et se recouvrent, les concentrations s’additionnent, et le lien
géométrique de précipitation dessine un arc parabolique.

Que se passe-t-il lorsque I'un des antigénes est immunologiquement —
on zoologiquement ~ allié & I’antigéne témoin? On sait qu’in vitre la réac-
tion est souvent incomplete, comme si elle n’intéressait qu’une partie des
réactifs mis en présence. Dans la technique ’OUCHTERLONY, les réactions
croisées se traduisent par une coalescence imparfaite. Les deux stries §’in-
curvent a la rencontre 'une de I’autre. Lorsque cette flexion commence 4
sc manifester, "image du gel donne Pimpression d’un défaut d’alignement
des deux arcs. A un stade plos avancé, il y a généralement confluence de la
strie « croisée» avec la strie « homo]ogue» mais celle-a1 reste bifurquéc et
montre un eperon aciculé. Enfin, si on oppose 4 'antigéne témoin unc solu-
tion qui contienne 2 la fois Pantigene homologpe et un antigéne analogue,
on obtiendra, suivant le rapport de leurs concentrations dans cette solu-
tion, l'unc ou I'antre des images représentées en 4, § ct 6; en 4, le systétme
précipite trés prés du réservoir d’anticorps, Pantigéne est alors en excls,
tandis qu’en 6, c’est anticorps qui est en surplus.

Travaux préliminaires: Lorsque nous avons pris la décision d’entreprendre
des cssais immunologiques, la «sérologies systématique était surtout en
faveur aux Etats-Unis. BOYDEN [22.—2.5] et son école [36, 37] avaient dCJ'I
accumulé une vaste littérature qui, pour n’étre pas toujours trés convain-
cante, était cependant fondée sur des observations valables. Certaines
protéines sériques doivent détenir des particularités liées 2 Pespéce ou 2
ses subdivisions: les agglntinines des groupes sanguins en sont un exemple.
Ces considérations nous dictérent le recours a de tels composants, de pré-
férence & d’autres qui eussent été d’une atteinte on d’nn isolement plus
difficiles. Le travail le plus délicat consistait & préparer les protéines plas-
matiques cn quantités suffisantes poor les immunisations.

Or, il n’existe pas de méthode établic pour fractionner le sérum des
poissons; nos essais, dans cette voie, précéderent nos analyses par immuno-
électrophortse, si bien que rien ne ponvait préjuger dans le cas particulier,
de Iefficacité des techniques. D’emblée, les procédés usnels de précipitation
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fractionnée [102] parurent insuffisants ¢t une tentative d’obtenir une meil-
ieure résolution gréee A un «salting-out» lent ct graduel par.du sulfate
d’ammonium, introduit dans la solution par Pentremise d’un tube a dialyse,
n’a pu aboutir a des résultats reproductibles, en dépit d’un eontrble précis
du pH et de la température. En essayant d’ajuster d’autres méthodes par
des modifications contrblées et sneeessives des variables, nous n’avons pu
atteindre le résultat recherehé. Ont été mises a Pépreuve: la méthode 6 de
COHN (1946) et des medifications de la méthode 10 du méme auteur,
consistant en une adaptation a de petits volumes de séram [113, 198, 175].

Le sérum de palée constituant pour nous un matériel de travail trop pré-
eieux, une prolongation'de ces essais n’était guére opportune et ¢’est finale-
ment une méthode d’électrophortse semi-quantitative qui fut adoptée.
L’appareil décrit par BOCKEMULLER et REBLING [18], PETER et REBLING
{151} comprend une colonne de 25 em, chargée de poudre de cellulose; elle
permet des fractionnements de § ml de sérum non dilué a chaque opération.
A pH 8,6 et apres 6 heures d’électrophorése, les 5 zones sont assez disjointes
pour qu’en découpant la colonne, on ne puisse les entamer. Les trongons
sont délayés dans du tampon, on retire apres sédimentation le surnageant
et exprime Ie liquide d’imbibition par snecion i Ia trompe. Afin de pallier
une trop grande dilution de la solution protéique, le traitement extractif
n’est répété qu’unc ou deux fois, au prix d’une perte de rendement, léquel
n’excede pas 60%,. Néanmoins, le danger de dénaturation est moindre et le
gain de concentration justifie cette manitre d’opérer. La solution protéique
est aussitot filtrée sur G 3, puis stérilise sur ultrafiltre G 5 Jena, introduite
ensuite dans un tube a dialyser préalablement stérilisé a la vapeur fluente.
Elle séjourne ensuite durant 3 jours & 2° C dans une solution de NaCl
0,8% renouvelée 3 fois par jour. Les opérations subséquentes sont iden-
tiques a celles que nous avons énumérées pour le sérum total: dosage d’N
protéique, distribution en ampoules, Iyophilisation.

