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Résumé. L'utiLisation des pesticides en agriculture et principalement dans la lutte contre les 
insectes est à la base d ' importants problèmes écotoxicologiques du fa it de lem longue rémanence 
dans l'environnement et de leur forte toxicité vis-à-vis des organismes aquatiques . 

L' acétylcholinestérase (AChE) est utilisée depuis quelques atmées comme biomarqueur spéci­
fi que de l'effet des organopbosphorés et des carbamates sur les organi smes aquatiques. Ces biocides 
inhibent l'activité de l'acétylcholinestérase même à de faibles concentrations. L'AChE a été caracté­
risée dans les rosettes ol factives et le bulbe olfacti f de la carpe commune Cyprinus carpio . Des 
fonn es moléculaires globulaires d ' AChE sont présentes dans tout l'organe olfactif et des fo rmes asy­
métriques ont été mises en évidence dans les rosettes olfactives. Au niveau de cet organe, l'AChE 
consti tue un excell ent biomarqueur d 'expos ition pour détecter la présence d 'organophosphorés et de 
carbamates; en effet, 1 'organe olfactif es t directement en contact avec les polluants présents dans le 
milieu aquatique. L'exposition de carpes à des concentrations sublétales de carbofuran montre tme 
inhibition de l' activité AChE de 33,4 ± 5, 1 %; de 49,3 ± 2,7% et de 45 ,8 ± 2,6% respectivement 
pour les rosettes, le bulbe olfact if et le cerveau après 48 heures. . 

Acetylcholinesterase, in the olfactory organ of the common carp Cyprinus cmpio (Teleost, 
Cyprinidae): characterization of molecular fo r ms in vitro and in vi110 inhi bition by ca•·bofu ran 

Abstract. The use of pesticides in agriculture and in insect control bas been creating a potential 
danger to aquatic !ife and human health . Acetylcholinesterase, an enzyme regulating nerve- impulse 
transmission, is reported to be inllibited by carbamates and orga.nophosphates in many living systems 
including aquatic organi sms. AChE is a Iso present in the entire olfactory organ of the common carp 
Cyprinus carpio . The nat ive mo lecular form s of AChE present in olfactory organ have been cba.rac­
terized by sedimentation analysis in sucrose gradients . AChE exists as gobular and asymmetric 
fa ims. The reduction of olfac tory organ AChE activ ity is already perceptible at sublethal concentra­
tions of carbofuran. The results show an inhibition of olfactory organ AChE ranging from 33,4% to 
49,3% after 48 hours. This makes the AChE activity a potential biochemica l ind.icator of taxie stress 
in fishes and a sensitive test for the presence of carbamates and organophosphates in water. 
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Mots-clés: _acétylcholinestérases, système olfactif, carbofuran, biomarqueur d 'exposition, 
Cyprinus carpio. 

Abréviations: 
acétylcholinestérase(s) = AChE(s) ; 
cholinestérase(s) = ChE(s); 

INTRODUCTION 

acide 5,5 '-dithio-bis-2-nitrobenzoïque = DTNB ; 
Phosphate Buffer = PB. 

Ces deux dernières déce1mies, le développement des biotechnologies a permis de pré­
ciser l'origine et le rôle comportemental des substances chimiques chez les poissons 
(SCHERER, 1975 ; SCHUMACHER & NEY, 1980 ; SAGLIO, 1986). Ce domaine de recherches 
présente un grand intérêt pour l'aquaculture, la mise au point de méthodes de pêche plus 
sélectives et le contrôle des déplacements des populations de poissons en milieu naturel. 

Ces perspectives d 'avenir se heurtent toutefois aux problèmes soul evés par les concen­
trations élevées en micropolluants dans le nl.Ïlieu aquatique (GALGANl et al. , 1992; ADM I­
RAAL et al., 1993). Les métaux lourds peuvent, à faibles doses, provoquer des altérations 
olfactives, gustatives et comportementales chez les poissons. Une brève exposition au 
mercure (HgCI2) à la concentration 10·• M pendant 10 secondes suffi t pour inhiber la sen­
sibilité olfactive de Oncorhynchus gorbuscha Walbaum, aux ac ides aminés pendant plus 
d ' une beure (SUTTERUN , 1974). 

