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RESUME

Nous présentons ici la mise au point chez I'abeille d'une méthode neuroanatomique appliquée a
I'étude de I'organisation de la voie afférente antennaire par migration axonale passive d’ions cobalt. Des
résultats préliminaires sont donnés a titre d’illustration.

INTRODUCTION

Les recherches que nous poursuivons sur I’abeille visent a analyser, dans des
buts a la fois fondamentaux et appliqués, les mécanismes a la base des systémes de
communication chimique, aussi bien intraspécifiques (par les phéromones) qu’in-
terspécifiques (par les allomones et/ou les kairomones), par l'utilisation conjointe
d’approches expérimentales complémentaires : comportementales (PHAM et MAs-
SON, 1982), neurophysiologiques (MASSON, 1982; ARNOLD et MAsSSON, 1980) et
anatomiques (MASSON, 1982; ARNOLD et MAssON, 1981, 1983).

Dans cette courte note sont rapportées uniquement les données relatives a la
mise au point sur I’abeille d’'une méthode d’analyse neuroanatomique appliquée a
Pétude de ’organisation de la voie.afférente antennaire. Quelques résultats prélimi-
naires sont présentés a titre d’illustration.

Les milliers de sensilles, en majorité olfactives, de I’antenne d’ouvriére sont
innervées chacune par piusieurs neurones sensoriels. Par conséquent quelques
dizaines de milliers d’axones sensoriels par antenne, vont transmettre les informa-
tions chimiques de I’environnement jusqu’au cerveau ou elles seront traitées et
intégrées (MASSON et BROssSUT, 1981). Ces axones constituent la partie sensorielle du
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nerf antennaire et sont distribués au niveau du premier relais de la voie afférente
antennaire, le deutocérébron, ou ils convergent sur les terminaisons des ramifica-
tions dendritiques de quelques milliers de deutoneurones avec lesquels ils entrent en
contacts synaptiques au niveau d’aires neuropilaires caractéristiques, les glomérules;
ces structures identifiables sont donc induites par la convergence du systéme
(MassSoN, 1972, 1977, chez la fourmi et la guépe; PARETO, 1972 et Suzukl, 1975, chez
I’abeille).

Au sein de 1a population des deutoneurones on distingue deux types de cellules,
d’une part les interneurones locaux strictement confinés a I'étage deutocérébral,
d’autre part les deutoneurones dits « relais » dont les axones se dirigent vers d’autres
centres nerveux.

Il va donc de soi que pour comprendre les bases du fonctionnement de
I’ensemble du systéme olfactif, il est indispensable de connaitre parfaitement
I’organisation de cet étage chez I’adulte et d’analyser finement la mise en place de
la connectivité entre les neurones impliqués (donc des glomérules) au cours de
I’ontogénése, pendant le développement nymphal.

MATERIEL

La mise au point de la technique de marquage a été effectuée sur des abeilles de race italienne Apis
mellifica ligustica L. dont les colonies ont été génétiquement homogénéisées par insémination artificielle
des reines avec le sperme de leurs fils ou de leurs fréres de fagon & obtenir des ouvriéres ayant un
coefficient de parenté élevé (0,75 a 0,875 dans les travaux effectués ici).

Les expériences ont porté a la fois sur des abeilles adultes (ouvriéres et males) et au cours du
développement post embryonnaire sur des nymphes d’ouvriéres.

Afin de disposer de nymphes d’dge parfaitement connu, nous avons maintenu une des reines
inséminées artificiellement, pendant 24 heures, sur un rayon vide de tout couvain sur lequel elle a pondu.
A partir du 12¢ jour aprés la ponte de I'ceuf, la métamorphose ayant eu lieu, des nymphes d’age identique
ont été prélevées quotidiennement et étudiées d’un point de vue structural.

