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Resume. Par electrophorese sur gels d'acetate de cellulose, nous avons tente de caracteriser des populations de 
quatre especes de nematodes a kystes des cereales et des graminees Heterodem avenae, H. filipjevi, H. latipons 
et H. mani. Trois enzymes (esterase, malate deshydrogenase et phosphoglucose isomerase) ont pu etre 
reveIees sur 15 testees. Les profils isoenzymatiques, plus ou moins polymorphes, ant assure la differenciation 
specifique, voire intraspecifique, des populations a partir d'aliquots de 25 femelles blanches. 

Summary. Differentiation of sonz.e species Cif cereal and graminaceous cyst nematodes bv cellulose acetate elec­
trophoresis. Electrophoresis on cellulose acetate plates was used to characterize populations of four species of 
cereal and graminaceous cyst nematodes Heterodera avenae, H .. filipjevi, H. latipons and H. mani. Three en­
zymes (esterase, malate dehydrogenase and phosphoglucose isomerase) out of 15 were revealed. The isozyme 
patterns, more or less polymorphic, have enabled the specific, even intraspecific, differentiation of populations 
from aliquots of 25 white females. 

Les nematodes a kystes des cereales et des 
graminees tels qu'Heterodera avenae, H. mani 
et H. latipons sont largement repandus dans Ie 
monde entier (Ritter, 1982). Heterodem filipjevi, 
decrit SOLlS Ie nom de Bidem filipjevi, est de de­
couverte plus recente et parait localise dans 
l'Europe de l'Est et au Proche Orient (Madzhi­
dov, 1981; Rumpenhorst et at., 1996; Subbotin 
et al., 1996). Plus particulierement dans les zo­
nes circum-mediterraneennes, H. avenae et H. 
latipons sont suspectes d'occasionner des pertes 
non negligeables aux cultures de ble et d'orge 
(Sikora, 1987; Mor et al., 1992; Philis, 1996). 

L'usage de varietes resistantes permet de lut­
ter efficacement contre ces pathogenes, mais 
necessite une identification precise des especes 
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et des pathotypes en cause. Cette identification 
est difficile pour les especes concernees en rai­
son de leurs ressemblances morphologiques. 
Les criteres de differenciation phenotypiques, 
biometriques et a base de reactions d'hotes 
differentiels, sont en outre d'etude fastidieuse et 
difficile a mettre en oeuvre. C'est pourquoi les 
recherches s'orientent de plus en plus vel'S des 
techniques rapides et plus significatives, basees 
en particulier sur Ie polymorphisme de l'ADN 
ou de ses produits d'expression, proteines et 
isoenzymes (Burrows, 1990; Bossis, 1991; Bekal 
et al., 1997; Molinari et al., 1997). 

L'etude du polymorph is me enzymatique s'est 
revelee performante aussi bien pour la caracteri­
sation taxonomique que pour la structuration 
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genetique des populations (Fine, 1985; Hoelzel, 
1992). Ainsi, les mobilites eIectrophoretiques 
differentes de plusieurs enzymes (esterases, ma­
late deshydrogenase, superoxyde dismutase, . 
permettent d'identifier aisement plusieurs espe­
ces de Jvleloidogyne (Esbenshade et Triantaphyl­
lou, 1985), A l'echelle intraspecifique, Berge et 
al. (1981) ont egalement differencie les quatre 
pathotypes d'H. avenae d'apres les frequences 
alleliques des isoesterases. I.'etude du poly­
morphisme esterasique a montre des structura­
tions genetiques inter et intra-parcellaires (Bossis 
et Rivoal, 1989). Lasserre et al. (1996) ont plus 
recemment mis en evidence une variation des 
frequences alleliques au locus esterase de popu­
lations naturelles d' H. avenae resultant du con­
toumement de la resistance de l'avoine cv. Pane­
ma, dans des experimentations de longue duree. 