Le choix que nous avons fait de la y-globuline a peut-étre de quoi sur-
prendre, si Pon songe 4 la complexité de cette composante sérique ct a la
présence possibie d’anticorps d’origine pathologique.

11 y a lieu de rappeler ici que les informations sur Ja naturc et Jc réle des
protéines plasmatiques des poissons sont encore fragmcntaires et incer-
taines. NYBELIN [140] et PLISZKA [1 53] avaient méme formulé Pidée que
les po:ssons ne produlsalent pas d’anticorps 3 une température de 10° C.
Cette opinion a été contestée par SMITH dans le cas de la truite et eet auteur
a précisé que les anticorps, en particulier des agglutinines, pouvaient étre
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élabords 3 condition que les quantités soient suffisamment élevées et
agissent asscz longtemps.

Chez les deux corégones du lac de Neuchitel, la y-globnline atteint en
moyenne un tanx élevé, proche de eelui dela sérumalbomine. Les autres frac-
tions sont, par contre, notablement inféricures et leur emploi comme agent
immunnisant ne pouvait étre rentable. L’adoption d’un matériel antigénique
était donc pratiquement limitée aux sculs composants dominants: sérum-
albumine et y-globuline. Une séric d"immunisations d’essai ayant démontré
la supériorité des aptitudes immunologigues de la p-globuline, c’est fina-
lement cette fraction qui fot retenue. Avec les moyens dont nous disposions
alors, nous ne pouvions présumer le degré de son hétérogénéité. Au de-
meurant, I"occurrence de 4 systémes immunologiques indépendants n’a pas
beaucoup contrarié nos examens; la concordance entre les images de
Pimmuno-électropharése et les réponses des réactions. I’OUCHTERLONY
certifie, dans une large mesure, Pauthenticité des 4 systémes.

L’application a des problémes taxonomiques des méthodes de diffusions
multiple en milieux gélifiés n’a suscité que peu de travaux depuis Pétude
fondamentale de celui qui en fut Pinstigateur [143, 144, 147]. Signa-
lons toutefois "analyse dc LEONE, LEONARD ct PRYOR [112], qui permit a
ces trois anteurs de défnir apparentement zoologique de diverses espéces
de crabes des genres Limulus, Calinectes, Carcinus et Cancer. Notre travail
s'inspire avant tout de ces contributions.

Méthodes: 8 lapins ont éeé immunisés au moyen de y-globuline palée,
suivant un programme analogue & celui qui vient d’étre déerit pour le
sérum total. Comme il était pratiquement impossible de préparer une
quantité équivalente de y-globuhine de bondelle, vu la rareté du sang
chez cette petite forme, nows avons renoncé a inoculer des lapins avee cet
antigéne et n’avons préparé que 50 mg de y-globuline bondclle (la fraction
y-globuline palée représentait 1,8 g de protéine, ce qui équivant an sérum
prélevé sor plus de 300 palées de grande taille). Le conditionnement des
boftes de gélose répond a la fois aux indications de WiLsoN et PRINGLE
[250] et de LEONE et coll. [112]. Notre méthode de préparation ct de puri-
ficarton de la gélase est empruntée, pour Pessenticl, aux descriptions de ces
derniers auteurs. Certaines géloses ont en ontre été additionnées de blea de
trypan, 4 raison de 30 mg/l, en vue de faciliter fa reproduction photogra-
phique ultérieure des strics de précipitation. Chaque anatyse comprend
une séric de guatre boites identiques; d’une série a Pautre, différents fac-
tenrs ont été modifiés dans 'espoir de faire ressortir d’éventuels chevauche-
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ments ou des artefacts. An total, 8 séries d’expériences ont été suivies jus-

qu’a Pépuisement des réserves d’antigéne et d’anticorps. Les variations

ont porté:

1°Sur le choix des tampons; la plupart des tampons utilisés sont des tam-
pons phosphates; quelques boites ont été préparées avee des tampons au
véronal. :

2°Sur les concentrations relatives des antigénes et des anticorps de chague
systéme.

