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Résumé. Les cellules trophiques induites par I'infestation de Tylenchulus semipenetrans dans la région corticale des racines de bi-
garadier sont profondément modifiées sur le plan cytoplasmique et nucléaire. Les cellules trophiques ainsi que les corticales des
racines infestées par le nématode observées en microscopies photonique, confocale et électronique présentent un organelle pecto-
cellulosique qui occupe une grande partie du cytoplasme. Les cellules trophiques contenant une importante quantité d’amidon
sont reliées entre elles par des formations tubulaires bien visibles en microscopie photonique. Ces structures cellulaires sont pré-
sentes méme au-dela des cellules adjacentes au nématode. Le nématode des Citrus induit un réseau trophique dans la région corti-
cale des racines infestées. En microscopie électronique a transmission et en microscopie confocale, aprés coloration par le fluoro-
chrome DAPI, I'appareil nucléaire des cellules trophiques se présente sous forme d’une grande vésicule et/ou de plusieurs petites
vésicules contenant une faible quantité d’ADN.

Summary. Structure of the feeding site induced by Tylenchulus semipenetrans z sour orange observed with light, confocal and trans-
mission electron microscopy. Nurse cells induced by Tylenchulus semipenetrans in the sour orange root cortex are heavily modified
in both cytoplasmic and nuclear terms. Nurse cells and cortical cells of roots infested by the nematodes were examined with light,
transmission electron and confocal scanning laser microscopy. All types of microscopy revealed that a large part of the nurse cell
cytoplasm is occupied by pecto-cellulosic organelles. The nurse cells contain a significant amount of starch and are interconnected
by tubular structures that are easily visible by light microscopy. The structures are even present in cells beyond those immediately
adjacent to the nematode. Thus, citrus nematode induces a trophic network in the cortical area of infected roots. With confocal
and transmission electron microscopy, after staining with the fluorochrome DAPI, the nurse cell nucleus appears either as a large

vesicle or as numerous small vesicles containing small quantities of DNA.

La réaction des cellules corticales des racines de Ci-
trus consécutive a l'infestation par Tylenchulus semipe-
netrans Cobb (1913) a été largement étudiée en micro-
scopie photonique (Van Gundy et Kirkpatrick, 1963;
Cohn, 1965; Macaron, 1972; Baines et a/., 1978; Ambro-
gioni et D’errico, 1984; B’Chir et Belkadhi, 1986; Inser-
ra et al., 1988a), en microscopie électronique (B’Chir,
1986, B’Chir, 1988, Subbotin, 1990) et en microscopie
confocale (Van Oostveldt ez al., 1990).

Sur le plan cytoplasmique, la femelle du nématode
des Citrus induit un site trophique complexe constitué
de cinq a dix cellules non hypertrophiées entourant sa
région labiale (Van Gundy et Kirkpatrick, 1963; Cohn,
1965a; Ambrogioni et D’Errico, 1984; B’Chir et Belkad-
hi, 1986). Par une étude ultra-structurale de ces sites
trophiques, B’Chir (1986) a montré que les cellules mo-
difiées ne se limitent pas seulement a la région attenante
au nématode mais s’étendent a toute la région corticale
en formant un réseau trophique. Ce réseau, élaboré gra-
ce aux tubules d’échanges extra-cellulaires, assurerait
des échanges de matériaux nutritifs contenus dans le cy-
toplasme des cellules nourricieres (B’Chir, 1986, 1988).

Létude ultrastructurale du noyau des cellules infestées
a montré que, dés le début de I'infestation, ce noyau
s’élargit par rapport au noyau des cellules non infestées

(B’Chir, 1988); la chromatine se condense contre I'enve-
loppe nucléaire qui en se dégradant libere le matériel
chromatique dans le cytoplasme qui devient de plus en
plus dense suite a I'accumulation des substances granu-
laires. Le nucléole s’hypertrophie et s’entoure d’une nou-
velle membrane a contour lobé. L'ensemble de ces modi-
fications aboutit a la formation de vésicules nucléaires
contenant une importante quantité de matériel chroma-
tique. Le dosage d’ADN dans les noyaux des cellules tro-
phiques montre que le nématode induit une réplication
endomitotique de I’ADN et que la dégénérescence débu-
te au centre de ces noyaux (Van Oostveldt ez al., 1990).