Le support d'acetate de cellulose a ete choisl 
pour sa fad lite d'utilisation et peut etre employe 
dans des laboratoires disposant d'equipements li­
mites. De plus, de faibles quantites de materiels 
biologiques sont necessaires. Ainsi, des especes 
de Meloidogyne ont ete identifiees, a partir d'un 
seul individu, en revelant simultanement trois sy­
stemes enzymatiques (Davies et Beadle, 1995). 
Dans cette presente etude, cette technique a ete 
appliquee pour discriminer les quatre especes de 
nematodes a kystes des cereales et des gra­
minees H. avenae Wollenweber, H. mani 
Mathews, H. Jilipjevi Madzhidov et H. latipons 
Franklin selon Ie polymorphisme enzymatique. 

Materiel et methodes 

Les populations de nematodes a kystes sont 
foumies dans Ie Tableau 1. Les analyses ont ete 
effectuees a partir des femelles blanches pro­
duites sur Ie meme hote, Triticum aestivum L. 
cv. Arminda, a l'exception d'H. mani (R2) qui a 
ete multiplie sur Lolium perenne 1. cv. Tetrone, 
evitant ainsi d'introduire une heterogeneite phe­
notypique due a la plante hote. Ces feme lIes 
ont ete conservees au congelateur a-70°C. 
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L'equipement d'electrophorese est foumi par 
les Laboratoires Helena (P.O. Box 752, Beau­
mont, TX 77704-0752, USA). Les gels d'acetate 
de cellulose Titan ® III (Catalog # 3033) sont de 
dimensions 76 mm x 76 mm, 

Pour chaque population, 25 femelles intro­
duites dans un tube Eppendorf sont ecrasees 
dans Jll de tampon d'extraction a l'aide d'un 
piston en matiere plastique. Le tampon d'extrac­
tion des esterase (EST) et phosphoglucose 
isomerase (PGI) est compose de Tris HCl 0,1 M 
pH=8,O, Triton X-lOO dilue au 1/10, l'ensemble 
est melange a la proportion 1:1 (v/v). Le tam­
pon d'extraction de la malate deshydrogenase 
(MDH) est compose de Tris HC} 0,01 M 

EDTA 1 mM; Dithiothreitol 0,5 mM; 
MercaptoHhanol 1 mM. 

Un aliquot de 5 Jll de chaque population est 
depose dans un pults de la plaque de resine, 
auquel est ajoute 1,5 JlI de xylene de cyanol 
pour visualiser Ie front de migration dans la cu­
ve d'electrophorese. Le tampon d'humidifica­
tion et de migration des est compose de 
Tris 24 mM, glycine 0,19 M. La migration se fait 
a 200 V, dans un refrigerateur a 7 °C, pendant 
une heure. 

Les solutions de revelation enzymes figu-
rent dans manuel de methodologie pour 
l'analyse des allozymes (Hebert et Beaton, 
1989). La solution de revelation de l'esterase 
(EST) est composee de 2 rnl de Tris maleate 0,1 
M 200 JlI d'a-naphtyl acetate 27 rriM et 
de fast red TR sature. La malate deshydrogenase 
est revelee a l'aide d'une solution contenant 1 
ml de Tris HCl 0,1 M pH=8, 1,5 ml de .'\fAD 3 
mM, acide L malique 0,1 M, MTT mM, PMS 
6,3 mM. Pour reveler la phosphoglucose isome­
rase (PGI), on utilise une solution composee de 
1 ml Tris HCl 0,1 M pH=8, ml de NAD 3 
11L.\1, fructose 6 phosphate 66 mM, MTT 24 rnM, 
PMS 6,3 mM et deux unites glucose 6 pho­
sphate deshydrogenase. Les revelations sont 
realisees a 37 DC pendant 30 minutes. 