L'organe olfactif, présent sur le bord antérieur de l'oeil de la carpe, est directement en 
contact avec le mili eu aquatique et ne possède pas de barrière de protection contre les sub­
stances xénobiotiques (SunERLIN, 1974). 

Parnl.Ï les biornarquems, 1 'acéty lcholinestérase (AChE; EC 3.1 .17.) a été largement étudiée 
et utilisée pour mesurer l'impact des organophospborés et des carbamates sm le milieu aqua­
tique (HABlG & Dl Grvuo, 1991 ; SZABO et al., 1992; BüCQVENÉ et al. , 1993). L'AChE, l'en­
zyme responsable de l' hydrolyse de 1 'A Ch au Il.Îveau des ynapses cholinergiques, est présen­
te dans le système nerveux de tous les vertébrés (MASSOVLIÉ & BoN, 1982) et des invertébrés, 
à l' exception des formes très prinl.Ïtives (W ACHTLER,l 988). Les organophospborés et ca.rba­

mates inhibent ces AChEs et perh1rbent ainsi la transmission cholinergique. 

Le but du présent trava il a été la rni se en évidence et la caractérisation de 1 'AChE dans 
les rosettes, les bulbes olfactifs de la carpe commune ains i que l'éhtde des formes molé­
culaires et de 1' impact de micropo lluants à action anti cholinergique . 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Prélèvement des rosettes, des bulbes olfactifs et du cervea u 

Les carpes (Cyprinus cwpio L.) ont été élevées à la station expé1imentale de pisc icul­
hLre de la Faculté u nivers i~a ire de Sciences agronomique de Gembloux . Pour les exp6ri­
mentat ions, nous avons choisi des poissons âgés de deux an . 
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Le poisson, ramené vivant au laboratoire, est tué en sectionnant la moelle épinière à 
1 'arrière de la tête. La peau située sur la face antérieure de la tête entre les deux narines est 
incisée au moyen d'un scalpel sur une longueur d'environ 2 à 3 cm. Deux autres incisions 
sont pratiquées perpendiculairement de part et d ' autre des orifices olfactifs. La peau est 
alors retirée latéralement au moyen de pinces bmcelles et les rosettes tapissant les deux 
cavités olfactives sont prélevées. La boîte crânienne est alors ouverte afin de prélever les 
bulbes olfactifs ainsi que la totalité du cerveau. Des échantillons de la peau située à proxi­
mité directe des cavités olfactives sont également prélevés. Le dosage de l'activité AChE 
des tissus cutanés proches des fosses nasales trouve sa justification dans le souci de véri­
fier si l'activité AChE mesurée dans la rosette olfactive provient uniquement du tissu 
olfactif. 

Pour comparer 1 'activité acétylcholinestérasique des rosettes de la carpe avec celle 
observée chez la truite ( Oncorhynchus mykiss Walbaum), nous avons extrait des rosettes 
olfactives sur des truites âgées de 2 années. 

Préparation des extraits 

Pour le dosage des AChEs, les tissus prélevés sont broyés dans un tampon HST (Tris 
HCl pH 8,0 0,01 M ; lM NaCl ; 50 mM MgCl,; 0,5 % Triton X-100 ; EDTA 1mM; 
0,1 mg/ml bacitracine) au moyen d ' un Potter Elvehjem. Après une centrifugation de 15 mn 
à 18.000 g et à 4°C, le surnageant est récolté afrn d 'effectuer les dosages de protéines et 
des acétylcholinestérases. 

Dosage des protéines 

La teneur en protéines est évaluée au moyen du «Protein Standard Test» (Bio-Rad) 
basé sur la méthode de BRADFORD ( 1976). 

Dosage des acétylcholinestérases 

Les acétylcholinestérases ont été dosées selon la méthode de ELLMAN et al. ( 196 1) 
modifiée par nos soins. Cent microlitres de surnageant sont mélangés à un milieu d ' incu­
bation composé de tampon phosphate PB pH 8,0 (0,1 M) et de DTNB (0,01 M). Après une 
incubation d ' une minute, 10 j.!l d ' iodure d 'acétylthiocholine (AéSCh) sont ajoutés pour 
obtenir une concentration finale de 100 mN!. La lecture spectr0photométrique continue de 
l'absorbance est réalisée pendant 1 minute à 412 nm. L'activité spécifique est ensuite cal­
culée selon la méthode de Z INKL, et al. (1 99 1). 

