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RESUME

Les Basidiomycdtes Polyporacées, Figideporus lignosus ot FPhellinus
zorius, respectivement agent du pourridié blanc et agent du pourridie
brun, provoquent des pourriturss graves du systdme racinaire de 1'arbre
a4 caoutchouc, XHeves 2brgsfliensis Une étude Iine des interactions
hote-parasite nécessite, avant tout, um strict contrdle de 1'infection.
Le chapitre premier décrit la réalisation, en conditions contrdlées,
d'infections artificielles de Jjeunes Hévéa (clone GT1) par ces
champignons {respectivement souches 1 et 4). L'acquisition de cet outil
a favorisé les recherches histo-cytologiques de ces maladies. De ce
fait, les modalités de l'agression de 1'Hévéa par X JIZgnosus et 2
rorius, exposées dans le second chapitre, sont élucidées tant au plan
de 1la colonisation des tissus racinaires qu'su niveau de la
désorganisation des structures hétes.L'observation microscopique révéle
la deégradation de 1'ensemble des constituants des parois cellulaires
par chaque parasite, de méme que la déstabilisation du réseau
laticifére causant la coagulation interne du caoutchouc. L'Hévéa répond
cependant & ces attaques parasitaires par la mise en place de réactions
de deéfense, initiées tout au long du processus infectieux. La plus
remarquable, outre les phénoménes de lignification, de stinmulation de
l'actvité cembiale ou de dépots de callose, consiste en 1la
différenciation de nouveaux tissus, épargnés par 1'infection. La
description de ces réactions ainsi que la discussion au sujet de leur
role dans les interactions hdte-parasite. sont rapportées dans le
troisiéme chapitre.

ABSTRICT

Rigidoporus lignosus &xd Phellinus noxius. &re iwe BJasidisomrretous
S@il reot-rotiing fungi csusing severs damages iIn Hevea
brasiliensis gplantations. Host-parasite Interaciions were
Investigaied &% cellular level on infecised planits . The First
part of this paper deals wiith ariificial Incculsitioms o5
rRbber-irees under coniroled condiilions while the second part
Ceoniains icroscopical chservaitiocns on host aggressicn hr each
or these fungi., Ifocusing on different stages of Iinfeciion
Brocess ranging Irromx roel colepizaiion 3o degradasiiecn of cell
componrents. Hajor resulils concern pencirsiion of hryphse. c¢gll
wall allerations and lalexr cosgulation. Host defense 1is
described in itiae third pari of this presentsition. Resides
lignification. siiznilation of capbiuy gctiviir. wall
thickening sand callose deposiiion, the Rost remarksbls
reaction Fiffersniisted by H. brasiliensis is iissus neogenesis
leading to comparimenialisaition of the infected root. The rols
o these reactions in paihogenesis is alse discussed in this
chapier.



INTRODUCTION GENERALE



Parmi les maladies fongiques affectant le systéme raci-
naire des espéces végétales ligneuses, les pourridiés, syndrdme
pathologique caractérisé par une atteinte du cortex racinaire et
(ou)des tissus ligneux, constituent les attaques les plus graves
enregistrées de paf le monde.

L'agent causal parasite provoque une pourriture du
bois ; il appartient a des genres trés éloignés du point de vue
taxonomique (4rmillariella, Coriolus, Fomes, Ganoderma, Phellinus,
Polyporus, Poria, Rigidoporﬁs, Rosellina, Trametes, Ustulina,
etc...). Dans la majorité des cas, cependant, ils sont classés
parmi les Basidiomyceétes (familles des Polyporaceae et des Agari-

caceae) .

En région tempérée, le genre Fomes sévit de maniére im-
portante. En France (DELATOUR, 1977) et en Grande Bretagne (GREIG,
1976), Fomes annosus (Fr.) Cke infecte plus de trente espéces 1li-
gneuses dont de nombreuses gymnospermes ; aux Etats-Unis, c'est
un parasite grave de Pinus resinosa Sol. (SHIGO, 1975). Armilla-
riella mellea (Vahl) Quelet, agent du pourridié-agaric (CAMPBELL,
1934) est également dangereux ; outre les résineux, il ravage les
arbres fruitiers (GUILLAUMIN, 1977) et s'attaque 2 quelques plan-
tes herbacées telle que la Pomme de terre. Le genre Armillariella
existe de méme en zone tropicale et équatoriale (GIBSON, 1975 ;
MALLET et NICOLE 1984) ; son niveau d'agressivité est toutefois
plus faible.



En C6te d'Ivoire, a part Sphaerostilbe repens responsa-
ble des chancres du collet, les agents de pourridié les plus ré-
pandus sont Rigidoporus lignosus (K1.) Imazeki (ex  Fomes 1i-
gnosus) agent du pourridié blanc et Phellinus noxius (Corner)
G.H. Cunn (ex Fomes noxius), agent du pourridié brun. Bien que
trés polyphages, ces deux Polyporaceae sont surtout connues des

pPlanteurs et des pathologistes en raison des dégits qu'ils occa-
sionnent aux plantations d'Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de
Juss.) Muell Arg., Euphorbiacée exploitée en culture industrielle

pour la production du caoutchouc.

Si P. noxius en tant que parasite de 1'Hévéa a fait
1'objet de peu de travaux (GEIGER et al., 1981 ; NICOLE et al.,
1981 a et 1982 a ; NANDRIS et aZ.,'19831ﬂ R. lignosus, par con-
tre, a suscité 1'intérét de plusieurs chercheurs. BOISSON (1968 b,
1973 et 1983) entreprit une étude <n vitro de la morphogénése de
ce champignon. Il définit ainsi l'existence, chez R. lignosus, de
deux formes mycéliennes

- la forme A qui, cultivée sur milieu gélosé, est intrama-
tricielle. GEIGER (1975) a montré que cette forme, la
seule infectieuse, est capable de sécréter des laccases,
enzymes impliquées dans le processus infectieux du parasite.

- la forme B qui, cultivée sur milieu gélosé, est superfi-
cielle. Elle a le pouvoir de s'agréger en palmettes ou en
rhizomorphes. Ces derniers, dans la nature, servent essen-
tiellement a la propagation du champignon dans le sol.
Cette forme est considérée comme non infectieuse.

Certains aspects de la relation R. lignosus - H. brasi-
liensis ont par la suite été étudiés. GEIGER et «Z., (1976) ont
précisé la répartition des laccases fongiques et des peroxydases
h6tes dans les pivots d'Hévéa parasités, et tenté d'expliquer
leur r6le éventuel. NANDRIS et <l., (1981) ont montré, sur le plan
épidémiologique, le rdle déterminant d'une anoxie partielle du
sol dans la transformation mycélienne de la forme B (non infecti-
euse) en la forme A (infectieuse) et dans la pénétration de ces

filaments A dans les tissus racinaires de 1'hé6te.

Divers travaux ont é€galement €té réalisés en Malaisie
et a Sri Lanka (ex Ceylan), importantes régions hévéicoles du
sud-est asiatique. En effet, LIYANAGE (1977) et LIYANAGE et al.,



(1977) ont étudié la variabilité du pouvoir pathogeéne de R. 1i-
gnosus et le comportement de plusieurs clones d'Hévéa face & une
attaque de ce parasite,

Les données biochimiques acquises & ce jour au labora-
toire, (GEIGER et al., 19832 et b) cernent précisément certaines
phases de la pathogénése de ces deux agents de pourridié (produc-
tion d'enzymes extra-cellulaires Znvitro et <in vivo). D'autres
étapes néanmoins, méritent d'étre approfondies ; elles concernent
principalement les modalités de la pénétration des champignons
dans la racine, les processus de colonisation et de dégradation

-

des tissus hbtes et les réactions de la plante & ces agressions.

L'étude microscopique peut aider & appréhender ces événements.
Elle a été réalisée dans une certaine mesure, par PERIES et
IRUGALBANDARA (1973). Leur description du processus infectieux
de R. lignosus, limitée & des observations en microscopie photo-

nique, est cependant imprécise.

Compte tenu de la gravité de la maladie, de sa ‘menace
pour 1'économie hévéicole et de la méconnaissance partielle de
certains de ses aspects, j'al entrepris une étude biologique,
anatomo-pathologique et cytologique des pourritures des racines
d'H. brasiliensis en COte d'Ivoire. Cependant, devant 1'impossi-
bilité technique de réaliser ce travail sur du matériel IFigneux
8gé, i1 a été nécessaire de procéder a des infections artificiel-

les de jeunes plants d'Hévéa.

En collaboration avec NANDRIS du laboratoire de Phyto-
pathologie de 1'ORSTOM a Adiopodoumé, nous avons mis au point un
protocole d'infection artificielle qui est décrit au chapitre
premier de ce mémoire. Nantis de cette technique, des études fi-
nes en microscopie photonique et é€lectronique des processus in-
fectieux des deux agents de pourridié ont €été réalisées ; les
faits saillants en sont exposés dans le second chapitre. Enfin,
le chapitre trois présente des observations microséopiques sur
quelques réactions de 1'Hévéa a ces agressions fongiques.



QUELQUES RAPPELS SUR L'HEVEA ET SES PATHOGENES
A. L'héte : Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss)Mull. Arg

Originaire d'Amazonie, H. brasiliensis appartient & la
famille des Euphorbiacées, une des principales familles laticifé-

res du régne végétal. C'est un arbre élevé, a fleurs monoiques et
a feuilles glabres, et dont 1l'enracinement est pivotant ; le pivo
peut atteindre de 3 a 5 mé&tres de longueur. Des racines latérales
se développent au collet, formant le plateau racinaire.

D'une facon générale, la fécondation croisée est la
régle. L'autofécondation, cependant, est possible a des degrés
variables suivant les individus. Les 7 millions d'hectares actuel
lement cultivés dans le monde, proviennent d'une vingtaine de
plants récoltés au Brésil il y a plus de cent ans. La multiplica-
tion et les croisements de ces 20 plants sont & l'origine de tous
les clones connus, constituant chacun au plan génétique une fa-
mille illégitime. Les populations africaines d'Hévéa sont ainsi
issues de graines dont on ne connait que le géniteur femelle.

La contribution de la Céte d'Ivoire aux superficies hé-
véicoles du globe est faible (moins de 1 %). Les plantétions, re-
groupées essentiellement dans la zone tropicale humide au sud du
pays, sont partagées entre les exploitants industriels (SAPH et
SOGB) et les plantations villageoises. La production annuelle glc
bale st'éleve a pres de 20.000 tonnes de caoutchouc naturel.

Sur le marché mondial, celui-ci occupe une place impor-
tante face a ses concurrents de synthése, surtout depuis la crisec
énergétique de 1973 a l'origine d'un accroissement du cofit des
.matiéres premi&res. Avec un marché potentiel équivalent a 50 % du
marché des élastoméres, la position du caoutchouc naturel apparai

donc bien assurée.

B. La pathologie de 1'Hévéa

Comme toute culture monospécifique, celle d'H, brasi-
liensis, encourt les risques potentiels d'une épidémie a grande
échelle. A tous les niveaux, les organes de 1'Hévéa sont suscep-
tibles d'attaques parasitaires d'origine fongique.



1. Les organes aériens

Les maladies du feuillage les plus répandues en Afrique
et dans le sud-est asiatique sont imputables aux genres Oo<d<um
(heveae), Colletotrichum (ficus et heveae), Helminthosporium
(heveae) et Gleosporium sp. . Des traitements connus limitent leur
extension. En Amérique du Sud, toutefois, sévit un parasite ex-

trémement grave, Microcyclus ulei (Ascomycétes) capable de provo-

quer une défoliation foudroyante des arbres en plantation. Il est
actuellement inconnu des autres régions hévéicoles du reste du

monde.

Au niveau du tronc, les chancres du panneau de saign€e,
provoqués par Phytophthora palmivora, ainsi que la maladie des en-
‘coches séches, dont la cause est mal connue, constituent les deux problémes
majeurs. A un degré moindre, les genres Ceratocystis, Ustu-
lina et Marasmius peuvent également causer des altérations du
tronc. A part la maladie des encoches séches, des traitemeﬂté

permettent de limiter la gravité des autres attaques.

2. Le systéme racinaire

Les agents de pourridié sont a l'origine des atteintes
les plus importantes du systéme racinaire de 1'Hévéa. Au colilet,
Sphaerostilbe repens est responsable de la pourrtiture v1olette
du bois. Les fissures qu'il engendre au niveau de''l'écorce’ "favo-
risent un €coulement du latex qul se coagule au contact de l'air.
En Cote d'Ivoire, cette maladie n'entrave cependant pas la pro-

duction de caoutchouc.

Armillariella mellea, agent du pourridié agaric, colo-
nise également les zones corticales des racines. Jamals signalée
sur H. brasiliensis en (C6te d'Ivoire, sa présence a été rapportée
au Cameroun et au Congo. Avec Ganoderma pseudoferreum, agent du
pourridié rouge, ce sont des parasites dangereux de 1'Hévéa en

Afrique Centrale.