Le but du présent article est de comparer les modifi-
cations cytoplasmiques et nucléaires des cellules du site
trophique élaboré par le nématode, observées a I'aide
de techniques en microscopie photonique, confocale et
électronique a transmission.

MATERIELS ET METHODES

Technique histologique pour observation en microscopie
optique

Les racines de bigaradier (Citrus aurantium L.) infes-
tées par T. semipenetrans a différents stades de son déve-
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loppement ont été prélevées, fixées par la Navachine
(Solution d’acide chromique a 1%, Formaldéhyde, Aci-
de acétique, Eau 30:4:2:64 v/v) rincées et déshydratées
avant I'inclusion 2 la paraffine.

Pour I'observation en microscopie photonique, les
coupes longitudinales ou transversales de 14 a 20 pm
d’épaisseur sont colorées a la solution de Schiff contras-
tée au picro-indigo-carmin (B’Chir, 1979) ou a la safra-
nine contrastée au liquide de Lugol avant d’étre mon-
tées entre lames et lamelles dans du baume de Canada.
L'observation des différentes coupes histo-patholo-
giques a été réalisée sous microscope orthoplan LEITZ.

Technique histologique pour observation en microsco-
pie confocale

Pour I'observation en microscopie confocale, les ra-
cines sont découpées longitudinalement par un microto-
me a 20 pm d’épaisseur puis étalées sur lame avec une
solution de gélatine a 1%o0 dans laquelle un cristal de
chrome potassium sulfate est dissout a chaud. Les
coupes sériées sont déparaffinées, hydratées et colorées
par le fluorochrome DAPI (4’,6- Diamine-2- phenylin-
dole) pendant 15 minutes; quelques gouttes du milieu
de montage VECTASHIELD sont ensuite déposées sur
les coupes pour préserver 'humidité. Le fluorochrome
DAPI forme un complexe fluorescent avec les sé-
quences d’'un ADN double brin riche en AT. La colora-
tion de 'ADN par DAPI est brillante et stable. L'ab-
sorption maximale est dans 'ultraviolet a 344 nm et
I’émission maximale est a 449 nm. La solution mére est
préparée en dissolvant 500 pg de DAPI dans 1 ml d’eau
distillée. Apres utilisation, la solution est conservée a
I’abri de la lumiére et au congélateur. La solution de
DAPI est diluée 50 fois dans du PBS (Phosphate Buffer
Salin). Les images digitales sont obtenues par un micro-
scope confocal BioRad MRC 500 (objectif 60x en im-
mersion) équipé d’'un scanner laser argon et couplé a
une unité informatique. L'image visualisée est le signal
détecté par les photomultiplicateurs en épifluorescence
confocale et/ou en transmission grace a une diode TDL
avec jeux de filtres. Les images numériques sont obte-
nues en auto-fluorescence par la procédure (Filtres: IN1
et UBHS; Emissions: 580/32 pour le PMT I et 540/30
pour le PMT II; Mixers A: 100% PMT1, Mixer B:
100% PMT2, Mixer C: 100% TLD 1) et pour le DAPI
(Filtres: IN1 et UBHS; Emissions: 585LP pour le PMT
I et 455/30 pour le PMT III; Mixer A: 100% PMT1,
Mixer B: 100% PMT3, Mixer C: 100% TLD 1).

Technique cytologique

Les radicelles de bigaradier sont fixées a froid dans
une solution de glutaraldehyde a 2,5% dans un tampon
phosphate (Sorensen) a 0,1 mole. Apreés un rincage d’une
heure, dans une solution de Sorensen contenant 8% de
saccharose, les échantillons sont fixés a I'acide osmique a
0,1%. Les racines sont ensuite rincées et déshydratées
avant l'inclusion dans de I’araldite (B’Chir, 1988). Les
coupes de 500 2 700 A d’épaisseur sont obtenues avec un

ultra-microtome L.K.B. III, et recueillies sur des grilles
porte-objets. Les coupes sont alors contrastées automati-
quement par ordinateur (Utrastainer L.K.B.) dans une
solution aqueuse d’acétate d’uranium (a 20 °C pendant
30 minutes) et dans une solution de citrate de plomb (a
20 °C pendant 10 minutes). ’observation des coupes est
réalisée a 'aide d’un Philips 201 EM.