Quinze enzymes ont ete testees: aconitase, 
a1caline phosphatase, a1cool deshydrogenase, 



TABLEAU I Origine des populations de nematodes it kystes (Heterodera) des cereales et des grarninees etudie/f:s, 

H, avenae 

H. mani 

H. filipjevi 

H. I rJt11vwl ~ 

Code 

Fr1 
Fr4 
E42* 

R2 
A26** 
E88 
E49** 
HI 

Lieu 

Villasa vary France 
st Christophe Ie Jajolet France 
Tiaret Algerie 

Soullans France 

Karnobat Bulgarie 
Puschkin Russie 
Torralba de Calatrava Espagne 
? Proche-Orient 

*) Cette population a ete appelee Dahmouni dans une precedente publication CBekal et at., 1997). 
Ces deux populations de type "Gotland" ont ete imegrees dans l'espece H. /ilipjevi sur des bases biometriques ct 

qucs (Bekul, 1997; Bekal et at" 1997), 

esterase, isocitrate deshydrogenase, glucose 6 
deshydrogenase, glyceraldehyde 3 phosphate 
deshydrogenase, glycerol 3 phosphate deshy­
drogenase, hexokinase, leucine aminopeptida­
se, malate deshydrogeanase, mannose phospha­
te isomerase, peptidase, phosphoglucose isome­
rase, phosphoglucomutase, 

Pour la lecture des gels on a etabli les mobi­
lites electrophoretiques par Ie ca1cul de la va­
leur Rf (Rapport au from), qui est Ie rapport en­
tre la distance de migration de chaque bande et 
la distance parcourue par Ie front de migration 
(Hoelzel, 1992) 

Resultats 

Sur les quinze systemes enzymatiques testes, 
seulement trois (esterase: malate deshy­
drogenase: MDH, phosphoglucose isomerase: 
PGI) ont ete revCles pour les differentes espe­
ces de nematodes a kystes des cereales et 
gramlOees 1, 2). Pour la plupalt des 
pulations testees et pour les trois enzymes, 
l'electrophorese a revele un polymorphisme qui 
se traduit par un nombre de bandes ou 
isozymes, a mobilite distincte. L'intensite des 
bandes traduit vraisemblablemem la frequence 

alleles representes. 
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Esterase (EST) 

les quatre especes nematodes a kystes se 
distinguent par Ie nombre de bandes specifi­
ques revelees. Le polymorphisme enzymatique 
Ie plus Cleve est manifeste par les populations 
d' H. avenae (Fr1, et Fr4) qui presentent 
hui! bandes, s'etageant de 0,12 a 0,61 Rf. La po­
pulation se differencie manifestement de 
1'1'1 et E42 par la presence exclusive de la ban­
de a 0,44. Le representant R2 d'H. mani est mo­
nomorphe avec un seul isozyme a 0,69. Les 
trois populations assimilees a H. filipjevi (A26, 
E88, E49) presemem egalement un polymorphi­
sme important avec sept bandes s'etageant 
0,07 a 0,63 Rf, A26 se demarque des deux au­
tres par la revelation de deux ban des 0,07 et 
0,15. H. latipons (HI) preseme un phenotype 
esterasique original avec quatre bandes s'eta­
geant de 0,36 a 0,78 Rf. 

Malate deshydrogenase (;.WDH) 

Chez H. avenae, cette enzyme est revelee 
uniquement pour les populations E42 et 
avec cinq bandes s'etageant de 0,15 a 0,56 Rf. 

se differencie a nouveau de Fr4 par la reve-
lation exclusive deux bandes 0,15 et 0,25. Le 



systeme MOH est poJymorphe chez H. mani 
(R2) avec cinq bandes s'etageant de 0,07 a 0,56 
Rf. II est par contre monomorphe chez [es deux 
populations A26 et E88 d' H filipjevi ou il est 
seu[ement reveJe (bande it 0,40 Re) . Une seu[e 
bande (0, 18 Rr) est aussi obselvce pour H. lati­
pons (H[). Aucune bande n'est reveJee chez les 
populations firl d ' H avenae et E49 d ' Hfilipjevi. 