Les plus redoutables, cependant, concernent Rigidopo-
rus lignosus agent du pourridié blanc et Prell<inus noxius agent
du pourridié brun, connus de longue date en Céte d'Ivoire.
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C. Diagnose des pourridiés causés par R. lignosus et P. noxius

1. R. lignosus

R. lignosus, se révéle sur les racines par la présence
de cordons mycéliens ou rhizomofphes de couleur blanche. Ceux-ci
peuvent s'anastomoser pour former un réseau dense trés ramifié.
La présence de carpophores 2 la base du tronc confirme l'attaque
du systéme racinaire. L'apparition de symptfmes foliaires (déco-
loration et dess&chement des feuilles) traduit, en Afrique du
moins, la mort proche de 1l'arbre. L'examen des racines révéle
alors une pourriture blanche du bois. Celle-ci, normalement séche,
évolue quelquefois en une pourriture humide par suite d'une surinfec-
tion par certains micro-organismes quili accompagnent R. lignosus
dans les tissus. Dans le cadre d'une pourriture s&éche, le bois
détruit dégage une odeur agréable de champignon frais.

La propagation du parasite s'effectue soit par voie vé-
gétative, déplacement des rhizomorphes dans le sol, soit, plus ra-
rement, par voie générative grice aux basidiospores produites par

le carpophore.

La contamination des Hévéa a lieu soit au contact de
débris ligneux (souches - endains) présents dans (sur) le terrain
aprés défriche manuelle de la forét, soit par les rhizomorphes,
qui se propagent dans le sol.

2. P, noxius

Le pourridié brun est 1l'une des maladies les plus lar-
gement distribuées sous les tropiques. L'agent causal, P. noxius
est extrémement polyphage.

Tout comme pour R. lignosus, aucun Symptdme externe précoce
sur les organes aériens ne permet de soupconner la présence du
parasite. Les racines attaquées par P. noxius sont recouvertes
d'une crofite noiratre, de 3 2 4 mm d'épaisseur dans laquelle
sont inclus des particules terreuses et des grains de sable.
Cette masse, adhérant fortement 2 la racine, est parcourue par
des filaments mycéliens qui sécretent un mucilage assurant la

cohésion de 1'ensemble.
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L'observation des racines malades révéle un bois mou-
cheté, traversé de fissures noires et brunes ; la pourriture en-

gendrée est également blanche et séche.

Ce parasite ne forme pas de rhizomorphes identiques a
~ceux de R. lignosus. Si propagation il y a, elle ne se fait que
par voie générative. La contamination des plantes hdtes ne s'ef-
fectue que par contact direct entre les racines et le foyer pri-
maire. Dans les jeunes plantations, il y a donc moins de danger
d'extension rapide de la maladie, contrairement & R. lignosus.



‘MATERIELS BIOLOGIQUES ET METHODES

12
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A. LES MATERIELS BIOLOGIQUES

1. L'héte

Les graines d'Hevea brasiliensis, famille illégitime
GT1, sont récoltées, fin ao0t, dans les plantations expérimentales
de 1'IRCA.

- Compte tenu de la faible durée du pouvoir germinatif de
ces graines - 3 a 4 semaines en moyenne - une technique de con-
servation a €té mise au point afin de pouvoir réaliser des inocu-
lations selon besoin. Des différents essais (sous azote, sous (0.,
sous vide, au froid a 4°C en atmosphére saturée en eau ou déshy-
dratée), celui & 4°C en atmosphere saturée a donné les meilleurs
résultats, a savoir plus de 60 % de germinatidn aprés 5 mois de

conservation.

Aprés la récolte, ou a l1l'issue de la conservation, les
graines sont mises a germer en bacs de sable humide. Au bout de
15 jours, les plants sont repiqués en bacs de végétation, puis

‘infectés a 1'4dge d'un mois.

2. Les champignons parasites

Les souches de R.lignosus (nS1) et P.noxius (n°4) isclées a partir
de pivots d'H. brasiliensis naturellement parasités, ont €té ré-
coltées respectivement: dans les plantations de 1'IRCA (région
d'Abidjan) et dans celle de la SOGB (Sud-Ouest de la Cote d'Iv01re)

-

Elles sont cultivées a l'obscurité a 28°C en boite de Pétri sur

~

milieu malté (DIFCO) a 2 % et gélosé a 2

o
.

B. REALISATION EXPERIMENTALE DES CONFRONTATIONS HOTE-PARASITE

Cette technique a été mise au point par NANDRIS et al.
(1983 a).

1. In vitro

Deux types d'essais ont €té réalisés
a) en tube de verre : au fond de chacun des tubes (¢ = 3 cm,

9

L = 30 cm) sont coulés 15 ml d'un milieu malté et gélosé a 2 % ;

-

ltensemble est stérilisé 1 heure a 110°C. Les tubes sont ensuilte

! -
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ensemencés d'un implant mycélien de 5 mm de diameétre, prélevé a
la périphérie d'une culture du champignon 4gé de 5 jours. Aprés
10 jours de colonisation du culot malté on apporte, par tube,
soit 30 ml d'un milieu KNOP gélosé‘é 0,8 % coulé a la température
de surfusion, soit un volume identique'de terre stérile humide.
Une graine décortiquée, ayant germé sur coton stérile, est alors

déposée dans chaque tube.

b) en fiole de Roux : dans cette expérience, 1'inoculum est
apporté sous forme de 4 blchettes déposées au fond de la fiole
(Vol. = 500 ml). Celle-ci est alors remplie jusqu'au goulot de
terre stérile humide ou de vermiculite humidifiée & 1faide d'une
solution de KNOP. La graine germée est déposée dans le goulot a
la surface du substrat. '

Ces tubes et ces fioles sont disposés dans une enceinte
climatique a la température constante de 28°C et soumis a une al-
ternance de 12 h. d'éclairement et 12 h. d'obscurité. Le taux
d'humidité relative de 1'air (100 %) est obtenu et maintenu par
de fréquentes brumisations d'eau. La durée de 1l'expérimentation
est de 3 mois.

2. In vivo

Les expérimentations sont réalisées sous serre dans des
bacs de végétation en béton de 1 m3. Une couche de gravier de
5 cm d'épaisseur, déposée dans le fond du Bac, facilite 1'écoule-
ment de 1l'eau par un tuyau de drainage. Les bacs sont remplis
avec de la terre prélevée dans la forét du Banco (région d'Abidjan).

a) Modes d'inoculation

- 1'inoculum naturel

I1 est constitué de pivots d'H. brasiliensis infectés
naturellement en plantation. Selon le type d'expérimentation ces
pivots sont

. soit utilisés tels quels en lés enfouissant verticalement
jusqu'au collet dans la terre des bacs. Les plantes sont ensuite
disposées en couronne au contact du pivot.

. soit trong¢onnés en rondelles de 5 cm d'épaisseur. Apres

examen, seules les portions de bois bien infectées sont retenues



15

et disposées sous la terre, a 30 cm de profondeur en une couche
homogéne. Les plants sont alors repiqués dans le bac. Dans ces
conditions, le poids de bols parasité apporté a chaque plant est

de 500 g. environ.

- l'inoculum expérimental

Des fragments de bois frais de branches d'Hévéa (8 cm
de longueur sur 1,5 cm de diamé&tre) sont disposés dans des fioles
de Roux de 1 litre contenant 100 ml d'eau. Chaque fiole, compre-
nant environ 45 blichettes, est autoclavée 1 heure a 110°C, puis
ensemencée a l'aide de 8 implants mycéliens (¢ 5 mm) prélevés a
partir d'une culture du parasite 4gée de 5 jours. L'incubation
est réalisée dans une chambre de culture a 28°C pendant 1 mois
et demi, 5 et 11 mois pour R. lignosus et 3, 5 et 10 mois pour
P. noxius. L'infection . de la plante est effectuée en disposant
5 blchettes parasitées, contre le pivot, 3 20 cm de 1la surfacg

du bac. Le poids de bois parasité apporté par plante est de 60 gr.

Des plantes non infectées et des plantes dont le pifbt
est entouré de 5 blchettes non infectées servent de témoins 2a
ces essais.

'b) Mesures et .contréle du taux d'humidité de la terre

des bacs

Les caractéristiques du dispositif expérimental sont
décrites dans la figure 1. Afin d'homogénéiser pour chacun des
bacs les paramétres physiques et hydrodynamiques du matériau sol,
la terre est apportée en lits successifs de 20 cm d'épaisseur
puis saturée en eau pendant une semaine. La mesure de 1'humidité
volumique du sol (HV) est réalisée sur tout le profil du bac 2
1'aide d'une sonde & neutrons de type Solo 20. Le taux d'humidité
retenu pour l'expérience est alors obtenu, au niveau oli sont si-

tuées les bfichettes-inoculum, par apports en eau modulés en
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fonction des données de la sonde. Durant toute la durée de 1l'es-
sai, la mesure et le contrSle de HV sont réalisés trois fois par
semaine (figure 2).

Le préalable technique de caractérisation des paramétres hydro-
pédologiques et neutroniques de la terre (COUCHAT, 1974) ainsi
que ces mesures & la sonde ont été réalisées par le laboratoire
des Radioisotopes du Centre ORSTOM d'Adiopodoumé.

B e
* motif hv=14 217

maintenance de |'humidité de la terre au
niveau de la zone d’infection (-20cm)

16+

12 . temps
{mois)
1 2 3
Figure 2 : Maintien, au cours du temps du niveau de

1'humidité volumique (HV)de la terre d'un
bac par des apports modulés en eau
(Motif HV = 14 £ 1 %)

c) Evaluation du niveau de l'attaque
Pour chaque plante, 1'évaluation du niveau de 1'attaque
parasitaire et 1l'attribution de la note phytosanitaire qui en découle, résul-

tent d'un examen macroscopique du systéme racinaire, d'un examen
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1 NOTE APPRECIATION DE LA CGRAVITE DE L'ATTAQUE
0 Aucune trace mycélienne
1 Filaments mycéliens non agrégés
% 2 Rhizomorphes
§ 3 Rhizomorphes + Pénétrations ponctuelles
E 4 Rhizomorphes + Nécrose localisée visible & 1l'ceil nu
n 5 Rhizomorphes + Pourriture partielle du pivot ¢ 20 %
§ 8 Rhizomorphes + Pourriture partielle du pivot de 20 & 50%
8 7 Rhizomorphes + Pourriture du pivot » 50 %
§ 8 Symptdmes foliaires de la maladie
a 8 Mort de la plante
0 Aucune trace mycélienne
1 Début de manchon mycélien
2 Manchon mycélien constitué
3 Manchon + Pénétrations ponctuelles
é 4 Manchon + Nécrose localisée visible & 1l'oeil nu
S 5 Manchon + Pourriturs du pivot < 20 %
§ B Manchen + Pourriture du pivot de 20 & 50 %
E 7 Manchon + Pourriture importante y 50 %
E 8 Symptdmes foliaires de la maladie
9 Mort de la plante
TABLEAU I Barémes phytosanitaires

En fonction du degré de sévérité de 1'attagque,

~

une note est affectée & chacun des plants

soumis & l'examen, au terme de l'expérience.
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cytologique de coupes de racines colorées au bleu coton ainsi que
d'une révélation enzymatique de la laccase fongique dans les tis-
sus de 1'h6te (GEIGER et al. 1976). Ce dernier test, réalisé en
incubant pendant 20 h. les portions de racines dans le milieu
réactionnel de l'enzyme, permet en effet de révéler de facon
exhaustive les pénétrations ponctuelles d'une racine, difficile-
ment décelables au microscope.

Le baréme phytosanitaire présenté dans le tableau I
rend compte de l'ensemble de ces données.

C. PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL POUR LES OBSERVATIONS
MICROSCOPIQUES

Ces observations sont réalisées aux microscopes photoni-

que, €lectronique a transmission et électronique a balayage.

1. La microscopie photonique (MP)

Les racines infectées sont récoltées puis fixées "in
toto'" au FAA, formol-acide acétique - alcool éthylique (50/30/90;
v/v/v), de quelques heures & plusieurs jours. Apres fragmentation
en morceaux de 3-4 mm®, les échantillons sont déshydratés progres-
sivement & l'alcool éthylique puis inclus dans la paraffine a 60°
(Merck) . Des coupes sériées, de 6 2 15 un d'épaisseur, sont réa-
lisées au microtome de Minot. Aprés déparaffinage de ces coupes,
le parasite est localisé dans les tissus par la coloration au
bleu de picroaniline-safranine (CARTWRIGHT, 1927) ou par celle
de Pianese III B (VAUGHAN, 1914). Aprés avoir été montées sur
lame, les coupes sont examinées au microscope Leitz Orthoplan
€¢quipé d'une chambre photographique 24 x 36 mm. Des tests histo-
chimiques (tableau II) ont été pratiqués sur des coupes de maté-
riel végétal frais, obtenues a 1'aide d'un rasoir, ou des coupes
de matériel végétal congelé, obtenues a 1'aide d'un microtome 2

congélation.