RESULTATS

Etude histologique des racines de bigaradier

Structure des racines saines. Les cellules corticales des
radicelles de bigaradier (Citrus aurantium) indemnes de
nématodes absorbent trés peu le colorant picro-indigo-
carmin (Figs. 1A et B) et présentent une forme rectangu-
laire avec un cytoplasme rétréci, situé entre une vacuole
développée et la paroi pecto-cellulosique. Le noyau des
cellules corticales est de petite taille et refoulé a la péri-
phérie, contre la paroi cellulaire (Figs. 1D et E).

Structure des racines infestées. Les cellules trophiques
initiées par la présence de T. semipenetrans sont situées
dans la région corticale de la radicelle (Fig. 2A). Elles
sont au nombre de cing aprés une période d’infestation
de trois semaines. Le nématode coloré en jaune-vert par
le picro indigo carmin (I'exosquelette est formé par de
la chitine) induit des modifications d’abord au niveau
du noyau puis dans le cytoplasme des cellules corticales
entourant sa partie antérieure (Fig. 2B). Les cellules
corticales modifiées par le nématode présentent des
noyaux de plus en plus gros avec de larges nucléoles
(Fig. 2B). Elles s’élargissent ensuite au dela de la partie
antérieure de la femelle du nématode (Fig. 2C) .

Les cellules trophiques induites par T. semipenetrans
présentent un cytoplasme large, dense et coloré en jau-
ne-vert par le picro-indigo-carmin et un noyau large,
central et vésiculisé (Figs. 2D et E), coloré en rose par le
réactif de Schiff (Fig. 2F) avec un large nucléole (Figs
2B et D). Le cytoplasme des cellules trophiques montre
une région périphérique plus dense a proximité de la
paroi cellulaire (Fig. 2 F).

Le cytoplasme des cellules nourriciéres. Les cellules
corticales profondément modifiées par le nématode sont
situées autour de sa région antérieure (Figs. 3A-C).
Toutes les cellules trophiques présentent une région cyto-
plasmique colorée en bleu par le picro-indigo-carmin
(Figs. 3 D-F). Ces structures cellulaires ou organelles sont
absents dans les cellules corticales normales des racines
indemnes (Figs. 1B-C). Les autres cellules corticales des
racines infestées par le nématode d’apparence saine joux-
tant les cellules trophiques présentent aussi ces mémes
structures cellulaires (Figs. 3E, G). Les cellules nourri-
ciéres paraissent interconnectées entre-elles et avec les
autres cellules corticales via des tubules inter-cellulaires
d’échanges en formant un réseau trophique (Figs. 3G et
H). Ces tubules inter-cellulaires d’échange paraissent re-
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Fig. 1. Coupes transversale (A: x100) et longitudinale (B: x100) d’une racine de bigaradier (Cztrus aurantium) indemne de némato-
de, colorée au Schiff et au picro-indigo-carmin. Coupe longitudinale d’une racine saine colorée a la safranine et au liquide de lu-
gol (C: x 100) et aspect des cellules corticales saines (D: x1000 et E: x1000); cc: cylindre central, co: cortex, cy: cytoplasme, epid:
épiderme, ny: noyaux des cellules corticales saines, ppc: paroi pecto-cellulosique, v: vacuole.

Fig. 2. Coupe transversale de racine de bigaradier (C. aurantium) infestée par Tylenchulus semipenetrans au bout de trois semaines
(A: x100). Disposition des cellules trophiques induites autour de la région antérieures de la femelle du nématode (B: x400): noter
le nombre de cellules autour de la femelle (C: x400), la structure des cellules trophiques en cours de formation (D et E: x1000,) et
la présence d’une cellule nourriciére avec noyau (nyi) et organelle (o) d’échange intracellulaire (F: x1000); cc: cylindre central, co:
cortex, ct : cellule trophique, n: nématode, nyi: noyau de cellule modifié, nyo: noyau de cellule non modifié, nc: nucléole.
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Fig. 3. Coupes transversales de racine de bigaradier (C. aurantium) infestée par T. semipenetrans (A et B: x100; C: x400 ). Abon-
dance des organelles dans la région corticale autour des cellules nourricieres (C: x400; D: x1000; E: x1000). Interconnexion entre
les cellules nourricieres induites par le nématode (F: x1000; G: x1000), extension au cellules corticales (H: x1000) et liaison entre
les organelles intracellulaire d’échange a l'intérieur des cellules et entre les cellules par les tubules intercellulaire d’échanges (I:
x1200 ; J: x1200); ct: cellule trophique, n: nématode, o: organelle intracellulaire d’échange, tec: tubule intercellulaire d’échange.



lier aussi les autres cellules du cortex radiculaire (Fig.
31). Les organelles et les tubules d’échange sont obser-
vées sur des coupes voisines de celles présentant le site
trophique induit par le nématode (Fig. 3B). Lintercon-
nexion des cellules corticales par les organelles est situées
dans le cytoplasme et les tubules (Figs. 31-]). Les tubules
sont colorés comme les organelles qui seraient constitués
du méme matériau cellulaire. La coloration en brun par
le liquide de Lugol des racines infestées par le nématode
démontre que les organelles et les tubules sont de nature
glucidique (cellulose).