METHODE

® Principe

La topographie des projections des afférences antennaires est analysée a partir de marquages
cellulaires effectués par applications de chlorure de cobalt 4 une extrémité sectionnée d’'une des deux
antennes de I'animal vivant; les ions cobalt effectuent une migration axonale passive depuis la périphérie
du systéeme jusqu’a leurs cibles dans le systéme nerveux central (TYRER et ALTMAN, 1974). On admet
généralement — bien que le principe exact ne soit pas encore connu — que les ions cobalt franchissent
la fente synaptique entre les neurones successifs selon un processus « d’uptake » membranaire localisé au
niveau du neurone postsynaptique (STRAUSFELD et OBERMAYER, 1976), ce qui permet de suivre histologi-
quement le trajet de 'information afférente.

® Protocole

Chaque abeille (nymphe ou adulte) est immobilisée et maintenue a 1’étuve a 33 oC pendant toute la
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durée de migration du cobalt. L’antenne droite et le systéme afférent droit font I'objet de I'analyse, les
cing articles distaux du funicule antennaire étant sectionnés; I'antenne gauche et le systéme afférent
gauche restant intacts serviront de référence. Un tube cathéter empli d’une solution de chlorure de cobalt
a 5 % dans du Ringer pour abeille vient coiffer 'extrémité sectionnée de I'antenne.

La migration axonale passive s’effectue pendant 16 heures a la température de 33 °C ou a la
température ambiante; elle est suivie d’'une rapide prédissection effectuée dans le Ringer. Le cerveau est
alors plongé pendant 4 minutes dans une solution de sulfure d’ammonium qui provoque un précipité noir
de sulfure de cobalt. Cette opération est suivie de plusieurs ringages au Ringer, de la dissection fine des
tissus nerveux et de la fixation par le Bouin alcoolique. Aprés déshydratation les piéces sont orientées et
incluses dans du polywax a 57 oC; les coupes sériées de 5 a 7 um sont colorées sur lames selon la méthode
de TimM (TYRER et BELL, 1974) qui permet de contraster les structures marquées au sulfure de cobalt au
moyen d’une intensification par les sels d’argent. Les analyses des coupes histologiques sont effectuées
directement au microscope optique et sur clichés photographiques a divers grossissements.

RESULTATS PRELIMINAIRES ET DISCUSSION

L’application d’une telle méthode a I’abeille s’est révélée fructueuse puisqu’elle
a permis, d’une part d’analyser chez 1’adulte (ouvriére et male), les cibles de
projection des axones sensoriels dans le systéme nerveux central et, d’autre part
d’étudier chez les nymphes d’ouvriéres la mise en place temporelle des connexions
synaptiques entre les neurones sensoriels et les deutoneurones. Les résultats ainsi
obtenus sont publiés en détail par ailleurs (ARNOLD et MASSON, 1983 ; ARNOLD ef al.,
1983; MAssON, 1982).

1. Chez l'adulte

e OQuvriere (voir figure 1)

L’organisation générale du lobe antennaire du deutocérébron est tout a fait
comparable 4 celle décrite chez les insectes sociaux (abeilles, guépes et fourmis) en
utilisant d’autres méthodes de coloration du systéme nerveux. Les axones du nerf
antennaire ont été sélectivement marqués par les ions cobalt et sont colorés en noir
aprés intensification. Ils se dirigent vers les glomérules ou ont lieu les synapses avec
les deutoneurones qui sont donc également marqués par le cobalt. La structure des
glomérules est tout a fait caractéristique avec une couche corticale fortement colorée
oli sont réparties les connexions synaptiques; ils sont de forme ovoide et de volume
assez homogéne.

Les axones des deutoneurones relais sont également marqués en noir, ce qui
permet de visualiser directement leurs trajets jusqu’a leurs cibles de projections dans
d’autres régions du systéme nerveux central (protocérébron et ganglion sous-ceso-
phagien).