2. La microscopie €lectronique & transmission (MET)

Les techniques classiques de préparation du matériel

végétal en vue de 1l'observation en microscopie €lectronique



METHODES

UTILISATIONS

REFERENCES

Rouge de Rhuthenium
Méthode de RAWLINS
Scudan IIIB

Bleu d'aniline en microscopie
a fluorescence

Test de WIESNER
(phloruglucine - HC1

Test de MAULE
Chlorure ferrique

VPer chlorure de fer

Gualacol + H202

Coloration des substances pectiques
Coloration des celluloses
Coloration du liége

Identification de la callose

Caractérisation des lignines de type coniferaldéhyde

Caractérisation des lignines & noyau gualacyl

Mise en évidence des tannins

Mise en évidence des phénols

Mise en évidence d'une activité peroxydasique

JOHANSEN, 1840
LANGERON, 1942
SHERWOOD et VANCE, 1978

ESCHRICH et CURRIER, 1964

JENSEN, 1962

BRAUNS et BRAUNS, 1952
REEVE, 1958

SASS, 1958

GEIGER et al., 1976

TABLEAU II

: Tests histochimiques utilisés en microscopie

photonique.

07
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(HALL, 1978) ont été modifiées pour étre adaptées a 1'Hévéa et
ses parasites racinaires (DICKENSON, 1969).

a) Fixation

- le matériel vivant : des plantes 4dgées de 1 a 5 mois, et in-
fectées par 1l'un.des deux parasites, sont prélevées et immédiate-
ment immergées '"in toto', dans une solution de glutaraldéhyde
utilisée a 2,5 % dans un tampon cacodylate de sodium 0,1 M, pH
7,2, pendant 4 heures. Les racines sont par la suite fragmentées
dans le méme fixateur en petits morceaux de 1 a 2 mm®, maintenus
2 h. dans ce fixateur puis abondamment lavés avec la solution

tamponnée. .

-~

- le matériel inerte : dans le.but de suivre la biodégradation
du bois d'Hévéa par les deux agents de pourridié, des bfichettes
d'Hévéa de 30 x 10 x 2 mm ont été faconnées a partir de pivots
sains prélevés en plantation. Chaque blchette est déposée sur
billes de verre au fond d'un erlenmeyer de 200 ml contenant 25ml
dt'eau distillée. L'ensemble est stérilisé 1 h. a 110°C puis ense-
mencé d'un implant mycélien de 5 mm de diamétre prélevé a la pé-
riphérie d'une préculture gélosée de 1'un des deux parasites.
Tous les 8 jours pendant 1 mois, puis tous les 15 jours jusqu'a
8 mois, les blchettes sont recueillies, nettoyées de toutes tra-
ces mycéliennes superficielles et débitées en fins copeaux de
0,1 a 0,5 mm d'épaisseur. Ceux-ci sont fixés

. soit 2 h. dans le glutaraldéhyde tamponné, a 2,5 %

« soit 2 h. dans une solution de permanganate de potassium
(KMn0,) 3 2 % dans 1'eau (BLAND et aZ., 1971 ; '
CZANINSKI, 1979) la déshydratation suivant immédiate-
ment.

N

Apres la fixation aldéhydique les fragments racinai-
res sont post—fixéé avec le tétroxyde d'osmium en solution a 1%
dans le tampon cacaodylate de sodium 0,1 M, pH 7,2. Le temps
d'action est de 2 h. Cette double fixation, conseillée par HESS
(1966) pour 1'étude ultrastructurale de racines infectées par
les champignons, ainsi que celle au KMnOs, sont effectuées a
température ambiante du laboratoire (24°C).
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b) Inclusion

Aprés déshydratation dans les bains d'alcool éthylique
de concentration croissante et passage dans deux bains d'oxyde
de propyléne, les échantillons sont inclus

+ soit dans 1'Epon 812 selon le procédé utilisé par LUFT
(1961) ;

soit dans l'araldite selon la technique proposée par
GLAUERT (1875).

Des inclusions sont également réalisées dans une résine

de faible viscosité, ERL 4206, aprés déshydration & 1l'alcool,
d'aprés la méthode décrite par SPURR (1969).

Dans les trois cas, les temps d'imprégnation sont longs

-~ -

(5 a2 24 h.,) et ont lieu a température variant de 25 a 40°C. La

-

polymérisation des blocs s'effectue a 60°C durant 72 h.

c) Coupes

Elles sont réalisées avec des couteaux de verre ou de
diamant, montés sur un ultramicrotome LKB. Les coupes fines sont
recueillies et disposées sur des grilles sans support en cuivre
de 200 mesh ou en or de 200 mesh pour la détection des polysac-

charides.

d) Contrastes

La double coloration, acétate d'uranyle - citrate de
plomb, a été réalisée. L'acétate d'uranyle est employé a 5 % dans
1'eau distillée, 15 min. a température ambiante et le citrate de
plomb est utilisé selon la technique de REYNOLDS (1963). Pour la
détection des polysaccharides,il a été fait appel a la réaction
P.A.T.Ag (THIERY, 1967) dont les principales étapes sont les sui-

vantes

- acide periodique a 1 % dans 1l'eau distillée durant 30 min,

'

lavage a 1l'eau,

thiocarbohydrazide (TCH) a 0,2 % dans l'acide acétique a
20 % dans 1'eau distillée, durant 0,5 & 5 h.,

lavage a 1'acide acétique a 10 % et 5 % puis lavage a

l'eau distillée,
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- protéinate d'argent & 1 % dans 1l'eau durant 30 min, &
1'obscurité,

- lavagesa l'eau distillée.

Pour les coupes témoins le bain au TCH est supprimé.
Le contraste des parois cellulaires du xyleéme est obtenue en plongeant les

coupes 30 min. dans une. solution de KMnO. a 2,5 %.

e) Observations

Les coupes contrastées sont observées au microscope
électronique Siemens 102 du G.E.R.M.E. d'Abidjan,a 80 Kv. Les
images sont photographiées sur plan-film Agfa de format 6 x 9 cm.
Les tirages des clichés sont réalisés sur papier Kodak Kodabrome
IT RC de gradﬁation 3 a5.

3. La microscopie électronique & balayage (MEB)

Aprés la double fixation précédemment décrite, les
échantillons sont déshydratés a 1l'acétone, desséchés au point
critique puis métallisés a l'or. Les blocs sont ensuite examinés

au microscope €lectronique Stereoscan 180.

Pour 1l'ensemble de la microscopie, des racine$ saines,

non infectées, ont subi les mémes traitements en guise de témoin.’



CHAPITRE I

MISE AU POINT ET DEFINITION DE PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

D’INFECTION EN CONDITIONS CONTR@LEES DE JEUNES PLANTS
D'HEVEA PAR RIGIDOPORUS LIGN0SUS ET PHELLINUS NOXTUS

24



25

La maftrise d'une technique d'inoculation artificielle
permet de reproduire le cycle infectieux d'un parasite au sein
d'un h6te. Si généralement la mise au point d'une telle technique
présente moins de difficultés pour les maladies foliaires (TOUZE,
1964), il n'en est pas de méme en ce qui concerne les maladies
racinaires d'essences. ligneuses. DAY (1948) rapporte en effet,
qu'il est souvent difficile d'infecter expérimentalement

des arbres vivants alors que paradoxalement, au champ,

les infections naturelles sont fréquentes. L'analyse bibliogra-
phique révéle que dans la grande majorité des cas, les essais
d'inoculation ont été réalisés sur arbres adultes, volontairement
blessés ou sains. Des portions de bois naturellement infectées
(RISHBETH, 1951 ; JOHN, 1958 ; SHAIN, 1967 ; SACCAS, 1975) ou
artificiellement contaminées (VARGHESE, 1967 ; XKUHLMANN, 1969 ;
SINGH, 1980) servent d'inoculum pour ces expérimentations.

En ce qui concerne Hevea brasiliensis et Rigidoporus
lignosus des méthodes comparables ont également été proposées.
Toutefois ces techniques,utilisées tant par JOHN (1958 et 1966),
LYANAGE et al., (1977) et PERIES et SAMARAWEERA (1963) avec un
inoculum ligneux, que par DE JONG (1933) et FOX (1961) a 1'aide
d'une culture pure du parasite,semblent assez mal adaptées a la
réalisation d'études fines de la pathogenése en conditions con-
tr6lées. '

C'est pourquoi il est apparu nécessaire de repenser ces
techniques d'inoculations a la lumiére des données acquises au
laboratoire (DECLERT, 1960 ; BOISSON, 1973 ; GEIGER et al., 1976 ;
NANDRIS et al., 1981) sur la biologie du parasite. Cette expéri-
mentation, initiée sur de jeunes plants d'Hévéa infectés avec
Rigidoporus lignosus a été €tendue a Phellinus noxius. Les résul-
tats expérimentaux, présentés dans les tableaux III &2 V sont
exprimés, selon le mode de répartition des plants par classe de
note sanitaire, en % par rapport au total des plants inoculés.

Le pourcentage de contamination (C) représente le nombre de

plants ayant obtenu une note supérieure ou égale & 1. Le pourcen-
tage de pénétration (P) représente le nombre de plants ayant ob-
tenu une note supérieure ou €gale a 3. La note phytosanitaire
moyenne (NS) traduit pour chaque motif la réussite de 1l'infection.



I. ESSAI AVEC RIGIDOPCRUS LIGNOSUS

A. Inoculations <n vitro (Tableau III)-

TYPE
D' INOCULUM

NOTE 0 1 2 3 4 5 B 7 8 8 C P Nb

TUBE-GELOSE + ‘TERRE 62,5 0 {25 12,5/ O 0 0 o 0 0 (37,5{12,5 8 (0,87

TUBE-GELOSE + KNOP 80 0 10 0 0 0 0 o 0 0 |10 0 10 10,2

FIOLE-BUCHETTES+TERRE]| 10 10 |70 o |10 0 0 a 0 g |80 (10 10 1.8

FIDLE-BUCHETTES +
"~ VERMICULITE

TABLEAU III : Inoculations artificielles "<n vitro" de
Rigidoporus lignosus sur de jeunes plants

d'Hévéa
C : contamination P : pénétration
D : dépérissement M : mortalité

Nb : Nombre de plants inoculés
NS : Note sanitaire moyenne.

o,

Les résultats sont exprimés en % du nombre de plants inoculés (Nbl.

- Au terme de l'expérience, les pourcentages de conta-
mination et de pénétration des plants en tubes sont faibles voire
nuls. De ce fait, les notes sanitaires attribuées a ces essais
sont inférieures a 1.

- On observe, par contre, dans le cas de l'inoculation

-

en fiole a l1l'aide de bichettes, une prolifération du mycélium
aboutissant a la contamination de 80 & 100 % des plants. Cepen-
dant, dans le meilleur des cas (sur vermiculite), la note sani-
taire moyenne est de 3,2 c'est-a-dire que les plants ne présen-

tentique des nécroses trés localisées.

B. Inoculations Zn vive (en serre)

1) Choix du type d'inoculum

Les résultats sur 1l'efficacité respective des deux
types d'inoculum testés - naturel et expérimental - sont reportés
dans le tableau IV et font apparafitre les faits suivants

0 10 10 30 |50 0 0 0 0 0 |100 |80 10 13,2
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La forte proportion de plants contaminés démontre dans les 3 cas,

la capacité du parasite a différencier des rhizomorphes a partir

du matériel infecté. Cependant, & mortalité comparable, les pour-

-centages de plantes pénétrées (83 %) et de plantes dépérissantes

(37,5 %) sont plus élevés avec l'inoculum - blchettes. La note
NS (5,6) reflete l'efficacité de ce mode d'inoculation qui est

donc retenu pour la suite de 1l'expérience.

NOTE 0 1 2 3 4 5 B 7 8 9 C P Nb NS

TYPE
D" INOCULUM D M
PIVOT 2 2 45 12 2 12 B 2 10 6 g8 51 49 13,85
RDNDELLES g,5( 8 12 20 19 9,51 3 g 9,5( 9,5{80,5; 70 84 13,97
BUCHETTES (11 mois) | 4 0 [12,5] 8,5/12,5{18,5| 0 o |37,5] 8,5| 96 | 83 || 24 |5,6

TABLEAU IV : Inoculations artificielles "<in vivo" de Rigidoporus
lignosus sur de jeunes plants d’Hévéa ’
C : contamination P : pénétration
D : dépérissement M : mortaliteé
Nb : nombre de plants inoculés
NS : note sanitaire moyenne

Les résultats sont exprimés en % du nombre de plants inoculés (Nb).

3

2) Incidence de 1'age de 1l'inoculum sur 1l'infection

“Afin de préciser les conditions optimales de l'utilisa-
tion de cet inoculum, 1l'incidence de 1'4ge du matériel sur l'in-
fection a été é&tudiée. Pour ce faire, la durée d'incubation du
parasite dans les blchettes a été modulée de 1,5 a2 11 mois. On
constate ainsi (figure 3) que les meilleurs résultats sont enre-
gistrés pour des blchettes colonisées durant-onze mois avant leur

utilisation.
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O
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Figure 3 : Influence de 1l'3ge de 1'inoculum blichettes

(Rigidoporus lignosus) sur l'infection de
jeunes plants d'Hévéa.

C : contamination 3 P : pénétration j
M : plantes mortes.

Le pourcentage de plants morts obtenus au terme de cette
expérience (8 %) demeure cependant peu satisfaisant. Une amélio-
ration du rendement de la méthode a été envisagée en essayant de
recréer dans les bacs d'inoculation, des conditions édaphiques
se rapprochant de celles d'un milieu naturel.