3°Sur les dispositions des compqmmcnts

4° Certains antlcorps furent incubés a la ninhydrine avant d’écre dcposcs
dans les réservoirs.

Résultats:

A. Une premiére séric de précipitations oppose a ’anti-y-globuline palée
des sérums complets; prélevés moins de quelques heares auparavant sur
des palées, des bondelles et des truites de lac, Salmo lacustris L., cette der-
niére espéce illustrant le plus proche parent ichtyologique de nos corégones
vivant dans le méme biotope. Les conditions d’éguivalence ont ¢té préala-
blement fixées par des essais in vitro, ct en gélose. Les épreuves in pitra ont
été cffectuées par la méthode du ring-test décrite par KABAT et MAYER.
Conformément aux indications d’OUCHTERLONY [147], les trois antigeénes
palée, bondelle et truite sont opposés a concentration égale au méme anti-
sérum. Dés I'apparition des strics, on constate une parfaite simultanéité de
réaction des systémes palée et bondelle, tandis que le systeme truite se
dessine aprés 4 jours senlement. Les images des stries démontrent une héeé-
rogénéité des p-globulines qui présentent, dans Ja réaction homologue,
quatre arcs distincts. Les stries du systeme truite donnent toutes des
images de coalescence partielle avec celles de palée, d’une part, et celles de
bondelle, d’autre part. Entre les deux compartiments palée, la coalescence
des strics est parfaite, tandis qu’entre palée et bondelle, trois stries seule-
ment se rejoignent. La trace c6té antigene du précipité du systéme palée
ne rencontre aucune réplique dans le systeme hécérologue bondelle. On
peut supposer que pour ce systémé particulier, antigéne hétérologne fait
défaut, ou gne sa concentration différe snffisamment pour que sa trace se
superpose avee d’antres stries plus éloignées, ou encore que cet antigéne
est trop dissemblable pour donner une réaction croisée. Quoi qu’il en soit,
Ja différence d’aspect des jonctions di systéme palée-bondelle d'une part,
et des systémes corégones—truite d’autre part, matérialise d’une maniére
saisissante la dissemblance des rapports de parenté entre des espéces bien
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différenciées, telles que la truite et la palée, et met en relief les divergences
beaucoup plus subdles qui séparent palée et bondelle. Il n’est pas exclu que
les deux traces trés fines apparues tardivement a proximit¢ immédiate du
réservoir Ac central, dans les assemblages 1 cing alvéoles, soient dues 4 des
phénomeéncs de LIESEGANG [99].

B. Un second type d’expérience confronte le méme antisérum, anti-y-
globuline bondelle, avec les antigénes préalablement isolés, homologues
et hétérologues, y-globuline palée (antigéne immunisant) et y-globuline
bondelle, le second préparé dans les mémes conditions.

Toutefois, par rapport aux essais mentionnés sous lettre A, la concentra-
tion des antigénes, déterminée par les conditions d’équivalence du sys-
téme homologue, est environ dix fois plus petite (0,5 mg/ml). Deux dis-
positions différentes recommandées par WILSON et PRINGLE [250] ont été
adoptées, et des géloses a deux valeurs de pH (7,0 et 7,6, tampon phosphate,
tampon véronal} sans occasionner de modifications notables des réponses.
Au cours de P’évolution des plaques, deux stries se dessinent d’abord, qui
deviennent trés denses et marquées sans perdre leur finesse initiale, puis
une, ct parfois deux traces, complétent ultérieurement Pimage de précipi-
tation. L’une des premiéres stries, la plus intense, forme en s’allongeant un
éperon bien ‘visible. Une seconde coalescence partielle intéresse la strie la
plus rapprochée des réservoirs d’antigéne: clle sc montre asscz tardivement

Figure 18

Réactions de précipitation spécifique et croisée en milieux gélosés (Quchterlony). Gélose: 1,5%
pH: 7,0 tampon phosphates.