EST 

0.67 _ 

0.69 

PGJ 

... R, 

0.53 
0.57 
0.63 
0.65 

R, Rr 0.87 

0. 12 _ 

0.23 _ 

0.35 -
0.44 -
0.49-
0.54 -
0.61-
0.69_ 

R, 
0.07_ 
0.1 5 _ 

0.25 _ 
0.32_ 

0.47 _ 
0.56 _ 

- -- -----------~ -- -------
-------

( Frl E42 Fr4 ,~( A26 £88 E49 
H. avenae H. mani H../ilipjevi 

MDH 

- --." -
.111 - ---.. -

--
1~ 

0.07 

- 0.15 

_ 0.36 

- 0.52 
_0.59 
- 0.63 
_0.74 
-0.78 

H. latipons 

R, -_0.18 

_0.29 

_ 0.40 
- 0.43 
- 0.54 

-------------------/ 

,Frl E42 Fr4 , ~, A26 EB8 E49 I I1::!LJ 
H. avenae H. mani H.jilipjevi f1.latipons 

Fig. I . Zymogrammes d 'esterase (ES'!) et de malate de­
shydrogenase (MDH) de populations d'Helerot!era avenae 
(I'rl, E42, Fr4), d' H. mani (R2), d' J-/. fihpjevi (A26, E88, 
£49) et d'H.lalipolls ( Hl ). I{r- I{apport au front . 

{l26 E88 E49 ( (~ 

H. avenae H. mani H.jilipjevi H. lalipons 

Fig. 2 - Visualisat ion d' isozymcs de phosphoglucosc 
isomerase (PGi) II part ir de populations (] ' N. aveNae (Fr l , 
E42, Fr4), d 'H . mani (R2), d 'H. filipjevi (A26, E88, E49) el 
d'H.lati/xms(HI). Rr- Happort au front. 

Phosphoglucose isomerase (PCl) 

l-J. mani se distingue nenement d'H. ave/we 
avec une seule bande (0,69 Rr) conn'e trois pour 
la seconde espece (0,67, 0,69 et 0,87 Rr). Les po­
pulations C!' H. filipjevi et d' H iatipons presentem 
un polymorphisme isoenzymatiquc voisin, avec 
trois ou quatre bandes s'etageant de 0,53 a 0,65 
de Rf. A26 pourrait se demarquer des deux au­
tres populations de l'espece Hfilipjevi et d' H /a ­
tipons par [a bande surnumeraire a 0,90 Rf. Par 
contre, la bande 0,94 se rcrrouvc chez Hfilipjevi 
(E88) el chez l -l.lalipons(Hl). 

Discussion 

L'interprctation des zymogrammes est d iffici ­
Ie, en patticlllier lorsqll 'ils sont obtenus a parlir 
d 'a iiqllo ts de populations a reproduction 
amphimictique Telles que les Heterodera, qui y 
fonl rassembler des genotypes homozygotes et 
heterozygotes. Ces clerniers presentent en outre 
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deux ou trois bandes, pour un seullocus, selon 
la structure monomere (EST) ou dimere (MDH, 
PGI) des enzymes reveles (Pasteur et al., 1987). 
L'electrophorese sur gel d'acetate de cellulose 
revCle pour les systemes enzymatiques esterase 
et malate deshydrogenase un polymorphisme 
beaucoup plus important que celui reveIe par 
isofocalisation en gel polyacrylamide qui a 
ete applique prealablement a un nombre equi­
valent ou superieur de nematodes a kystes des 
cereales (Ibrahim et Rowe, 1995; Romero et al., 
1996). L'analyse de femelles individuelles et des 
frequences alle1iques donnerait une meilleure 
interpretation de la structure genetique de la 
population echantillonnee (Bossis et Rivoal, 
1989; Lassene et al., 1996). Elle permettrait de 
verifier si la differenciation intraspeciflque ob­
servee chez H avenae et chez H filipfevi, en 
particulier pour l'esterase, resulte reellement 
frequences alleliques ou de la production ine-

d'enzymes par des femelles de taille diffe­
rente. L'etude limitee a 25 individus pounait ne 
pas etre forcement representative de la diversite 
totale intraspedfique. Lne possible derive gene­
tique pounait naltre dans les populations d'ele-
vage depuis plusieurs generations. 

II est cependant manifeste que la revelation 
de ces trois enzymes assure une nette differen­
dation des especes de nematodes a kystes des 
cereales et des graminees. Peu couteuse et 
Ie a mettre en oeuvre, cette technique s'avere 
utile pour l'identification de ces especes dans 

pays qui ne sont pas encore equipes en 
materiel d'analyse moleculaire. 
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