3) Incidence de 1'humidité du sol sur le‘pouvoir pathogene

Les travaux de BOISSON (1973) et GEIGER (1975) sur 1la
morphogengse et les potentialités enzymatiques de R. lignosus
ont démontré qu'en plus de la forme rhizomorphique assurant
principalement la dissémination de la maladie, existait un type
mycélien particulier directement impliqué dans le processus in-
fectieux. Plus récemment leé travaux de NANDRIS et «l., (1981)
‘ont mis en évidence les conditions physico-chimiques qui régissent
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1'infection de 1'héte. Il a ainsi €té établi qu'une'anoxie par-
tielle du sol est déterminante dans la transformation du rhizo-
morphe en mycélium infectieux et dans la mise en place de 1'in-
teraction hdéte-parasite. Ces données ont été mises a profit pour
lever le facteur limitant le rendement des inoculations. Expéri-
mentalement des conditions d'anoxie ont été réalisées en saturant
en eau la terre des bacs de végétation. Afin de mettre en évidence
la relation anoxie du sol-pouvoir pathogéne, un gradient d'humi-
dité volumique de la terre a é€té établi sur la base des quatre
motifs suivants : 10, 14, 17 et 21 %. Les valeurs 10 et 21 % cor-
respondent aux niveaux extrémes de 1'humidité du sol, en saison
séche et en saison des pluies, dans la zone forestiére de Célte
d'Ivoire.

Les® résultats de cette expérimentation font nettement
apparaitre une corrélation entre 1'augmentation du taux d'humi-
dité et la sévérité de 1l'attaque fongique (figure 4).

100t -
eo0
28 : ¢ o
£ 2
e N i
EE =
80 ' § 8 .
o
517
63 6
5
401 14
3
20} 2
1
10 4 11 21
humidité volumique(%)
Figure 4 : Influence de 1'humidité volumique du sol sur

1'expression du pouvoir pathogéne de Rigidoporus
lignosus : évolution de la mortalité des plants,

de la note sanitaire et mise en place d'une
rhizogénése secondaire réactionnelle (rhizo.sec.),
caractérisée par une hyperédlongation des racimnes
latérales et une orthotropisation de certaines
d'entre elles.
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Celle-ci se caractérise dans le bac le plus humide par un taux
élevé de mortalité des plants contaminés (55 %) ; en outre, les
plantes restantes présentent des nécroses importantes de leur

systéme racinaire (NS > 5).

En ce qui concerne.l'essai réalisé a Hv = 10 %, aucun cas de mor-
talité n'a €té enregistré, la majorité des plants ne présente
qu'une pourriture partielle du pivot. Les motifs intermédiaires

(Hv = 14 et 17 %) stinscrivent entre ces deux situations extrémes.

Par ailleurs, il faut souligner les faits suivants :

- le taux d'humidité de la terre n'a pas eu d'incidence sur
la rhizomorphogéneése du parasite. De méme, au vu des mesures heb-
domadaires de la taille de chaque plante, aucun effet conséquent
du gradient en eau sur la morphogénése végétale n'a été noté ;

- 11 existe une relation inverse entre la mortalité des
plantes et leur aptitude a mettre en place une rhizogénése secon-
daire réactionnelle (figure 4).

A ce titre dans le bac le plus humide, le faible pour-
centage de réactions des plantes est a relier avec l'existence
au-dessus du plateau racinaire, de fréquentes nécroses du collet.
Ce fait expliquerait la brutalité de 1l'attaque fongique marquée
par le dépérissement de certaines plantes deux mois seulement
aprés inoculation.

II. ESSAI AVEC PHELLINUS NOXIUS

A. Inoculations <n vitro

Une démarche identique a3 celle conduite pour R. lignosus
a été entreprise pour P. noxius. A l'issue des trois mois d'expé-
rience et quel que soit le motif considéré - en tube ou en fiole -
on note un échec quasi—total.des inoculations. En effet, la con-
tamination des plants n'a pratiquement pas été obtenue et de ce
fait, la meilleure des notes sanitaires moyennes attribuée par
essai n'est que de 0,8 pour 1l'essai fiole - blchettes - vermiculite.
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inoculum artificiel a été étudiée.

Inoculations Zn vive .(en serre)

1) Choix du type d'inoculum

L'efficacité respective d'un inoculum naturel et d'un

-

31-

Aucune contamination n'a été

observée sur les plants inoculés a l'aide de pivots. En revanche,
1'essai avec des bdchettes (tableau V) est plus concluant dans la
mesure ou le systéme racinaire des plants infectés présente le
manchon mycélien décrit par PICHEL (1956) comme étant caractéris-

tique d'une attaque par P. nozius.

NOTE 0 1 2 3 4 5 B 7 8 9 C P Nb | NS
TYPE
D’ INCCULUM D M
BUCHETTES (3 mois) 4,51 9 32 {13,5]| 4,5} O 0 g 4,51 23 |95,5] 55 || 22 |4,36
BUCHETTES (5 mois) 5 14,5 O o {11,5(17,5(17,5| B 9 18 |94 |79,5( 34 |5,28
BUCHETTES (10 mois) |82,5] O 0 0 12,5{ 0 0 0 {12,5{12,5}37,5137,5|| 16 {2,6

TABLEAU V :

Inoculations artificielles "Zn vivo" de Phellinus

nozxius sur de jeunes plants d'Hévéa
C : contamination P : pénétration

D : dépérissement M : mortaliteé
Nb : nombre de plants inoculés
NS : note sanitaire moyenne.

Les résultats sont exprimés en % du nombre de plants. inoculés (Nb),

expérimentations
des plants a été
En effet dans ce

2) Incidence de 1'age des bfichettes sur 1l'infection

L'examen des notes (NS) affectées 3 chacune des trois

cas, prés de 70 % des pivots sont nécrosés. En

revanche, en ce qui concerne les deux autres essais, 1l'attaque

parasitaire ne se traduit,

ou nécroses ponctuelles.

mois, 62

au mieux, que par des pénétrations

Enfin,dans 1l'essai réalisé avec des bfichettes de 10

)

(tableau V) montre que la meilleure infestation
obtenue avec des bdchettes infectées depuis 5 mois.

% des plants demeurent sains a 1'issue de l'expérience.

Au vu de ces résultats, l'inoculation avec des bfichet-

tes de 5 mois a donc é€té retenue pour P. noxius.
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DISCUSSION

Les résultats obtenus in vitro,tant pour R. lignosus
que pour P. noxius,révélent 1l'inefficacité des techniques utili-
sées. La fréquence des surinfections bactériennes et fongiques,
la dégradation rapide de la cohésion de la gélose, et enfin le
pourrissement de certaines graines sont autant de facteurs expli-
citant, entre autres, cet échec.

Du fait des probléemes techniques rencontrés, ce type
d'inoculation n'a pas été retenu. En cela, ce résultat rejoint
les conclusions de DE JONG (1933) qui rapporte la difficulté
d'infecter des plantes avec des cultures pures de R. lignosus.

En ce qui concerne les essais conduits <n vwivo, les ré-
sultats des inoculations sont plus concluants puisque la quasi-
totalité des plants est infectée. Cependant en fonction des types
d'inocula testés, on enregistre, a terme, des variations dans la
sévérité des attaques pouvant étre reliées 3 des différences de
"qualité" de 1'inoculum. Il est en effet impossible d'apprécier
dans un pivot naturellement infecté, 1'4age du parasite, son
agressivité ainsi que le degré de colonisation du substrat 1i-
gneux. D'aprés KUHLMANN (1969), ces différents paramétres sont dé-
terminants dans 1l'agressivité fongique et le devenir de la rela-
tion héte-parasite.

Les résultats de cette expérience démontrent €galement
que la réussite de 1l'infection n'est pas proportionnelle au poids
de 1'inoculum apporté par plante ; le poids des bfichettes est en
effet plus de 8 fois inférieur a celui d'un pivot. Ces résultats
sont,sur ce point, en désaccord avec les travaux de DE JONG
(1933), ALTSON (1953), JOHN (1961 et 1966) et SACCAS (1975).

Les potentialités d'infestation des blchettes varient
toutefois, selon la nature du champignon, en fonction de son age
dans le bois. Ainsi, l'optimum d'efficacité de 1'inoculum corres-
pond pour R. lignosus & des bfchettes de onze mois et pour P.
noxius a des bfichettes de cing mois

- cecl refléte d'une part des capacités particulieres de la
part de chacun des parasites a dégrader le bois (NICOLE et al.,
1982 a). De telles différences d'agressivité ont par ailleurs

été démontrées 2 1'issue d'une étude épidémiologique menée en
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plantation (GEIGER et al., 1981, NANDRIS et al., 1983 b);

- cela suggére d'autre part une relation entre le degré de co-
lonisation du bois et le déterminisme du processus infectieux. A
ce titre, les travaux de SHARPLES (1936) ont établi que la diffé-
renciation des filaments mycéliens est une réaction du champignon
aux conditions d'inanition existant dans un substrat dégradé.

La saturation en eau de la terre des bacs a permis d'amé-
liorer le rendement des infections par R. lignosus. Ceci démontre
l1'influence d'une anoxie partielle du milieu sur le comportement
parasitaire de ce champignon. Ce résultat, obtenu <n vivo, conforte
de précédentes recherches entreprises, <n situ et <n vitro, par
NANDRIS et al., (1981) sur la physiologie du parasitisme. Il peut
étre rapproché des travaux de ENGLERTH (1942) et FENTON (1943),
qui ont caractérisé, en région tempérée, une sévérité particulieére
des attaques de coniferes poussant dans des sols hydromorphes par

Fomes annosus.

Les protocoles expérimentaux proposés pour réaliser ces
infections artificielles sont certainement perfectibles et ce,
tout particulierement, en ce qui concerne P. noxius. En effet, 2
1'issue de plusieurs séries d'infections, la reproductibilité des
Tésultats pour ce champignon d'une année sur 1'autre'laissz a dé-
sirer. Les variations enregistrées dans le taux de contamination
des plants sont certainement & relier 2 1'inexistence de filaments
mycéliens assurant, comme chez R. lignosus, une propagation rapide
de la maladie. Ainsi,la pérennité du contact effectif entre le
pivot et 1'inoculum ne peut-elle €tre garantie au cours de 1'expé-
rience. A cet égard,KUHLMANN (1969) rapporte d'une maniére analo-
gue que pour Fomes agqnnosus, le contact intime entre 1l'inoculum et
1'hSte est un facteur critique dans la réussite des infections.

CONCLUSION

Les infections artificielles de jeunes plants d'Fevea
brasiliensis par Rigidoporus lignosus ou Phellinus noxius est
réalisable avec des bfichettes de bois d'Hévéa colonisées Zn vitro
par le champignon. Il est toutefois nécessaire, avant 1'inocula-
tion, de moduler 1'&ge du champignon dans les bfichettes en fonc-

—
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tion des aptitudes de chaque parasite a dégrader le bois. Enfin,
et tout particulieérement pouf R. lignosus, une humidité saturan-
te de la terre des bacs de végétation est un facteur prépondé-

rant dans la sévérité de l'attaque parasitaire.

Sur la base des protocoles décrits, il est possible
d‘obtenlr, dans un temps relativement court pour ce type de cou-
ple hdéte-parasite, des plantes infectées aux différents stades

du processus infectieux.

.

Cette méthodologie a été mise a profit pour réaliser
une étude physiopathologique des interactions Hévéa-agents de
pourridié dont l'aspect microscopique est rapporté dans les

chapitres II et III.



CHAPITRE 1II

ETUDE CYTOLOGIQUE COMPARATIVE DES PROCESSUS INFECTIEUX
DE RIGIDOPORUS LI6nosus ET DE PHELLINUS NOXIUS
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L'étude de la cinétique de 1'infection de jeunes Hévéa
par R. lignosus (NICOLE et al., 1983 a) et P. nowmius (résultats
non publiés) a montré un comportement particulier de chacun des
parasites au cours de la pathogenése;

Bien que de nature apparemment identique, (NICOLE et
al., 1982 a) , les pourritures occasionnées par R. Llignosus et

P. noxius résultent-elles de mécanismes d'agressions similaires ?

Telle est la question abordée dans ce chapitre. En
premier lieu, j'envisage dans le détail les modalités de la pé-
nétration, de la colonisation et de la dégradation des tissus
racinaires de 1'Hévéa par R. Zignosﬁs. Le comportement de P.
noxius sera ensulte décrit plus succintement.



LE PRCCESSUS INFECTIEUX DE RIGIDOPORUS LIGNOSUS
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LE PROCESSUS INFECTIEUX DE RIGIDOPORUS LIGNOSUS

I. ULTRASTRUCTURE DES HYPHES DE R. LIGNOSUS

A. Les composantes cellulaires d'une hyphe en activité

Les observations ont été réalisées sur l'extrémité de
filaments en croissance, prélevés sur des débris ligneux, ou sur
des hyphes & 1'état parasite. Le cytoplasme des cellules de
R. lignosus ne différe pas de celui d'autres Basidiomyceétes
(BRACKER, 1967). On y distingue

1) Le_moyau (pl. I, 1) : il est délimité par une membrane
nucléaire double dont les pores favorisent les relations

entre le nucléoplasme et le cytoplasme. Son diamétre atteint

jusqu'a 2 uym dans sa plus grande longueur. Il n'est pas rare de

constater l'existence de plusieurs noyaux par cellule (pl. I, 2).