A: 1, § et 5 (disposition triangulaire):

durée de diffusion solutions

1:14 jours (série 8) réservoir sup. gauehe: p-globuline PALEE 0,5 mg/nl

3:17 jours {série 17) réservoir sup. droit: y-globuline BONDELLE 0,5 mgfml
5:13 jours {série 15) réservoir inférieur: anti-y-globuline PALEE 2 I'équivalence

B: 2, 4 et ¢ (disposition en carré):

durée de diffusion

2:22 jours (série 14}

4:22 jours {série 18) Ac incubé A la ninhydrine
6:18 jours {série 19)

bottes réservair costene

2,4,6 central . anti-y-globuline PALLE, équivalence

2,4 sup. et inf. g. sérun PALEE total (15 palées) 1:1
a sup. ct inf, g. - y-globuline PALEE 0,6 mg/ml

2,4 sup, droit sérum BONDELLE total (15 individus) 1:1
[ sup, droit p-globuline BONDELLE 0,5 ing/ml

2.4 inf, droit sérum TRUITE total (3 individus) 1:1
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et n’est pas toujours trés distincte dans toutes les plaques, en raison sans
doute de ’épuisement des réservoirs a ce stade avancé de la réaction. Les
autres traces fusionnent leurs extrémités jointives, comme dans les coales-
cences d’identité, mais i faut se rappeler & ce propos que dans les réactions
entre systtmes homologues ct hétérologues, certaines jonctions des stries
de précipitation peuvent, dans certaines conditions de concentration, dissi-
muler une réaction croisée authentique.

En conclusion, il est avéré que les palées et les bondelles possedent.
dans la fraction y-globulinique du plasma, quatre composants immunolo-
giquement discernables. Deux d’entre eux, qui donnent des réactions croi-
sées, dotvent sc singulariser par unc contexture macromoléeulaire quelque
peu différente. 1] est probable que cette disparité soit la marque d’une
inégale constitution entre palée et bondelle. Comme les figures d'identiré
partielle sont le fait des composants majeurs (quantitativement) des y-glo-
bulines, 1l est peu probable qu’on puisse les attribuer a des protéines secon-
dairement acquises. Du titre élevé des p-globulines dans le plasma de ces
poissons, on peut inférer vraisemblablement une origine constitutionnelle
de la plupart d’entre cllcs. Les réponses d’identité nous inclinent a retoucher
ces déductions dans ce qu’elles ont de trop absolu: il semble qu’entre palée
et bondelle, les ressemblances emportent sur les dissemblances, en ce
qui concerne cet héritage des y-globulines en particulier, et que ces réac-
tions immunochimiques extériorisent de nombreux traits communs, davan-
tage en tout cas que n’en font pressentir les travaux d’OUCHTERLONY sur
Povalbumine de cane, de pintade et de poule, ou d ceux de LEONE et coll.
sur les crabes.

10. L.a notion biochimique de ['espdce

Cctte revue des caractéres d’espéce, tels que les mamfestent deux popu-
lations alliées et sympatriques, multiformes 4 Pextréme et sujettes a s’hy-
brider, nous a fait progresser insensiblement des réalités abstraites aux
attributs conerets. Suceessivement, notre intérét s'est porté vers les carac-
teres de comportement des corégonces, Instinct migrateur et instinct gré-
gaire, tropismes, rapports avec le milicu, puis vers le plan d’organisation
architecturale des individus ct ses manifestations morphologiques; il s’est
tourn¢ ensuite vers les particularités de quelques lignées cellulaires et celles
des chiromosomes pour atteindre finalement le niveau des macromolécules,
qui sont, ou qui furent au premier stade de I'ontogenese le substrat de
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caracteres reflétant une part de Poriginalité de Pespece. A la faveur d’un
ordre biochimique, de rapports de concentration ou de posxtlon des macro-
molécnles fondamentales, et de leurs inreractions échelonnées dans le temps,
les potentialités individuelles se sont émancipées. Sa vie durant, étre
vivant conserve et restaure ce plan d’organisation qui lui est propre. Par
quel déterminisme? Par Je réveil de facultés latentes, inscrites dans des
noyaux somatiques et, indircctement sans doute, dans des protéines cyto-
plasmiques. Car si la notion biochimique de I'identité de reproduction des
macromolécules — acides nucléiques et protéines — se vérifie, on doit
supposcr qu'elles ne sont pas altérées qualitativement. A la disparité des
apparences répond ainsi une hétéromorphie macromoléeulaire remarquable-
ment stable.

Clest un domaine de prospection qui pourrait ouvrir a la systématique
des voies nouvelles, si les réelles complications techniques qu'il a fait
apparaitre n’étaient pas de nature 3 en restreindre 'usage. Pour le présent,
il ne semble pas se justifier entitrement par cette unique destination. Mais
labiologie systématique de demain sera amenée, de toute évidence, a intégrer
des données biochimiques a sa définirion de Pespece, celles notamment qui
relévent de Panalyse des séquences des bases puriques et pyrimidiques du
DNA, de Pordonnance des acides aminés des protéines et peut étre de la
conformation spatiale de certaines macromolécules.