Accumulation des réserves en amidon et aspect du
noyau des cellules nourriciéres. La coloration spécifique
de 'amidon par le liquide de Lugol (IKI) montre que les
cellules trophiques sont beaucoup plus riches en amidon
(Fig. 4A) que les cellules corticales non modifiées (Figs.
1C, E). Le noyau de ces cellules présente une vésicule
renfermant le nucléole et plusieurs autres vésicules ren-
fermant une quantité d’acide nucléique (Fig. 4B).

Structure des cellules trophiques en microscopie
confocale

L'observation en microscopie confocale par trans-
mission de la région corticale (Fig. 5A) de la racine, in-
festée par le nématode, montre une région constituée
par cinq cellules trophiques entourant la femelle séden-
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taire de T. semzipenetrans (Figs. 5A-B). Le site trophique
entourant la région antérieure du nématode présente
deux types de cellules (Fig. 5B): les unes vidées de leur
contenu et d’autres qui contiennent un noyau irrégulier
et un cytoplasme renfermant une formation autofluo-
rescente (Fig. 5C). Ces formations vésiculaires d’aspect
variable occupent la plus grande partie du cytoplasme.
Cette structure alvéolée pourrait contribuer a augmen-
ter la surface de contact avec le plasmasol (Fig. 5C).

Ces formations cellulaires ne correspondent pas a
une structure nucléaire puisqu’elles n’émettent pas
dans les longueurs d’onde du fluorochrome et ne sont
pas constituées par des lipides solubles dans le xyléeme.
En outre, ces formations présentent une tension de sur-
face faible puisque deux vésicules proches ne fusion-
nent pas ensemble. Ces structures cytoplasmiques pour-
raient avoir une structure cellulosique ou pecto-cellulo-
sique similaire a la paroi cellulaire puisqu’en microsco-
pie ordinaire les deux formations sont colorées en bleu
par le colorant picro-indigo-carmin.

Le noyau modifié ou appareil nucléaire serait consti-
tué par une vésicule de grande taille excentrée et/ou par
plusieurs petites vésicules (Fig. 5D). Ces vésicules nu-
cléaires présentent une faible fluorescence et donc retien-
nent peu le colorant DAPI en microscopie confocale
(Fig. 5E). Cette émission est en rapport avec la faible
quantité d’ADN que renferment ces vésicules nucléaires.

Fig. 4. Coupe transversale de racine de bigaradier (C. aurantium) infestée par T. semipenetrans (A: x200), colorée a la safranine et
au liquide de lugol. Importance des granules d’amidon dans les cellules trophiques induites par le nématode et vésicules dans leur
noyau (B: x1000). ad: granules d’amidon, ct: cellule trophique, n: nématode, nyi: noyau des cellules corticales modifiées, nc: nu-

cléole, st : stylet du nématode.
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Fig. 5. Racine de bigaradier (C. aurantium) infestée par T. semipenetrans observée au microscope confocal en transmission (A:
x100). Aspect des cellules trophiques entourant la région antérieure du nématode observées en microscopie confocale (B: x200).
Aspect interne d’un organelle intracellulaire d’échange et du tubule intercellulaire d’échange observés en microscopie confocale
(C: x1000). Appareil nucléaire d’une cellule trophique marqué en autofluorescence (D: x1000), coloré par le DAPI (E: x1000) et
observé en microscopie confocale. co: cortex, ct: cellule trophique, épid: épiderme, n: nématode, nyi: noyau des cellules corticales
modifiées, o: organelle d’échange intracellulaire, tec: tubule d’échange intercellulaire.

Ultra-structure des cellules nourricieres de 7. semipene-
trans étudiée en microscopie électronique 2 transmission
Les méme structures cellulaires au niveau du site tro-
phique induites par T semzipenetrans sont observées en
microscopie électronique a transmission (Fig. 6). Les cel-
lules nourriciéres présentent des noyaux diffus avec une
partie contenant le nucléole et des vésicules nucléaires
contenant une quantité réduite d’ADN (Fig. 6 F).