2) Le_réticulum _endoplasmique : dans les zones étudiées,

. - A A W - - e "o M o e m o . - -

il apparait le plus souvent associé aux ribosomes, en
position périplasmique ou au voisinage du noyau (pl. I, 3).

3) Les mitochondries (pl. I, 4) : elles sont abondantes au

- - - — - ——— " — - — -

voisinage de la membrané plasmique.

4) L'appareil de Golgi (pl. I, 5) : il est composé de vési-
cules de tailles diverses, regrcupées mais jamais orga-
nisées en dictyosomes comme chez les Eucaryotes (BUVAT, 1969).

C'est lfune des caractéristiques cytologiques des Basidiomycé&tes.
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elles sont au nombre de deux
- les lomasomes (pl. I, 6) : trés nombreux, on les rencontre
généralement preés de la membrane plasmique et rarement

isolés dans le cytopiasme,
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- les plasmalemmasomes : issue du plasmalemme (MARCHANT
et al., 1973), ils existent aussi bien durant la phase
saprophyte du champignon (pl. I, 7) que dans sa phase
parasitaire (pl. III, 1). Ces structures sont toutefois
peu fréquentes.

6) L'appareil vacuolaire : dans les zones en croissance
d'hyphes saprophytiques, il est quasi-inexistant. Dans
les filaments &4gés ou sénescents, il occupe une part importante
du volume cellulaire. Dans sa forme parasite par contre, les
vacuoles sont plus nombreuses ; elles contiennent des amas cir-

culaires trés denses aux électrons (pl. II, 2).

Enfin, prés du plasmalemme, le contenu de nombreuses
- vésicules réagit fortement au test de Thiery (pl. II, 1) ; les
polysaccharides qu'elles renferment participent vraisemblable-
ment & 1l'édification des parois.

7) La_paroi_fongique : elle sera décrite dans le pafagra-
phe I B. I1 faut cependant noter l'organisation des
cloisons séparant deux articles d'une hyphe (pl. II, 3). En
coupe transversale on observe une zone granuleuse en conti-
nuité avec la paroi, dont la zone centrale est plus osmiophile.
De part et d'autre du pore sont disposés deux parenthesomes,
trés osmiosphiles. Chacun d'eux est délimité par une double
membrane non perforée. Cette structure de type dolipore-paren--
thésome est, selon KAHN et KIMBROUGH (1979), fréquente chez 1la

majorité des Basidiomycétes.

La fonction essentielle de l'appareil septal est
d'assurer les échanges entre les deux cellules contiglies.

B. Structure de la paroi de R. lignosus au cours des dif-

férentes phases de son cycle

Chez certaines espéces de Basidiomycétes, les hyphes
s'aggrégent en cordons mycéliens (BOTTON, 1978). C'est également
le cas de R. lignosus dont les filaments B, mis cen évidence par
BOISSON (1968 a) s'organisent en rhizomorphes. Cet auteur a éga-
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lement défini l'existence de filaments A, responsables de l'en-
vahissement des tissus hétes. L'observation microscopique révele
une différence d'ordre structurale concernant la paroi de ces
hyphes. En effet, 1'examen cdmparé des filaments mycéliens de la
forme saprophytique, des hyphes de la forme rhizomorphique au
contact de la racine et du mycélium dans les tissus de 1'héte,
met en évidence des variations importantes dans 1l'épaisseur de
la paroi fongique (tableau VI).

1

fg?ﬁme HYPHES NON INFECTIEUSES - FORME B HYPHES INFEC-
mycélienne TIEUSES - FORME A

Phase Phase rhizomor- (dans les cellu-
Epaisseur saprophytique phique sur la les de 1'héte)
de 1la - j{mycélium en cul- racine

(1) trés nombreu-
0,5 a 0,7 um ses
(2) peu nombreuses

0,2 & 0,5 um |trés nombreuses {(2) nombreuses
0,1 3 0,2 um (2) nombreuses
< 0,1 pm trés nombreuses(3) trés nombreuses

TABLEAU VI : Epailsseur de la paroci des hyphes dans
: chaque forme mycélienne.

(1) au coeur du rhizomorphe
(2} au niveau de l'interface h&te-parasite
(3) uniguement dans les zones apicales.

' I1 apparaft ainsi que 1l'épaisseur de la paroi varie de
0,6 pm environ au coeur du rhizomorphe (pl. II, 4, 5, 6 et 7) a
0,2 pym environ au niveau de 1'interface héte-parasite (pl. II,

6 et 7). Les parois les plus épaisses sont composées de quatre
parties
- une couche externe (a), d'aspect granuleux, représentant en

moyenne 5 % de la paroil ;

- une couche sous-jacente (b), plﬁs homogeéne et plus dense aux

électrons, qui représente en moyenne 8 % de la paroil ;

- une fraction médiane (c), ornementée de fibres épaisses pa-

ralleles entre elles et perpendiculaires a ltaxe de 1'hyphe,
elle constitue en moyenne 65 % de la paroi ;
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- une couche interne (d), homogéne et souvent imbriquée avec
la précédente, qui représente 22 % de la paroi.

Les variations de 1l'épassieur de la paroi, d'une hyphe
a 1'autre, pénalisent, en premier lieu, les fractions (b) et (c),
puis 1les fractions (c) et (d). Cette derniére semble constituer
a elle seule la paroi du mycélium infectieux (pl. III, 1) et

celle de l'épex des filaments saprophytes (pl. III, 2 et 3).
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L'application du test de Thiéry pour la détection des
polysaccharides révéle une différence de réactivité de chacune
des couches de la paroi. Les parties (b) et (d) (pl. III, 3) sont
en effet les plus sensibles ; la fraction (a) ne réagit pas,

-~

alors que la couche (c) répond faiblement a ce test.

Les travaux réalisés chez d'autres Basidiomycétes par
Van der VALK et «l., (1977), BURNETT et TRINCI (1978) sur Schizo-
phyllum commune et par CHET et HUTTERMANN (1980) sur Fomes an-

[)

nosus, rapportent que 3 polymeéres constituent environ 70 % de la

paroi de ces champignons. Ce sont =

- le B~D-glucane, polymeére de molécules de glucose reliées

entre elles par des liaisons B8 1-3 et B 1-6 (réactivité mo-
yenne au test de Thiéry) ; '

- le a-D~-glucane,polymére de molécules de glucose reliées par
des liaisons o 1-3 (réactivité quasi-nulle au test de
Thiéry) ;

- la chitine, polymére de N-acetyl glucosamine (liaison B 1-4,
pas de réaction au test de Thiéry).

Sur ces bases, il apparait que les polyméres B-D et a-D
glucanes composent en grande partie la paroi de R. lignosus. La
chitine, quelle que soit la forme mycélienne, ne constitue que 5 %
environ de 1la paroi (NICOLE, 1982 ). L'analyse enzymatique et
biochimique faisant défaut, il n'est pas possible d'établir les
proportions de chacun des polyméres. Toutefois, il semble possi-
ble de préciser : '

- que la couche extdrne (a) est dépourvue de polysaccharides ;



42

- que les couches (b) et (d) sont riches en B-D-glucane (test
de Thiéry positif) ;

- que la couche (c) contient entre autres, une proportion im-
portante de o-D-glucameet peu de B-D-glucane.

Enfin selon O'BRIEN et RALPH (1966), BARTNICKI-GARCIA
(1968) et WESSELS et SIETSMA (1979), la chitine s'associe en
général au B-D-glucaneet se situe de préférence dans les couches
les plus internes de la paroi.

B~ e X I I N e ek e o A e W S ED e R M e n e et S e e G ey e W R e - -
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Compte tenu de la valeur constante du taux de chitine
(4-5 %) de chaque forme mycélienne, les modifications structura-
les de la paroi, intervenant lors de la transformation des hyphes
non infectieuses (forme B) en hyphes infectieuses (forme A), doi-
vent concerner principalement les polyosides B-Det a-D glucanes. Ces
changements s'accompagnent, de plus, de 1l'excrétion active d'en-
zymes extracellulaires, impiiquées dans les mécanismes de dégra-
dation des tissus h6tes (GEIGER, 1975 -; GEIGER et al., 1981 ;
NICOLE et al., 1982 a).

Les réorientations du métabolisme glucidique, déja
évoquées par BAREYRE et BOISSON (1969) en ce qui concerne la
respiration de R. lignosus, et du métabolisme protéique de la
cellule fongique apparaissent ainsi étroitement liées a la trans-
formation mycélienne B » A. De ce fait,elles conditionnent vrai-

semblablement la pathogénicité du parasite a l1l'encontre de 1'hlte.

IT. VOIES ET MECANISMES DE LA PENETRATION DU SYSTEME RACINAIRE
DE L'HEVEA PAR R. LIGNOSUS

A. Rappel de 1'anatomie d'une jeune racine d'Hévéa

La figure 5 représente 1'évolution schématisée de
l'anatomie d'un pivot d'Hévéa pendant les 10 premiéres semaines
aprés la germination de la graine. A 70 jours, les structures
secondaires sont définitivement différenciées.
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Figure 5 : Anatomie d'une jeune racine saine d'Hevea brasiliensis
(j ¢ jours ; L : longueur de la racine mesurée a partir de

l'apex)
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Avant d'atteindre le xyléme, son substrat de prédilec-
tion, le parasite devra franchir les tissus non lignifiés cons-
titués du liége et du liber. La premiére étape de 1'infection
est la pénétration des hyphes dans la racine. Dans le cas de
R. lignosus on distingue

- une pénétration passive : elle s'opere par les ouvertures
naturelles et les blessures non provoquées par le parasite ;

- une pénétration active : elle consiste en la perforation
des structures de surface des cellules les plus externes de
la racine.

B. La pénétration passive

Elle est favorisée par les ouvertures naturelles (len-
ticelles et fissures) et les blessures (zones d'abrasion). Dans
les deux cas, le rhizomorphe s'y incruste intimement (pl. III, 4,
4' et 5) exercant de ce fait une pression sur les tissus sous-
jacents jusqu'ia provoquer leur déchirure (pl. IV, 1). Cette action
précoce, uniquement mécanique, est, a3 ce stade, relayée par un
mécanisme plus actif.

En effet, la bréche ainsi créée multiplie les contacts
entre les hyphes et les tissus corticaux (parenchyme cortical
primaire pour les trés jeunes racines, liége pour les plus 8gées).
Chaque cellule au contact des filaments perd son intégrité struc-
turale. Les parois se ramollissent et dévoilent de nombreuses
déchirures. Celles-ci peuvent survenir sans contact direct avec
le champignon. '

A ce stade de la pénétration, 1l'examen des hyphes au
MET (pl. IV, 2) montre une zone granuleuse, dense aux €lectrons,
qui préceéde la progression des filaments. A leur voisinage, les
parois des cellules hdtes apparaissent complétement digérées,
suggérant ainsi 1'intervention de sécrétions capables de dégrader
les composants pariétaux.

Le mécanisme ainsi décrit facilite la colonisation des
couches cellulaires proches du point de pénétration, permettant
a plusieurs hyphes d'occuper rapidement la lumigre des cellules
(pl. IV, 3).
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C. La pénétration active

En 1'absence de voies naturelles, le parasite est con-
traint de traverser 1'assise péridermique de la racine. L'opéra-
tion s'effectue soit par la perforation directe des parois des
cellules soit par l'insertion d'hyphes entre deux cellules de
cette assise.

1) La_perforation_des_parois_cellulaires
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A partir d'un rhizomorphe, une ou plusieurs hyphes se
développent & la surface de la racine. A un moment non déterminé,
un article de ces filaments différencie une structure particu-
liere qui traverse la paroi des cellules du périderme (pl. IV, 4).
En effet, cet article, ou cellule mére, émet une ramification
dont 1'extrémité globuleuse est entourée, dans la cellule héte,

d'une fine pellicule granuleuse.

Au niveau de 1'émergence de cette digitation, la paroi
fongique subit une modification (pl. V, 1). Seule la fraction
interne de la paroi participe a la différenciation, ce qui n'est
pas le cas de la couche (¢), la plus épaisse. Cette observation cor-
robore les conclusions du paragraphe I.

Au niveau de 1'interface racine-rhizomorphe, une multi-
tude de points de pénétration de ce type provoque des perturba-
tions des parois hétes, qui, en microscopie photonique, se tra-
duisent par une diminution de leur fluorescence constitutive
(pl. Vv, 2).

2) L'insertion_des_hyphes_entre_deux cellules du_périderme

[ M e L e wn n o o e e A e e . - — e - A = = e = e un - - -

Chez une jeune racine, 4gée de 5 semaines, les parois
des cellules de 1'assise péridermique sont principalement cons-
tituées de cellulose. Elles sont faiblement imprégnées de lizge
comme le montre la coloration au Soudan III B et séparées les
unes des autres par une fine pellicule de pectine. Dés 1l'age de
2 mois, la coloration de la cellulose diminue ; le rouge de
ruthénium ne permet plus de visualiser la pectine. Les parois
réagissent par contre fortement aux colorants du lizge. Quelle
que soit la nature de ces parois, le parasite posséde les moyens
de la dégrader.
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Les espaces intercellulaires de cectte assise
sont également des sites de pénétration dans la racine (pl. V,
3 et 4). L'examen, au microscope électronique 2 transmission, de
coupes ultrafines réalisées a ce niveau, montre une trés impor-
tante altération du ciment intercellulaire (pl. V, 5). Celui-ci
perd en effet de son homogénéité en avant et au contact du para-
site ol il apparait fortement digéré (pl. V, 6). Cette action
drastique confére & ces parois, un aspect typique en dentelle.
11 faut également signaler, dans ce cas, la différenciation de
structures analogue aux haustoria (pl. V, 5}.