C’est essentiellement au niveau de I’analyse de la distribution spatiale de ces
axones des neurones de deuxiéme ordre que la technique de marquage au cobalt
décrite a permis d’apporter des données intéressantes et nouvelles comparées a celles
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précédemment publiées. C’est ainsi qu’a été mise en évidence une voie deutocéré-
brale contralatérale constituée d’un faible nombre de fibres. Il a en outre été possible
de mettre en évidence I’existence d’un faisceau direct entre le deutocérébron et le
lobe latéral du protocérébron qui vient renforcer ’hypothése du role important que
semble jouer cette région du protocérébron dans le traitement des messages olfactifs.
Ces résultats sont détaillés et illustrés par ailleurs (ARNOLD et al., 1983).

FIG. 1. — Coupe sagittale dans le deutocérébron d’'une ouvriére adulte.

Le cobalt a migré le long des axones du nerf antennaire (NA) qui sont colorés en noir. Cette technique
permet de mettre en évidence la topographie des différents faisceaux (F) et des cibles de projections des
axones sensoriels dans la zone corticale (C) des glomérules (G), ou ont lieu les connexions synaptiques
avec les dendrites des deutoneurones.

FiG. 1. — Sagittal section of the deutocerebrum in an adult worker.

There is a passive migration of cobalt ions along the axons of the antennal nerve (NA) which are
black stained. This technic allows to show the topography of the different branches (F) and of the central
targets of the sensory axons in the cortical layer (C) of the glomeruli (G), where take place the synaptic
connexions with the dendrites of the deutoneurons.

FiG. 2. — Coupe frontale dans le deutocérébron d’un madle adulte.

I existe chez le male des glomérules hypertrophiés (ou complexe macroglomérulaire : MG) qui sont
trés vraisemblablement le lieu de projection des informations phéromonales.

F1G. 2. — Frontal section of the deutocerebrum in an adult drone.

In drones, there are macroglomeruli (MG) which are very likely the sites of primary projection of
pheromonal messages.

e Maile (voir figure 2)

Notre analyse a pour I’instant principalement porté sur I’organisation spatiale
des glomérules. Il apparait que leurs formes et dimensions sont beaucoup moins
homogénes que chez 'ouvriére.

Nous avons pu également mettre en évidence l’existence de trois masses
sphériques de dimensions importantes constituées chacune de sous-unités gloméru-
laires. Ces structures particuliéres doivent correspondre a ce qui a été récemment
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décrit sous le terme de « macroglomérule » ou de « complexe glomérulaire » chez
d’autres espéces d’insectes (BOECKH et al., 1977; CHAMBILLE et al., 1980; HILDEBRAND
et al., 1980) et qui représente un dimorphisme sexuel ou les informations sexuelles
émises par la femelle de I’espéce sont spécifiquement traitées (MAsSSON et BROSSUT,
1981).

2. Chez la nymphe

La méthode a permis d’analyser directement, au niveau spatial, le décours
temporel de la mise en place des synapses entre les axones des neurones sensoriels
et les dendrites des deutoneurones (figurées par les glomérules deutocérébraux). En
effet, comme I’ont récemment montré BASSEMIR et STRAUSFELD (1983), les ions cobalt
franchissent les synapses et sont récupérés par les neurones postsynaptiques dans
lesquels ils continuent leur migration.

C’est & partir du troisiéme jour de la période nymphale que les premiéres
connexions apparaissent. L’organisation spatiale des glomérules est comparable a

celle de I'insecte adulte dés le septiéme jour de la vie nymphale, c’est-a-dire trois
jours avant ’émergence.

INTERET DE LA METHODE

Utilisé en migration axonale passive, le chlorure de cobalt permet d’obtenir a
partir d’'une application périphérique localisée au niveau de ’antenne sur I’animal
vivant des marquages sélectifs de la voie afférente a ses divers étages du systéme
nerveux central.

Le fait que les ions cobalt traversent les synapses conduit & une visualisation
globale du systéme beaucoup plus compléte que les autres techniques précédemment
utilisées, telles par exemple ia dégénérescence sélective (PARETG, 1972) ou I'injection
d’une substance fluorescente (Suzukl, 1975).