Inhibition in 11itro de l'activité des cholinestérases 

L'effet de trois inhibiteurs : le diisopropyl fluorophosphate (DFP), le BW (Burrows 
Wellcome) 284C5 1 (bis [4-a llyldimethyl-ammoniumphenyl]pentan-3-one, un inhib iteur 
spécifique de l' AChE), et le carbofuran (2,3-dibydro-2,2-d imétbylbenzofuran-7,yl mé­
thylcarbamate) a été testé vis-à-vis de l'activité de l' AChE. PoLlr chaque inh.ibiteur, w1e 
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série de concentrations allant de 10·3 à 10·9 M ont été préparées. Dans le milieu d'incuba­
tion, 10 111 de l'inhibiteur choisi ont été ajoutés après le DTNB et le tampon phosphate PB. 

Centrifugation au moyen de gradients de saccharose 

Pour l'analyse précise du polymorphisme moléculaire de l'AChE et l'identification de 
certaines formes minoritaires, des extractions successives ont été réalisées (MASSOUUÉ & 
BoN, 1980): l'échantillon est tout d'abord homogénéisé dans un milieu LS (pour «Law­
Salt»; 50 mM MgC12 ; EDTA lmM; 10 mM Tris-HCI pH 7,0; 0,1 mg/ml bacitracine). 
Après une centrifugation de 15 mn à 18.000 g et à 4°C, le culot est repris dans un tampon 
LST (pour «Low-Salt Triton»; 50 mM MgC12 ; EDTA huM ; 10 mM Tris-HCI pH 7,0; 
1% de Triton X-100; 0,1 mg/ml bacitracine) et après une nouvelle centrifugation dans le 
milieu HS (pour «High Salt»; lM NaCl; 50 mM MgCF; EDTA linM; 10 mM Tris-HCl 

pH 7,0; 0,1 mg/ml bacitracine). Les extraits obtenus sont, dans l'ordre, les fractions LSS 
(«Low-Salt Soluble» dans le milieu LS), DS («Detergent Soluble» dans le tampon LST) 
et HSS («High Soluble Soluble» dans le milieu HS). Cent cinquante microlitres d'extrait 
sont déposés au sommet d'une solution de gradient de saccharose (5%-20%) dans un 
tampon HST (lM NaCl; 50 mM MgC12 ; EDTA 1mM ; 10 mM Tris-HCl pH 7,0; 1% de 
Triton X-lOO; 0,1 mg/ml bacitracine) ou dans un tampon HS. La centrifugation est réali­
sée à 6°C sur un rotor Beckman SW41 pendant 16 h à 200.000 g. La phosphatase alcali­
ne (6,1 S) et la b-galactosidase (16S) sont incorporées dans la solution de gradient de sac­
charose comme standards du point de sédimentation. L'activité des cholinestérases totales 
de chacune des fractions collectées est ensuite mesurée. Dans certains cas, nous avons pro­

cédé à une extraction unique dans HST (les trois fractions des extractions séquentielles 
sont solubilisées en même· temps). Les extraits sont analysés sur des gradients HST ou HS 
comme précédemment. De telles extractions donnent une idée des proportions de chacu­
ne des formes moléculaires dans le tissu. 

Inhibition in vivo des acétylcho1inestérases par le carbofuran 

Les expérimentations ont été réalisées à la pisciculture expérimentale de la Faculté uni­
versitaire des Sciences agronomiques de Gembloux. Un système semi-statique dans des bas­
sins de polyéthylène d'une contenance de 400 1 a été utilisé. A la température de 12 ± 2 °C, 
la charge moyellLle en carpes est d 'environ 1 kg pour 400 1 d'eau renouvelée tous les 2 joms. 
Le carbofuran utilisé est tme formulation c01runerciale de 200 g/1 (Curater 200 SC). 

Un bassin contient 400 1 d 'eau tTaitée au moyen de carbofctran à la dose de 50 ppb tan­

dis qu'un autre d'une même contenance d 'eau sert de témoil1. Quinze carpes sont placées 

dans chaque bassin. Tous les deux jours, l' eau est renouvelée. Après tme semaine, les 
carpes sont sacrifiées et disséquées. L'activité des acétylcholinestérases présentes dans le 
système olfactif est ensuite mesurée. 