D. Discussion

Deux faits saillants, marquant la pénétration des ra-

cines d'Hévéa par R. lignosus, méritent d'étre discutés.

1) Les mécanismes_de la pénétration
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Ils sont doubles, mécaniqueset enzymatiques. La déchi-
rure des tissus provoquée par la pression du rhizomorphe sur les
cellules h8tes est la preuve d'une action mécanique. Ce résultat
confirme les travaux de GARREIT (1970) et PERIES et IRULGABANDARA
(1973) . Ces derniers insistent par ailleurs sur la position ex-
clusivement intercellulaire des hyphes au cours de la pénétra-
tion. Mes clichés infirment ces données et révelent que le cham-
pignon adopte de méme la position intracellulaireldés les pre-

miers contacts avec lthéte.

Les dégéts occasionnés aux parois des cellules péri-
dermiques suggérent l'intervention d'enzymes capables de les
dégrader ; GEIGER et aZ., (1981), ainsi que NICOLE et aZ.,

(1982 a ) rapportent l'existence d'hydrolases fongiques dégradant
les parois des cellules hdétes. Toutefois les activités dosées
sont faibles ; elles paraissent néanmoins entrainer la digestion
spectaculaire de certaines régions des parois des cellules du
périderme.

2) La_différenciation de structures spécialisées_au

- s e . o An s m— - - - -

La description des structures présentées sur les photos

4 (pl. IV) et 5 (pl. V), n'est pas sans rappeler celle de 1'haus-
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torium différencié par d'autres parasites qui infectent les plan-
tes (EHRLICH et EHRLICH, 1971 ; BECKETT et al., 1974 ; MOURICHON
et SALLE, 1981). Chez R. lignosus, l'haustorium est moins spécia-
1isé que chez les Erysiphacées ou les agents de rouille, mais
plus développé que les sugoirs de certaines Péronosporacées.

Selon BUSHNELL (1972) 1'haustorium est défini '"comme
un organe spé€cialisé se développant dans une cellule héte a
partir d'une hyphe extracellulaire. Son rSle serait essentielle-
ment trophique et expliquerait sa fréquence chez les parasites
stricts'. CALONGE (1969) avait élargi cette définition aux para-
sites facultatifs et aux saprophytes, comme c'est le cas pour
R. lignosus qui existe sous les deux formes. Chez ce dernier, le
déternminisme de la transformation de la forme saprophytique
(forme B) en forme parasite (forme A), favorisée par une anoxie
partielle du sol (NANDRIS ét al., 1983 a), n'est pas connu. Il
est cependant possible que les exigences nutritionnelles en soient
1'une des causes déterminantes, ce qui expliquerait la différen-
ciation d'haustoria. BUSHNELL (1972), émet également 1'hypothése
selon laquelle ces organes sont formés en réponse a une certaine
résistance de la paroi 2 la pénétration. Compte tenu de 1l'épais-
seur des parois des cellules du périderme de 1'Hévéa jeune “(jus-
qu'a 2 pm), la différenciation d'haustoria par R. lignosus con-
forte cette idée. Leur aptitude a excréter des hydrolases -
(CALONGE, 1969) faciliterait ainsi la digestion des parois.

A la lumigre de ces données, ces structures spécialisées
différenciées par R. Ilignosus peuvent €tre considérées comme
infectieuses. Elles jouent de ce fait un rble non négligeable
dans 1'initiation de la colonisation des tissus hoétes.

III. COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES
NON LIGNIFIES '

Les tissus racinaires non lignifiés sont formés des pa-
renchymes (cortical et médullaire), du liege et du phloéme. Chez
une plante 4gée de 3 semaines, le parenchyme cortical primaire
est encore présent (fig. 5). A 6 semaines, il est repoussé VETS

l'extérieur de la racine par le jeune liége qui résulte de l'ac-
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tivation du cambium subéro-phellodermique (BOBILIOFF, 1923). A
trois mois, le liége, constitué d'une dizaine de couches de cel-
lules alignées, réagit parfaitement aux colorants marqueurs de
la subérine.

Le liber contient le systéme cellulaire producteur de
caoutchouc : les laticiféres. Ceux~ci sont articulés et s'anas-
tomosent latéralement ou par leur extrémité formant ainsi un ré-
seau (BOBILIOFF, 1923). A 1'état primaire, les laticiféres peu

nombreux sont noyés dans des cellules a caractére parenchymateux.

Orientés verticalement, ils sont disposés, dans le
phloéme secondaire,en manteaux concentriques, initiés par les
cellules cambiales (pl. VI, 1,2et 2'). Dans le liber néoformé, les lati-
ciféres sont fonctionnels et produisent le latex ; dans le
phloéme &4gé,les manteaux sont désorganisés par la présence de
nombreuses cellules scléreuses (figure 5).

Mais ce tissu se caractérise également par sa diver-
sité cellulaire. Parmi les éléments liberiens différenciés par

le cambium libéro-ligneux, on distingue

- les tubes criblés, cellules spécialisées dans le transfert
des assimilats a partir du systéme foliaire ; leur fonc-
tionnement intéresse uniquement une étroite bande de phloeme
(0,2 2 0,8 mm) au voisinage du cambium (HEBANT et de FA&,
1980) . Dans le phloeme &gé, les tubes criblés cessent de.
véhiculer la séve ; '

"= les cellules parenchymateuses, dont

. les cellules a oxalate de calcium, - .
les cellules compagnes associées aux tubes criblés,
les rayons libériens, en continuité avec ceux du xyléeme
permettant le transfert de 1l'amidon hydrolysé, du bois
aux laticifeéres (de FA?, 1981)
- les cellules a tannins (pl. VI, 2et 2' ; pl. XII, 7 et 8),
associées aux laticiféres (TRANCARD, 1979).

Ltapplication de colorants spécifiques des parois ré-
vele la nature non ligneuse de l'ensemble de ces cellules )
(tableau VII). -
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TISSU
COLORANT DES PAROIS
Parenchyme Liege Phloéme

Chlorure de zinc )
Iodure de potassium : e 1 4

Cellulose
Rouge du ruthénium : pectine ++ (2] 0 ++ (2]
Soudan III B : subérine 0 ++t 0
Phloroglucine ou
Permanganate de potassium : 0 0 (+)(3)

lignine

TABLEAU VII : Coloration des parcis cellulaires
des tissus non lignifiés, (+ degré
d'intensité de la coloration)

(1) wuniquement dans les jeunes cellules
(2) au niveau de la lamelle moyenne

{(3) apparition, & 2 mois, d'une couche de cellules
scléreuses.

Cellulose, pectine et subérine sont donc les trois.
constituants pariétaux que R. lignosus rencontre dans une jeune
racine avant d'envahir le xyléme. Le paragraphe suivant décrit
1'aspect microscopique de leur dégradation.

A. Colonisation des tissus non lignifiés - dégradation des

parois cellulaires

1) Altération_des_composantes _polysaccharidiques_des_parois
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Comme précédemment rapporté, R. lignosus adopte dans
1es'tissus une position intercellulaire et intracellulaire
(pl. VII, 1, 1' et 2). Dans le parenchyme cortical, le passage
d'une cellule a 1l'autre, en 1l'absence d'ouvertures constitutives,
nécessite la perforation de la paroi. Pour ce faire, les fila-
ments mycéliens, dans la majorité des cas, entament la dégra-
dation par une action digestive (pl. VII, 2). Celle-ci se loca-
lise au voisinage immédiat des hyphes tant & 1'apex que latéra-

lement. Elle se traduit par une désorganisation de la lamelle
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moyenne et des structures fibrillaires de la cellulose. Il est
cependant fréquent d'observer une disparition quasi-totale de
cette lamelle moyenne (pl. VIII, 3). Celle-ci prend au préala-
ble un aspect alvéolaire (pl. VIII, 1) qui conduit, 2 terme, 2
la dislocation du tissu. Ce résultat est d'autant plus compré-
hensible que les hyphes peuvent cheminer dans la lamelle moyenne
(pl. VIII, 2 et 3) ouy émettre des ramifications (pl. VIII,
4. '

. Ce mode de digestion des parois des cellules cortica-
les prédomine ; il n'est pas rare cependant qu'il y soit associé
un mécanisme physique. En effet, l'examen du cliché 5 de 1la
pl. VIII montre la pression qufexerce un’filament sur les fibres
cellulosiques durant sa croissance. Elle se poursuit aprés la
perforation puisque les deux extrémités de la paroi dégradée
s'invaginent dans le sens de la progression du parasite (pl. IX,
1). I1 ne semble cependant pas que l'action mécanique soit seule
suffisante car les zones granuleuses localisées autour de l'hy-
phe (pl. VIII, 5 et pl. IX, 1) suggérent une action corrosive
conjointe. ' '

Le mécanisme de lyse des parois prévaut €galement dans
le phloéme. 11 débute toutefols au niveau de la lamelle moyenne
par une augmentation de 1l'osmiophilie de cette dernigre (pl. IX,
2) qui finit par se lyser (pl. IX, 3). Cette action dégradante
-s'étend alors vers les fractions cellulosiques de la paroi
(pl. IX, 4, 5 et 6) dont l'architecture fibrillaire est démante-
lée (pl. IX, 7 et 8). L'altération de ces parois conduit 2z des
méats importants (pl. X, 1) qui favorisent également la disloca-
tion du tissu. . .

2} Altération_des _parois_subérifiées_du_lidge

Leur dégradation apparait,'au MET, sous deux formes
distinctes

- dans un premier cas, elles prennent un aspect osmiophile 2a
une certaine distance des hyphes (pl. X; 2) ou a leur con-
tact (pl. X, 3): Ce contraste va jusqu'a masquer l'organi-
sation fibrillaire des parois (pl. X, 4) ;

- dans un second cas, elles sont digérées soit localement,
soit totalement. Sous les points de pénétration, les.cellules
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du liége sont entiérement envahies (pl. X, 5). Le passage

-

d'une cellule a 1'autre (pl. X, 7) ou la progression intra-
pariétale des hyphes (pl. X, 6) est facilitée par une alté-

ration ponctuelle de la paroi autour des filaments (pl. X,
6) ; pl. XI, 1). Leur aspect fibreux est de ce fait profon-
dément perturbé (pl. XI, 2). Plus rarement, des portions
entid¢res disparaissent & proximité du parasite (pl. XI, 3
et 4).

B. Modifications cellulaires au cours de 1ltinfection

Le phloéme est pris en exemple en raison de la diversité des
cellules qui le constituent. Trois aspects des modifications au
niveau cellulaire intervenant au cours de 1'infection sont dé-
crits. Ce sont

- les altérations du cytoplasme des cellules parenchymateuses,

- les transformations du contenu des cellules a tannins,

~ les perturbations au sein des laticifeéres.

1) Les altérations du cytoplasme des cellules parenchy-
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Ces cellules, dans le phloéme sain; ont un contenu
cellulaire trés dense (pl. XI, 5). Le noyau est volumineux, €t
le cytoplasme riche en organites (pl. XII, 1, 2).

Au niveau cellulaire 1'infection se traduit entre
autrespar ‘

- une accumulation de précipités osmioréducteurs sur la mem-
brane plasmique (pl. XII, 3 et 4). Celle-ci, sous l'action
du champignon; se rompt ou se détache de la parci. Dans ce
cas; 1thyphe se déplace dans l'espace périplasmique
(pl. XII, 4) ; | '

- l'apparition de composés osmiophileé dans le cytoplaSme;
et plﬁs particuliérement autour des mitochondries, masquant
de ce fait la membrane externe ;

- la vacuolisation du cytoplasme (pl. XII: 5) '; les organites
sont alors concentrés dans une enclave cytoplasmique péri-
nucléaire (pl. XII, 6). '
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2) La transformation du contenu des cellules &4 tannins
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Dans une cellule tanniféere du liber sain, le territoire
cellulaire est occupé en partie par le systéme vacuolaire, ol s'accu-
mulent les tannins. Ceux-ci, distribués a la périphérie de 1la
vacuole (pl. XII, 7 ; pl. VI, 2), réagissent fortement avec le
tétroxyde d'osmium (BLAND et al., 1971).

Des la pénétration du parasite dans la racine, la mor-
phologie du contenu vacuolaire semble se modifier. Le hyaloplas-
me, plus dense, renferme également plus de composés osmophiles
(pl. XII, 8). Au cours de l'infection, la production de tannins
est telle qu'ils occupent 1l'ensemble de la vacuole (pl. XIII, 1).