L’analyse plus fine des neurones individualisés et de leurs processus nerveux
demande un marquage cellulaire sélectif; nous appliquons actuellement a I’abeille
une telle méthode mise au point pour ’analyse du systéme visuel de la mouche
(STRAUSFELD et HAUSEN, 1977), en injectant directement, a ’aide d’une micropipette,
le chlorure de cobalt dans le neuropile deutocérébral. L’utilisation conjointe de ces
deux méthodes de marquage semble devoir conduire 4 une description fine de la
connectivité des réseaux neuroniques impliqués dans le traitement des informations
olfactives antennaires dont nous analysons simultanément les caractéristiques fonc-
tionnelles chez I'abeille.
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SPATIAL ORGANIZATION OF THE SENSORY ANTENNAL SYSTEM
IN THE BEE BY USING A COBALT IONS MARKING METHOD

INTRODUCTION

Our basic and applied research on the bee was developed to understand the neural basis of
intraspecific (pheromones) and interspecific (allomones, kairomones) chemical communication, using
combined and complementary experimental methods : behavioural (PHAM and MassoN, 1982) neurophy-
siological (MAssON, 1982; ARNOLD and MASSON, 1980) and anatomical (ARNOLD and MASSON, 1981, 1982;
MaAssoN, 1982).

In this note we are reporting preliminary data related to the adjustment of a neuroanatomical
marking method for the study of the organization of the antennal afferent pathways of the honeybee.

Each of the thousands of antennal sensilla (mainly olfactory) housed several sensory cells. Thus,
tens of thousands of sensory axons per antenna translate the chemical messages of the insect environment
to its brain where they are processed and integrated (MAssoN and Brossut, 1981). These axons
constitute the sensory part of the antennal nerve and are distributed directly to the first central relay of
the afferent pathway, the deutocerebrum. There they converge by means of synaptic connections onto
the dendritic processes of some thousands of deutoneurons at the level of specialized neuropilar areas :
the glomeruli. These identifiable structures are therefore induced by the huge convergence of the afferents
onto the efferent fibres (MassoN, 1972, 1977 in ants and wasps; PARETO, 1972 and Suzukl, 1975, in
honeybees).

Two types of deutoneurons are functionally identifiable : the local interneurons strictly confined to
the deutocerebral level and the output deutoneurons or relay deutoneurons, whose axons are going
towards the other specific regions of the central nervous system.

To understand the basic functional mechanisms of the olfactory system, it is necessary to know, as
well as possible, the general anatomy of this level in the adult, and to analyze in detail the successive steps
of the connectivity between the neuronal network (the steps of the development and mapping of the
glomeruli) in the course of ontogeny, during the pupal development.

INSECTS

The animals used for the present investigation were adult workers and drones, and pupae of Apis
mellifica ligustica L. To obtain workers with a high coefficient of refationship (0,75 and 0,875) the
colonies were genetically homogenized by artificial insemination.

To obtain known age pupae, we allowed the queen to lay in an empty comb for 24 hours. Pupae were
taken daily 12 days after egg-laying.

METHOD
Principle. The topography of the antennal afferent pathways has been studied by cellular marking
following localized application with cobalt chloride to the cut end of one antenna of a living bee.

There is a passive migration of cobalt ions along the neurons from the periphery to their targets in
the central nervous system (TYRER and ALTMAN, 1974). One generally admits that the cobalt ions cross
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the synaptic cleft according to an uptake located in the postsynaptic neuron (STRAUSFELD and OBERMAYER,
1976).

Experimental schedule. Insects (adult and/or pupa) are fixed in position and kept in an incubator
at 33 oC. The five distal segments of the right antenna are excised and the undamaged left antenna is
used as a control. A catheter tube filled with cobalt chloride (5% in Ringer) is used to cover the cut antenna.
The filling is accomplished in about 16 h at 33 oC or at room temperature. Then, the brain is quickly and
crudely dissected in Ringer solution and the cobalt ions are converted to cobalt sulfide (black precipitate)
by immersing the brain in ammonium sulfide for 4 mn. After several rinsings in Ringer, the brain is
finely dissected and fixed in alcoholic Bouin. Then, the pieces are dehydrated and embedded in polywax
at 57 oC. The serial sections (5-7 um) are intensified following the Timm’s sulfide silver method (TYRER
and BELL, 1974). The histological sections are then examined with a light microscope and on photographic
plates.