Un lot de 15 carpes a également été mis en balnéation à la dose de 10 ppb en carbofuran. 
Quinze autres carpes ont été placées dans un autre bac ne contenant pas de carbofuran. Après 
48 heures, les poissons sont sac1ifiés pour extraire tes rosettes, les bulbes olfactifs et le cerveau . 
L'activité des acétylcholinestérases présentes dans le système olfactif est ensuite mesw·ée. 

• 
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RÉSULTATS 

Activité acétylcholinestérasique dans le système olfactif 

L'activité acétylcholinestérasique présente dans les différentes parties du système 
olfactif de la carpe est montrée à la Fig. 1 en comparaison avec la peau et le cerveau. 
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Fig. 1. - Activité acétylcholinestérasique (moyenne± écart-type) présente dans l'or­
gane olfactif et le cerveau de la carpe commune Cyprinus ccupio à 25°C pendant une 
minute. Vingt poissons ont été utilisés pour l'expérimentation. 

Les rosettes olfactives présentent une activité AChE de 2,2.1 0·5 mU/mg de protéines alors 
que l'activité AChE dans le cerveau est de 22,8.1 o-s mU/mg de protéines. Les bulbes possèdent 
une activité AChE de 9,5.1 o-s mU/mg de protéines. Une activité AChE plus faible de 0,6. 1 o-s 
mU/mg de protéines a été observée au niveau de la peau avoisinant les fosses nasales. 

Ayant mis en évidence l'activité AChE de la rosette olfactive de la carpe, nous avons 
voulu savoir si celle-ci existait également chez la truite et de manière aussi importante. 
Nous avons effectivement trouvé de 1 'acétylcholinestérase dans les rosettes olfact ives de 
la truite, mais l'activité spécifique y était plus faible que chez la carpe. Elle s 'élève en effet 
à 3,5± 0,5 10·6 mU/mg de protéines. 

Inhibition in vitro de l'activité AChE 

L'activité des AChEs a été in hibée in vitro par le DFP, le BW 284C5 l et le carbofu­
ran. L'observation des résultats concernant l' inhibition par le dii opropyl fluorophospha­
te a permis de montrer que les cholinestérases présentes dans tout le système olfactif ont 
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semblables. On observe en effet une concentration inhibitrice de 50% de l'activité acétyl­
cholinestérasique (CI50) de 5,0.10·5 M, de 3,4.10-5 M et de 3,8.10-5 M respectivement pour 
les rosettes, le bulbe et le cerveau (Fig. 2) . 
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Fig. 2. - lnllibition de l'activité acétylcholinestérasique présente dans l'organe olfactif 
de la carpe commune Cyprinus cmpio par le DFP. L' inhibition de l'AChE extraite du 
cerveau est montrée par comparaison. 

10 

L'utilisation du BW284C5 l , inhibiteur spécifique des AChEs, confim1e ces résultats. 
On remarque que la Cl50 est de 7,5.10-'M et de 7,8.10-' M respectivement pour le cerveau 
et les rosettes olfactives. Les courbes d'inhibition par le DFP et le BW284C5 l sont mono­
phasiques, ce qui indique que dans les échantillons de cerv~au et de rosettes olfactives, 
l'activité mesurée est due exclusivement à une acétylcholinestérase sans participation de 
butyrylcholinestérase (EC 3.1.1.8.). Le carbofuran provoque également une ctiminution de 
l' activité des acétylcholinestérases du système olfactif. La Cl50 est de 1,6.10-'M et de 
l ,8.10-6M respectivement pour le cerveau et les rosettes. 

Les formes moléculaires de l'AChE du système olfactif 

La Fig. 3a montre les profils de sédimentation d 'un extra it direct de rosettes effectué 
dans un tampon HST centrifugé soit sur un gradient HST so it ur LUJ gradient HS. Par ana­
logie aux résultats obtenus sur l'AChE d ' autres vertébrés, on identifie les deux formes glo­
bulaires prédominantes comme les form es G 1 (monomérique ) et G4 (tétramériques) a ec 
un épau lement vers 7S correspondant aux formes G2 (d imérique ). Une fai lble quanti té de 
formes asymétriques A 12 e t détectable vers l7- 18S. 