3) Les_perturbations_au sein des_laticiferes
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Rappelons que chez une plante saine, le latex est dé-
fini comme un protoplasme de nature colloidale (DICKENSON, 1969)
constitué

- de particules de caoutchouc (pl. XIII, 2 et 3), polymere
isoprénique, dont les plus grandes atteignent 0,5 um ;

- de lutoides, vacuoles a caracteére lysosomal (PUJARNISCLE,
1969 ; RIBAILLER et al., 1971 ; D'AUZAC et al., 1982) en-
tourées d'une simple membrane. Leur taille peut dépasser
2 um. Les lutoides renferment trés souvent des microfi-
brilles de nature protéique (pl. XIII, 4 et pl. XIV, 2),
(DICKENSON, 1969) ainsi que des particules de caoutchouc
(HEBANT, 1981) ; |

-,

- des particules & double membrane : les particules de FREY-
WISSLING, (4 a2 6 um de diaméetre) ;

- du cortége habituel d'organites cellulaires parmi lesquelles
on distingue les plastes, le noyau dont les caractéristiques,
€également rapportées par HEBANT (1981), sont la présence de
microtubules au voisinage de la membrane nucléaire (pl. XIII,
5) et l'existence de microfibrilles dans le nucléoplasme,
les vacuoles '"classiques'" (par opposition aux lutoides riches
en inclusions).

I1 faut souligner que l'espace périplasmique des lati-
ciferes renferme fréquemment des fibres qui semblent participer
a l'édification de la paroi (pl. XIII, 6).
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L'ensemble des particules et des vacuoles, en suspen-
sion dans le "sérum cytoplasmique', sont chargées négativement.
Elles maintiennent par leur répulsion électrostatique, la sta-
~bilité colloidale du latex. Toute rupture de cette stabilité
aboutit & la floculation puis & la coagulation du latex.

Celle-ci se produit au cours de 1l'infection et se dé-
roule en plusieurs €tapes (NICOLE et al., 1982 Db ).

a) dans un premier temps, les particules de caoutchouc
fusionnent et forment des microcoagula (pl. XIII, 7
et 8). L'examen attentif des clichés révéle une abondance parti-
culieére des microcoagula autour des structures vacuolaires
(pl. XIV, 1) et plus particuliérement autour des lutoides dont
la membrane est rompue en plusieurs endroits tpl. XIv, 2). C'est
la phase de déstabilisation du latex. Le cytoplasme, trés granu-

leux, renferme de nombreuses microvacuoles (pl. XV, 1) ;
. . .

b) dans un second temps, la membrane lutoidique, ainsi

que celle des particules de FREY-WISSLING(non visibles

sur les figures) et des autres vacuoles, est compleétement éclatée
(pl. XV, 2 et 3). Les coégula augmentent de volume et sont plus
compacts. Les microvacuoles fusionnent, (pl. XV, 4), favorisant
1'agglomération du caoutchouc (pl. XV, 5). Cet état caractérise

la coagulation ;
c) au stade ultime, tout le latex se prend en masse

(pl. XV, 6). Le cytoplasme est totalement digéré ;

aucune structure membranaire n'est décelable.

En aucun cas, les filaments mycéliens n'ont été obser-
vés dans les laticiféres, méme au début de la coagulation.
Celle-ci peut méme intervenir bien avant la tolonisation du
liber, les cellules parenchymateuses limitrophes conservant leur
intégrité (pl. XV, 7).
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C. Discussion

1) La dégradation des parois apparait comme 1l'une des étapes
clés de la colonisation des tissus racinaires non lignifiés.
L'altération des structures de surface des cellules n'est pas
sélective ; elle concerne tant la cellulose que la pectine et la
subérine. )

Au sujet des polysaccharides, les enzymes capables
dthydrolyser la cellulose et la pectine existent chez R. lignosus
(GEIGER et al., 1983a). Si les activités cellulase et B-glucosi-
dase ont été caractérisées dans les racines parasitées, il n'en
est pas de méme pour l'activité pectinolytique, uniquement dosée
in vitro (NICOLE et al., 1982 a ). Les dégats occasionnés a la
lamelle moyenne sont pourtant réels ; la dislocation des tissus
le confirme. Aussi peut-on s'interroger sur les modalités de
fonctionnement des enzymes pectiques de R. lignosus. En effet,
elles sont excrétées soit en tres faible quantité dans une zone
réduite autour des hyphes, soit intégrées dans la parci fongique
assurant ainsi une digestion de contact. Cette derniére hypo-
thése €st a écarter 2 mon sens, si 1l'on tient compte de la dégra-

dation souvent importante du ciment intercellulaire (pl. IX).

Les perturbations du liége traduisent une aptitude
particuliere de R. lignosus a dégrader la subérinme qui, au cours
du développement des jeﬁnes plantes, imprégne les paroils. Des
travaux récents (KOLATTUKUDY, 1980 et 1981), réalisés sur la

pomme de terre ont montré que la subérine se compose

- d'acides gras et d'alcools gras, caractérisés par une
chaine aliphatique de C,, a Cyo ;

- de w hydroxy-acide gras, chaine saturée en Cqyg ;

- d'acides dicarboxyliques, dérivés de 1l'oxydation des acides
gras précédents ;

- de composés phénoliques parmi lesquels la vaniline et la
p.hydroxybenzaldéhyde.

L'utilisation des techniques d'études des lignines a
conduit KOLATTUKUDY (1981) & proposer un type d'organisation de
la subérine. En effet, selon son hypothése, une matrice phénoli-

que, rattachée & la paroi et de structure similaire 2 la lignine,
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servirait de support aux autres constituants.

Sur la base de ce modéle, R. lignosus dispose-t-il des
enzymes nécessaires a la dégradation de la subérine ? Si dans
les jeunes tissus (racines de 4 32 5 semaines) l'intervention
d'une cellulase explique, en partie, la perforation des parois,
cette enzyme parait par contre insuffisante a justifier le méme
phénoméne observé dans le liege de racines plus 4gées (2 a 4
mois). La biodégradation des polyesters végétaux par des parasi-
tes fongiques a été démontréeen ce qui concerne la cutine
(NICHOLSON et al., 1972 ; Van den ENDE et LINSKENS, 1974 ; LIN
et KOLATTUKUDY, 1980 ; KOLATTUKUDY, 1981 ; DICKMAN et al., 1982
et KOLLER et al., 1982). Elle n'a été que rarement abordée dans
le cas de la subérine (KOLATTUKUDY, 1977 et 1981).

La culture de R. lignosus sur liége d'Hévéa a cependant
permis de caractériser, dans les filtrats, la présence d'une
activité estérase (GEIGER et al., 1983 a), qui, mise en
évidence <n vivo, pourrait justifier une certaine altération de
la subérine. Les agents de pourridié sont toutefois plus connus
pour leur production de diphénoloxydases : les laccases (GEIGER,
1975). Or, en référence au modéle proposé par KOLATTUKUDY (1981),
il est possible que ces enzymes participent également 2 la modi-
fication du suber. Elles sont effectivement excrétées par les
hyphes dés les premiers instants de leur pénétration dans " les
assises cellulaires subérifiées les plus externes de la racine
(NICOLE et @l., 1983a). Aussi, une action conjointe cellulase-
estérase-laccase est-elle envisageable au cours de la colonisa-
tion du lidge. Leur implication dans le processus de dégradaticn
de la subérine serait toutefois fonction du degré de subérifi-
cation des parois.

2) En plus de la dégradation des parois, la progression du
parasite dans les tissus non lignifiés favorise également des
bouleversements du contenu des cellules. La vacuolisation du cyto-
plasme des cellules associées aux laticiféres et des laticiferes
est caractéristique d'une dégénérescence cellulaire. Au niveau ma-
croscopique, elle se traduit par la nécrose des tissus. Les modi-
fication’s les plus remarquables s'observent cependant dans les
cellules a tannins et les laticiféres.
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En effet, au cours de 1l'infection, les tannins occu-
pent l'ensemble du systéme vacuolaire. Cette mobilisation d'une
partie du pool phénolique constitue vraisemblablement une ré-
ponse a l'agression fongique. Chez les végétaux, les polyphénols
sont effectivement connus comme intervenant dans les mécanismes
de défense (SCHLOSSER, 1980) ; dans le cas de 1'Hévéa, toutefois,
ce n'est qu'une hypothese qui reste & vérifier, compte tenu de
1'approche succinte décrite ici.

3) Quant aux laticifeéres, ils sont le sigdge d'un phénomene
trées peu décrit dans la littérature : la coagulation interne du
latex (de FAY et HEBANT, 1980). Généralement, la coagulation du
latex intervient aprés une blessure de 1'écorce, telle la sai-
gnée de 1l'arbre pour son exploitation. Dans ce cas, elle est
conditionnée par des phénomenes purement physiques. L'étude de
la coagulation au niveau de l'encoche a montré que les facteurs
coagulants sont compartimentés dans les lutoides (SOUTHORN,

1968 ; RIBAILLER, 1972 ; HANOWER et al., 1976 ; BRZOZOWSKA-
HANOWER et al., 1979). Durant 1l'infection, par contre, la coagu-
lation a lieu dans les racines, sans stress physique externe.
D'apreés les observations au MET, elle se déroule en 3 étapes.

- la phase de déstabilisation du latex ; elle se caractérise
par

- un éclatement des membranes vacuolaires (lutoides)
qui, selon CRETIN et BANGRATZ (1983), résulte de 1la

‘ dégradation peroxydative des lipides membranaires. con-
sécutivement au démasquage d'activités enzymatiques
génératrice d'oxygéne toxique. La déstabilisation de
ces membranes biologiques favorise la formation de
microvésicules dont le réle autophagique serait pré-
pondérant. ‘

. la formation de microcoagula, fusion des particules
de caoutchouc provoquée par la libération, dans le
hyaloplasme, des facteurs coagulants des lutoides ;

- la phase de coagulation sensu stricto, caractérisée par la
fusion des microvacuoles et 1l'accumulation des coagula ;

- la, prise en masse totale du caoutchouc qui marque le stade
ultime du processus. .
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Certaines de ces étapes (rupture des membrances biolo-
giques et vacuolisation du cytoplasme) sont identiques & celles
observées par RACHMILEVITZ et FAHN (1982) au cours de la matu-
ration des laticiferes de Ficus carica. Ces similitudes sugge-
rent que le processus de coagulation interne chez 1'Hévéa para-
sité, ne serait qu'une activation du vieillissement des latici-
feres.

Mais la coagulation interne du latex existe dans les
tissus sains ; elle y est toutefois trés faible. Elle tend a se

généraliser dans les tissus infectés, dans lesquels elle apparait
néanmecins comme un phénoméne secondaire de 1'infection (NICOLE

et al., 1982 b ) tel le suggére 1'absence du mycélium dans les
laticiféres coagulés ou en cours de coagulation. Dans ces condi-~
tions, le déterminisme de la coagulation interne ne s'explique
que par une action indirecte du champignon, opérant & distance.

. En effet, parmi les facteurs agissant sur la coagula-
tion, les ions H+, les cations divalents, les polyphénoloxydases
et les protéases sont les plus actifs (HANOWER et al., 1976 ;
BRZOZOWSKA-HANOWER et al., 1978). Les enzymes excrétées par les
hyphes mycéliennes (NICOLE et al., 1982 a et GEIGER et al.,

1983 a) et les produits de dégradation des structures cellulaires
hotes contiénnent certainement 1l'un ou plusieurs de ces composés.
Or, l'organisation fonctionnelle du phloéme, interconnection des
rayons libériens et des laticiferes, favorise un transport

radial et vertical des éléments nutritifs (HEBANT et de FA&,
1980), et vraisemblablement des produits de dégradation libérés
dans les cellules voisines des laticiferes. En outre, SHELDRACKE
et MOIR (1970) ont caractérisé dans le latex d'Hévéa non para-
sité, la présence d'une cellulase endogéne impliquée dans la
différenciation et la maturation des laticiferes, et plus parti-
culigrement dans la dégradation des parois cellulosiques. Ce
résultat est par ailleurs conforté par les travaux de GIORDANI
(1980 et 1981) sur le systéme laticifeére de Lactuca sativa. Une
activation de cette enzyme dans les tissus (sains-et contaminés)
d'une racine parasitée, entrainerait une accumulation des produits
de dégradation des parois dans les laticifeéres, favorisant ainsi
le processus de coagulation interne et, partant, le vieillisse-
ment de la cellule.
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Dans cette optique, la coagulation du latex sans con-
tact direct avec le parasite est concevable. Ceci est enfin con-
firmé par 1l'absence d'écoulement du latex apres une saignée des
tissus sains d'un pivot parasité, 5 a 10 cm en avant des tissus
nécrosés.

IV. COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES

Dans le pivot d'un jeune Hévéa 4gé de 6 semaines envi-
ron, les structures secondaires sont bien différenciées (pl. XVI,
1Y. Le bois est dit hétéroxylé ; il se compose des é€léments sul- -
vants

- les vaisseaux, abondamment garnis de ponctuations (pl. XVI, 2),
- les rayons ligneux, dont les cellules sont en continuité
avec celles des rayons du phloeme,

- les fibres, également ponctuées.

La paroi d'une cellule du bois est constituée; selon
WARDROP (1971); de différentes couches (tableau VIII, pl. XVI,
3 et 3') composées chacune de lignines et de polysaccharides dont
le principal est la cellulose. L'application de méthodes cyto-
chimiques permet la visualisation de ces constituants (CZANINSKI,
1979 ; CATESSON, 1980) dont les proportions varient toutefols en
fonction de 1'4ge de 1'individu et d'une espéce végétale a 1l'au-
tre (SARKANEN et LUDWIG, 1971).