PRELIMINARY DATA AND DISCUSSION

The development and the application of this method to the honeybee has been very fruitful. Thus,
it has been possible to analyse in the adult (worker and drone) the different central targets of the sensory
axons and to study the temporal setting up of the synaptic connections between the sensory neurons and
the deutoneurons during the pupal development of the worker. The detailed results are described
elsewhere (ARNOLD and MASSON, 1982: MASSON, 1982; ARNOLD er al., 1983).

Adults

Worker : The general organization of the antennal lobe is closely similar to the description given for
social insects (honeybees, waps, ants) but using other marking techniques. The axons of the antennal nerve
were selectively filled by cobalt ions and stained black after intensification. They reach the glomeruli
and contact the deutoneurons which are also labelled by the cobalt. The glomeruli are very typical, they
have a darkly stained cortical layer where the synapses occurs, they are egg-shaped and their volumes are
relatively homogeneous (Figure 1).

The axons of the output deutoneurons are also stained black, and they can be traced to the different
centres in the brain (protocerebrum and suboesophageal ganglion).

This cobalt chloride staining technique has been especially fruitful for mapping the second order
neurons. By use of this technique a thin contralatera tractus in the deutocerebrum has been displayed. A
newly demonstrated direct bundle from the deutocerebrum to the lateral protocerebral lobe support the
hypothesis that this area is crucial for the processing of the olfactory informations. These results are
detailed and illustrated elsewhere (ARNOLD et al., 1983).

Drones : The spatial organization of the drone glomeruli, show that their shapes and sizes are less
homogeneous than they are in the workers.  Also, two large spherical structures composed of glomerular
subunits have been demonstrated (Figure 2). They are certainly equivalent to the similar structures
identified in other insects, called « macroglomerulus » or « macroglomerular complex » (BOECKH et al.,
1977; CHAMBILLE et al., 1980; HILDEBRAND ef al., 1980), which are sexually dimorphic areas, where the
chemical messages emitted by the female are mainly integrated (MassoN et Brossut, 1981).

Pupae : This method has allowed a direct spatial analysis of the temporal setting up of the synaptic
connections between the sensory axons and the dendrites of the deutoneurons (at the level of the
glomeruli).

As recently demonstrated by BASSEMIR and STRAUSFELD (1983) cobalt ions cross the synapses and are
recovered by the postsynaptic neurons where they continue their migration. The first connections appear
on the 3rd day of the pupal period. The general spatial organization of the glomeruli is very similar to
that of the normal adult on the 7th day of the pupal period (i.e. 3 days before emergence).

INTEREST OF THE METHOD

Used in passive axonal transport, the cobalt chloride dye can be applied to a localized area of the
antenna of the living insect as a selective marker for the afferent pathway at various steps in the central
nervous system.
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The cobalt ions cross the synapses and lead to a general overview of the system more complete than
previously described by using other methods, as for example the selective degeneration (PARETO, 1972) or
the injection of a fluorescent dye (Suzuki, 1975).

A more detailed description of individualized neurons and their processes require a selective filling
for each cell. To reach this goal, we are now modifying for the honeybees a method previously developed
for the study of the visual system of the fly (STRAUSFELD and HAUSEN, 1977). We inject cobalt ions
directly in the deutocerebral neuropile with a micropipette. By combining these two methods we hope
to obtain in the near future a very precise description of the relationship between the neuronal networks
involved in the processing of the antennal olfactory informations which we analyzed simultaneously the
functional characteristics in the honeybee.

Recu pour publication en novembre 1982
Eingegangen im November 1982
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