L'ana lyse des fractions successives LSS, DS et HSS (Fig. 3 b etc) confirme les résul­
tats obtenus avec l' extrait cliJ·ect : formes G l , G2 et G4 dan les fractions LSS et DS. Ce 
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type d'extractions successives pennet la détection plus facile des fonnes Al2 dans la frac­
tion HSS seulement (Fig. 3c). Les profils obtenus sont très comparables à ceux des bulbes 
olfactifs et du reste du cerveau. 
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Fig. 3. - Analyse des formes moléculaires de l'acétylcholi nestérase présente dans les rosette olfac­
tives de la carpe commune Cyprinus carpio . Les formes molécul aires ont été extraites au moyen de 
tampon HST (a , extrait direct), ou de façon séquentielle dan des tampons LS puis LST (en b), puis 
HS (en c) donnant les fractions LSS , DS et HSS. L'acti vité acétylcholi.uestéras ique est exprimée en 
/', A412min : 'mJ·'.A= pbosphatase alcaline (6, 1 S) ; B =E. coli 13-ga lactosida e (l 6 S). 
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Inhibition in vivo de l'AChE du système olfactif par le carbofuran 

Balnéation de carpes à la dose de 50 ppb en carbojitran 

Un premier essai a été entrepris. Il visait à mettre en évidence l'effet d'inhibition d'un 
micropolluant anticholinestérasique sur l'organe olfactif de la carpe. Le choix s'est porté 
sur une dose relativement élevée en toxique de façon à être certain que la concentration en 
inhibiteur soit suffisante pour provoquer une inhibition importante de 1 'AChE. 

Il est important de signaler que la mortalité s'élève à 4 individus dans le bassin conte­
nant le carbofuran et que les autres poissons souffraient de troubles moteurs graves comme 
des convulsions ou de la tétanie. Le taux d'inhibition de l'activité AChE dans le cerveau 
(83,1 ± 1,3 %), peut expliquer la mortalité observée (Fig. 4). 
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Fig. 4. - Effet du carbofuran aux doses de 10 et 50 ppb sur l'activité de I'acétylcholinestérase de l 'or­
gane olfactif et du cerveau de la carpe conunune Cyprinus catpio après 48 heures. 

On observe également un taux d' inhibition de 77,7 ± 2,8 %et de 80,5 ± 0,4 % res­
pectivement dans les rosettes et le bulbe olfactif (Fig. 4). Les différefilts organes du systè­
me olfactif sont aussi sensibles aux anticbolinestérases que le cerveau. Puisque la rosette 
est en contact direct et permanent avec le miüeu extériew.-, ce lle-ci Sùlbirait davantage l' ef­
fet des pesticides et serait un meilleur indicateur de la présence d'tme pollution. 

Balnéation de carpes à la dose de 10 ppb en carbofuran 

Après 48 heures de balnéation en présence du carbofuran à la dose de 10 ppb, une 
diminution de l'activité AChE a été observée dans tous les organes olfactifs. En effet, les 
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taux d'inhibition de 33,4 ± 5, 1 %; 49,3 ± 2,7% et 45,8 ± 2,6% ont été observés respec­
tivement pour les rosettes, le bulbe olfactif et le cerveau (Fig. 4). 

DISCUSSION 

Dans le présent travail, nous avons caractérisé 1 'AChE présente en forte concentration 
dans le système olfactif de la carpe. Dans les rosettes olfactives, cette activité est cinq fois 
plus forte chez la carpe que chez la truite par exemple. Ces différences pounaient avoir un 
rapport avec le mode de vie. 

La présence d'acétylcholinestérases au sein de la rosette olfactive serait liée à laper­
ception des odeurs. L'olfaction serait moins développée chez les espèces vivant dans les 
eaux à courant rapide et utilisant préférentiellement la vue pour la recherche de nourritu­

re que chez celles vivant dans les eaux calmes où la luminosité est plus faible. Selon 

KorRSCHAL et al. ( 1991 ), la structure du cerveau des Téléostéens reflète leur style de vie. 
En comparant la morphologie des cerveaux de Cyprinidés, il est possible de distinguer le 
type de comportement alimentaire et notamment le style de recherche de nourriture : par 
la vue («sight feeders»), par le goüt et l' olfaction (« mouth tasters») ou par un sens chi­
mique lié à la peau ( « skin tasters » ). 