L’hétéromorphie d’une protéine par exemple, dans la mesure ou Pon
parvient aujourd’hui a la détecter — c’est-a-dire essentiellement au niveau
de la structure primaire — désigne avant tout des disparités entre espéces.
Citons celle de la moléeule d’insuline; son réle d’hormone ne lui assigne
apparemment qu’un rapport trés lointain avec 'émancipation des carac-
téres de Pespice. Tous les Vertébrés la synthétisent, autant gn’on sache.
Son activité physiologique est strictement spécifigne et cependant, cette
protéine détient, ainsi que I’a montré SANGER [178), une persomnalité qui
est I'empreinte de Pespeee qui I'a ¢laborée. Cette gualité se réduit a
trés peu de chose, 4 une courte portion de Ja chaine polypeptidique dite
«species sensitive» qui correspond aux chatnons d’acides aminés insérés
sous le pont cystine interne, ¢’est-3-dire a quatre acides aminés. Un ou deux
d’cntre eux sont souvent substitués par un autre acide aminé et I'ordre de
position se modifie suivant les espéces.

Plus récemment, des variations de méme nature ont ét¢ décrites ponr
un enzyme, la ribonucléase, er quelques autres protéines. Semblables
constitutions prennent, i notre avis, une signification primordiale ct
legitiment notre postulat inital. Si minimes soient-clles, ces variations
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structurales reflécent une parcelle de la diversité des étres vivants, et si la
plupart des protéines synthétisées par les représentants d’une espéce au
cours de leur croissance et de leur existence individuelles en détiennent
aussi, le concept biochimique de Pespéce pourrait étre celui d’un bilan de
Poriginalité structurale des macromoléeules autant que mventaire des
grands systémes métaboliques. Toute différence qui s’y -déctle aura
Pavantage d’étre claire et démonstrative. La réponse s'exprimera en termes
d’identité ou de non-identité. Cest une réponse de tout ou rien, qui sauf en
cas d’altérations géniques non-léthales, posséde Pattribut majeur de Ja
permanence.

Mais une telle formulation reléve partiellement de Panticipation et pour
des raisons d’ordre technique demeure encore maccessible.

Nos recherches ont nécessairement emprunté des voies d’approche
indirectes destindes A révéler, 5°1l en est, Pexistence d’inégalités constitutives
de quelques protéines plasmatiques entre espéces voisines et un possible
désaccord des constantes de DNA. Dans un cas comme dans autre, les
chercheurs qui ont décrit ces méthodes ou les ont appliquées a des pro-
blemes de systématique ont tous admis explicitement que des divergences
permanentes et reproductibles, excédant 'intervalle d’erreur expérimentale
devaient signifier une différence d’espéce. Par ailleurs, les auteurs qui, de
longue date, ont eu recours aux méthodes moins ¢laborées que les notres,
de I'analyse dite «sérologiquer, ont adopté la méme position.

En conclusion, et sur la foi de nos résultats, nous. estimous qu’il est
justific de départager les palées et les bondelles en leur attribuant un
statut distinct, et de les regarder comme des espéces différentes.

S’agissant de ce rang d’espece, il convient toutefois de rappeler que
Pimmunologic est apte A distinguer aussi- bien les races que les especes.
L’égalité éventuelle des nombres chromosomiques, la proximité des
constantes de DNA, la présence probable de protélnes identiques, Paptitude
A Phybridation, nous incitent & nuancer quelque peu notre opinion. Les
particularités des deux corégones évoquent bien des espéces, car les iné-
galités sont évidentes et réelles. Mais elles se subordonnent & une large
uniformité, peut-tre méme A une part de consanguinité. Si désormais
Phybridation cesse d’opérer et st aucune intervention humaine n’en fausse
Pévolution naturelle, les deux populations doivent, en vertu des lois de
Pintrogression, faire peu 4 peu retour aux types morphologiques parentaux
et creuser Pécart qui les sépare, price 4 une élimination des individus
imtermédiaires les plus hétérozygotes. Dans les circonstances présentes,
cette éventualité nous semble étre la plus probable. -
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