Les formations observées en microscopie électro-
nique a transmission dans le cytoplasme des cellules
corticales des racines infestées par le nématode (Figs.
6C et D) sont appelées par des organelles intracellu-
laires d’échanges (B’Chir, 1986). Elles sont reliées entre
elles par des tubules d’échanges intercellulaires (Fig.
6E). L'ensemble formant un réseau trophique permet-
trait au nématode de se nourrir a distance des produits
de synthése des cellules lointaines situées dans la région
corticale. Ce réseau jouerait également un rdle dans les
échanges intercellulaires favorisant la production d’élé-
ments nutritifs indispensables au développement de la
femelle de T. semzipenetrans trés peu mobile.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Le site trophique induit par T. semipenetrans est plus
complexe que celui observé chez d’autres nématodes
semi-endoparasites sédentaires tels que Trophotylenchu-
lus (Jones, 1981; Cohn et Kaplan, 1983; Inserra ez al.,
1988b). Il évolue dans tout I'espace cortical sur le plan
cytoplasmique avec I’élaboration des organelles
d’échanges intracellulaires et sur le plan nucléaire avec
la modification de la structure du noyau (Van Gundy et
Kirkpatrick, 1963; Belkadhi, 1986; B’Chir, 1988). La
formation de vésicules dans le noyau, présentant une
chromatine peu abondante, pourrait étre impliquée
dans la production des substances spécifiques du né-
matode.

Les transformations cytologiques sont trés élaborées
avec la mise en place des organelles intracellulaires et
des tubules intercellulaires d’échange qui relient les cel-
lules entre elles et acheminent les matériaux nécessaires
au développement du nématode jusqu’aux cellules tro-
phiques entourant la région antérieure de la femelle de
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Fig. 6. Racine de bigaradier (C. aurantium) infestée par T. semipenetrans et observée en microscopie électronique a transmission
(A: x200). Cellules trophiques autour de la région antérieure du nématode (B: x500) et organelle intracellulaire d’échange (C:
x5000). Tubule intercellulaire d’échange tec (E: x5000) et jonction entre le tec et un organelle (D: x6000). Appareil nucléaire
d’une cellule trophique (F: x2000); co: cortex, ct: cellule trophique, épid: épiderme, n: nématode, nyi: noyau des cellules corti-
cales modifiées, nc: nucléole, o: organelle intracellulaire d’échange, tec: tubule intercellulaire d’échange.

T. semipenetrans (B’Chir, 1988; Subbotin, 1990). L'origi-
ne des tubules d’échanges intercellulaires et les orga-
nelles d’échanges intracellulaires serait identique a celle
de la paroi pecto-cellulosique (B’Chir, 1988). En micro-
scopie photonique, Van Gundy et Kirkpatrick (1963)
ont observé dans le cytoplasme des cellules induites par
le nématode, colorées a ’hematoxyline et contrastées
avec de la safranine ou avec le colorant de Johansen,
une masse foncée qu’ils n’ont pu ni définir, ni montrer
le role dans 'organisation du site trophique.

Le noyau perd son individualité et apparait vésicula-
risé avec trés peu d’acide nucléique (Van Gundy et
Kirkpatrick, 1963; B’Chir, 1988; Subbotin, 1990). Ce
faible dosage de chromatine suggére que le noyau des
cellules ne renferme pas la totalité du génome de la

plante et que ces vésicules nucléaires endomitotiques
(Chiboub, 1988; Van Oostveldt et al., 1990) contiennent
seulement certains génes amplifiés (B’Chir et Belkadhi,
1986) impliqués dans les modifications cytoplasmiques
qui permettent I’élaboration du réseau cortical tro-
phique et la production des substances organiques né-
cessaires au développement du nématode.

La richesse en granules d’amidon des cellules tro-
phiques renforce I’hypothése du rdle nourricier des
sucres. En effet, Cohn (1965) a montré I'implication des
enzymes obtenues a partir d’homogénats de nématodes
dans la digestion de 'amidon en sucres réducteurs. Elle
expliquerait en outre le role du nématode dans I'altéra-
tion du bilan énergétique des arbres d’agrumes (Dun-
can et Eissenstat, 1993; Duncan et a/., 1993 ).
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