Les inhibitions in vitro et in vivo par le carbofuran ont montré que l' AChE des rosettes, 
des bulbes olfactifs et du cerveau de la carpe sont sensibles à l'action des carbamates. 
Cette sensibilité de l' AChE au carbofuran rend ce1iainement compte des troubles de com­
portement observés aux plus fortes doses. CHAKRABORTY et al. ( 1989) ont observé une 
diminution de l' activité acétylcholinestérasique de 95,39% au niveau de l'organe olfactif 

de Heteropneustesf ossilis (Bloch) après une balnéation de deux heures avec du parathion­
méthyle. Ils ont remarqué que les poissons présentaient de nombreuses anomalies com­
portementales, des mouvements rapides suivis d'une immobilité tétanique et un retard de 
1 'ouverture des opercules. DuTTA et al. ( 1992) ont étudié la. relation entre le comportement 
de la carpe indienne Labeo rohita (Ham.ing Bucben) et la concentration en malathion. Ils 
ont montré que cet insecticide anticholinergique à la dose de 1 ppm perturbe également les 
mouvements du poisson. 

Les formes moléculaires de 1 'AChE des rosettes o lfact ives ont été étudiées en compa­
ra ison avec celles détectées dans les bulbes olfactifs ou dans le reste du cerveau. Nous 
avons identifié les formes majoritaires G 1 et G4 ainsi que des quantités plus faibles de 
formes dimériques G2. Des expériences préliminaires d ' interaction avec les détergents 

non dénaturants nous ont montré qu ' une patt ie au moins de ces fonnes est sans doute 

ampbiph.ile indiquant qu 'elles sont associées, in situ, à la membrane plasmique. Des 

études complémentaires sont toutefois encore nécessaires pour déterminer la nature exac­

te du domaine hydrophobe des molécules ampb.ipb.iles. Les formes g lobulaires représen­
tent la très grande majorité de l' activité AChE des rosettes puisque les formes asymé­
triques sont à peine détectables dans un extrait direct (HST, F ig. 3a). Le recours aux extra­
ctions séquentielles permet cependant d ' identifier sans atnbiguité la forme A 12 dans l' ex­
trait HS (Fig. 3c). 
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Le rôle de l'AChE dans les rosettes olfactives reste énigmatique. En effet, il n'ajamais 
été décrit de synapses cholinergiques au niveau des récepteurs sensoriels ou des tenninai­
sons efférentes de la muqueuse olfactive. La présence de fonnes globulaires d'AChE en 
dehors de tout contexte cholinergique n'est pas nouvelle y compris dans le système ner­
veux central (TOUTANT & MASSOUUÉ, 1988). Le rôle de ces formes d 'AChE powTait être 
un rôle d'hydrolyse de peptides auxquels le système olfactif est très sensible. En effet, 
l'hydrolyse des peptides neuroactifs par 1 'AChE a déjà été mentiOimée (TOUTANT & 
MASSOUUÉ, 1988) et le système olfactif est très sensible aux acides aminés L- (CAPRJO, 
1988). En revanche, la présence de fonnes asymétriques est considérée jusqu' à présent 
comme l'indice d 'une innervation cholinergique si l'on excepte le cas des cellules mus­
culaires différenciées in vivo et in vitro (Toutant, 1988). La présence de fonnes asymé­
triques dans les rosettes olfactives pose donc un problème intéressant ; la contamination 
lors de la dissection des rosettes olfactives par des débris de bulbes (comportant des voies 
cholinergiques et apportant les formes asymétriques) pouvant être exclue. Il est à noter que 
les Téléostéens possèdent souvent des proportions très élevées de fOimes asymétriques 
(plus de 50% de 1 'activité totale AChE chez Danio renio ou Esox lucius, observations non 
publiées) sans que l'on sache pour l'instant si celles-ci sont toujours localisées aux voies 
cholinergiques. 

Nous essayerons, dans l'avenir, de préciser la localisation de l'AChE des rosettes 
olfactives par histochimie ou immunohistochimie et des lieux de synthèse par hybridation 
in situ. 
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