L'organisation cellulaire du xyléme et la diversité de
la composition chimique des parois conditionnent ainsi le déve-
loppement d'un parasite au sein de ce tissu.
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= EPAISSEUR REACTICN
COUCHE MOYENNE C AU KMnQg4
PARIETALE CQEZ HmJ COMPOSITION MOYENNE THECRIQUE CHEZ
L'HEVEA L'HEVEA
Lamelle 0.3 polysaccharides acides (pectines) : 10 % e
moyenne lignines : 90 %.
Paroi Fipres d? Qellulose sans orienta- | 10a 20%
L 0.8 tion précise et
primaire ’ . .
lignines : 90 a2 80%
fibres de cellulose et hémicellu-
lose perpendiculaires & 1'axe o
8 2,1 : % :
1 de la cellule 10 .
B lignines : 90 %
-
g fibres de cellulose et hémicellu-
o} lose parallélesa 1l'axe de la . o
§ 52 12.3 cellule ' 0 % ¥
'§ lignines ' : 50 %
@ fibres de cellulose perpendicu-
laires 2 1l'axe de la cellule : a0 % QY
SB ";2
lignines : 10 %
TABLEAU VIII : Structure et composition moyenne des paroig

dfun vaisseau de xyleéeme.

(d*'apreés MONTIES et al., 1980)

A. " Le processus de colonisation du bois

Le xyleme est la cible privilégiée de E. lignosus au

cours du cycle infectieux.

In vivo, l'envahissement de ce tissu est indépendant
du degré de colonisation des tissus corticaux. Il s'opeére préfé-
1) dans

lesquels la progression des filaments est rapide. A proximité des

rentiellement par les rayons parenchymateux (pl. XVII,
vaisseaux, les ramifications des hyphes favorisent la pénétra-
tion de ces cellules (pl. XVI, 4). Le passage des rayons paren-
chymateux aux vaisseaux et aux fibres, s'effectue surtout par les
et de la la-

melle moyenne. La perforation des structures de surface est par

ponctuations aprés digestion de la paroi primaire

contre, moins fréquente (pl. XVII, 2), malgré l'existence de
microhyphes (pl. XVII, 3) capables de s'insérer dans les couches
pariétales.
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In vitro, sur fragments stériles de racines d'Hévéa,
1'envahissement du plan ligneux est anarchique. La colonisation
du bois a lieu indifféremment de la nature des cellules qui le
constituent. Elle s'opeére soit par les pores, soit aprés perfo-
ration des parois (pl. XVII, 4), consécutive a la différenciation
de nombreuses microhyphes.

B. La dégradation du xyléme

1) ggg_perturbations au niveau tissulaire : observation

La coloration des lignines dans un tissu sain (tests
de Matlile et de Wiesner) est rouge vineux et homogéne. Dans un
tissu parasité, cette coloration devient trés hétérogéne. Les
parois des cellules attaquées par le champignon prennent, en
effet, une teinte orangée qui tend a se généraliser lorsque 1la
nécrose est totale. Examinée a la lumiére ultra-violette, la
fluorescence du xyleme parasité est également perturbée (pl. XVII,
5), alors qu'elle apparait homogéne dans un xyleéme non contaminé.

Les modifications chromogénes révélent de plus un re-
tard de 1la lignification du jeune xyléme néoformé ; au niveau
histologique cela se traduit par une mosaique d'flots cellulaires

plus ou moins lignifiés.:

Ainsi, il apparait que la modification desparois lignifiées
soit 1'une des conséquences de l'attaque du xyléme par R. lignosus.
Le paragraphe suivant analyse au niveau cellulaire, la nature,
le niveau et le degré des dégits occasionnés a ce tissu.

2) Aspects_ultrastructuraux_de_la_dégradation_du_xyléme
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Une comparaison est effectuée entre les aptitudes res-
pectives de R. lignosus & dégrader le bois au sein d'une jeune
plante d'Hévéa d'une paft, et sur un substrat ligneux inerte
d'autre part. '

a) Dégradation du xyléme au sein d'un jeune plant d'Hévéa

L'altération des parois cellulaires du xyléme est cor-

rélative & la colonisation du tissu. Elle est progressive, or-
donnée et sélective, et s'opére soit ponctuellement au contact



61

du parasite, soit en avant des hyphes.

Chronologiquement, la dégradation des parois débute,
dans la majorité des cas, au niveau de la lamelle moyenne. Deux
“étapes la caractérisent (pl. XVIII, 1, 1' et 2).

- la désorganisation de cette structure, démasquant une ma-

trice légérement granuleuse ;

- la digestion puis la perforation progressive de cette ma-
trice, conduisant a la formation d'un méat.

Ce mécanisme a souvent lieu sans contact visible avec
le parasite. Par rapport a ltaxe de la cellule, 1l'altération
évolue ensuite de manidre centripete, affectant d'abord la paroi -
primaire (pl. XVIII, 3) puis les différentes fractions Si, Sy et
Sz de la paroi secondaire. C'est & ce niveau précis que se mani-
feste une certaine sélectivité de la dégradation. En effet, la
jonction des couches Sq1,S7 apparait comme une zone particq}iére—
ment sensible & 1'action du champignon. L'apparition de nombreu-
ses alvéoles (pl. XIX, 1), plus ou moins alignées et orientées
perpendiculairement aux fibres constitutives de Sz (pl. Xik, 2)
favorisent la séparation des deux fractions considérées. La dé-
gradation de la couche Sy s'accentue alors paralldlement a 1'ali-
gnement des fibres (pl. XIX, 3), conduisant & la disparition de
plus de 50 % de cette fractionm.

La couche Sz, .par contre, semble le plus souvent épar-
gnée par ce mécanisme. Elle offre toutefois moins de résistance,
lorsque les parois sont perforées par les hyphes 2 partir de la
lumiere de la cellule (pl. XIX, 4). Dans ce cas, parois primaire
et secondaire sont moins altérées que précédemment. La digestion
ne steffectue en effet qu'au voisinage immédiat des hyphes.

Globalement, les altérations ainsi décrites restent
cependant localisées et ne s'étendent pas a tout le tissu. Sa
dislocation est de ce fait limitée, méme au stade ultime de 1'in-
fection de la plante. (La friabilité du bois, observée sur pivot
adulte, résulte vraisemblablement de surinfections bactériennes
intervenant en tant que saprophytes & la fin du cycle infectieux).
Le brunissement des tissus contaminés est néanmoins généralisé,

il est certainement 1ié a 1'accumulation, dans les cellules, de
produits de dégradation des parois. En effet, la lumizre des
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vaisseaux est progressivement obstruée par des dépdts, fins
d'abord et plus denses ensuite (pl. XX, 1 et 2). Ceux-ci s'ac-
cumulent au niveau des pores et des .ponctuations (pl: XX, 3),
bloquant les échanges cellulaires. Au MP, ces dépdts répondent
aux tests des lignines. Au MET, ils prennent des aspects variés,
soit massifs,osmiophiles ou non ; soit plus fins, fibrillaires
ou non. Il est fréquent de constater que ces formations s'agglu-
‘tinent autour des hyphes souvent dégénérescentes.

b) Dégradation du bois inerte par R. lignosits cultivé

in vitro sur blchettes d'Hévéa ’

Le comportement saprophytique de R. lignosus sur bois
differe du comportement parasitaire décrit précédemment. Quinze
jours seulement aprés l'infestation des blGchettes, d'importantes
perturbations sont visibles. L'examen attentif -des coupes ultra-
fines montre clairement une dégradation non ordonnée et peu sé-
lective des parois. La prolifération de microhyphes facilite les
digestions par contact (pl. XX, 4 et 6), ainsi qu'ad trés faible
distance du mycélium (pl. XX, 7). Aucune structure pariétale
. n'offre apparemment de résistance particuliére a la progreésion
du champignon (pl. XX, 5). L'architecture des fibres cellu-
losiques des parois (pl. XX, 7) ou du complexe lignopectique de
la lamelle moyenne (pl. XXI, 2) est rarement désorganisée du fait
de 1la dissolution rapide. Dans la lumigre des cellules, cepen-
edaﬁt, certains fragments des couches S; et Sz de la paroi secon-
daire se détachent de la surface cellulaire et s'agglutinent au-
tour des hyphes (pl. XXI, 1). Ces dépdts de nature fibreuse, se
contrastent parfaitement au KMnOy. Cing 2 six semaines apres
1'infestation, la lamelle moyenne est totalement détruite, cau-
sant ainsi la perte de cohésion du tissu.

C. Discussion .

1) La colonisation préférentielle du xyléme Vivant par

R, lignosus a été évoquée par PERIES et IRUGALBANDARA
{1973). Ce processus s'apparente a celui mis en oeuvre par Fomes
annosus (PEEK et a«l., 1972) sur les racines d'Epicea, qui, 2
1'état jeune ne sont cependant que faiblement attaquées, contrai-
rement i celles d'Z. brasiliensis (NANDRIS et aZ., 1983a).
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La progression des hyphes jusqu'aux vaisseaux s'effectue 2
la faveur des ponctuations ou des perforations du bois. Celles-ci
révélent un mécanisme de pénétration active des cellules (défini
par CORBETT, 1963) dont le support est la différenciation de
microhyphes. Ces fines ramifications se rencontrent souvent chez
les agents responsables de pourritures racinaires (CHOU ef LEVI,
1971 ; PEEK et al., 1972).

In vitro sur substrat inerte, la pénétration active
des cellules est exaltée du fait de la présence de trés nombreu-
ses microhyphes. Elle coexiste avec une colonisation anarchique
et rapide du plan ligneux, sans dégradation notoire du tissu.
Cette phase exploratoire correspond, d'aprés CORBETT (1963), 2
la pénétration passive des éléments du bois, également déployée
par Fomes annosus (PEEK et al., 1972), Coriolus versicolor
(DIROL, 1976) et d'autres champignons du bois (DIROL et RAVILLY,

1979 ; RADTKE et al., 1981).

2) En principe,les parasites provoquant une pourriture
blanche du bois, dégradent la lignine (KIRK, 1971 ; ANDER et
" ERIKSSON, 1978 ; ERIKSSON et al., 1980) et/ou la cellulose
(COWLING, 1961 ; LIESE, 1970 ; ERIKSSON, 1981).

_ Chez R. lignosus, la biodégradation du bois s'effectue
tant <Zn vivo qu'in vitro. Dans les deux cas, 1'altération des
parois est d'origine enzymatique, mais elle différe par son ni-
veau et son degré.

In vivo, les enzymes diffusent a distance, de la la-
melle moyenne (hautement lignifiée) vers la fraction Sz (faible-
ment lignifiée) ; les digestions par contact sont moins fréquen-
tes. La dégradation conséquente de la lamelle moyenne et de la
paroi primaire traduisent des potentialités lignolytiques réelles
de la part du champignon. Les laccases entr'autres, (polypheno-
loxydases excrétées par les hyphes) participent a la destruction
des lignines (ANDER et ERIKSSON, 1976 ; NOGUCHI et a«l., 1980 ;
GEIGER et HUGUENIN, 1981). Ces enzymes ont d'ailleurs une forte
activité dans les tissus nouvellement parasités par R. lignosus
(GEIGER et al., 1976). La sensibilité particuliere de la couche,
Sy aux enzymes fongiques s'explique, selon RUEL et al., (1981),
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par la faiblesse mécanique de la zone S{/Sy due au changement
d'orientation des fibres et par la naturé, souvent mal connue,
des lignines qu'elle renferme. GEIGER et «l., (1981) ont cepen-
dant caractérisé, chez R. Il<ignosus, une cellulase et une B-glu-
cosidase extracellulaires, dont les activités justifient vrai-
semblablement les dé€gdts observés a ce niveau. La résistance
partielle de la-fraction Sz a de méme été évoquée sur le Hétre
parasité par Coriolus versicolor (DIROL et RAVILLY, 1979) et sur
1'Epicéa contaminé par Sporotrichum pulverulentum (RUEL et al.,
1981). Ces derniers l'expliquent par une porosité faible de
cette couche, limitant la diffusion des enzymes ; par ailleurs,
ils n'écartent pas 1'hypothése d'une présence éventuelle de
composés phéneliques.

I1 semblerait ainsi que les structures riches en 1li-
gnines soient attaquées en premier lieu par le parasite. La di-
gestion des polysaccharides interviendrait en second lieu, ou,
au mieux, conjointement. Ce type d'altération (lamelle moyenne
S3) n'a jamais été décrit <n vivo chez d'autres agents de pour-
riture blanche. Fomes annosus (PEEK et al., 1972) et Fomes du-
rigsimus (SANTRA et NANDI, 1975) opeérent en effet de la lumiére
de la cellule vers la lamelle moyenne. .

In vitro, par contre, la majorité des champignons 1li-
gnivores, dont R. lignosus, se comportent de cette derniére ma-
niere (COWLING, 1965 ; ﬁIROL, 1976). En ce qui concerne 1'Hévéa,
la lamelle moyenne est attaquée tardivement, aprés les parois
secondaire et primaire. En outre, la fraction S3 n'oppose pas de
résistance a la décomposition enzymatique. Cette dégradation non
sélective des constituants pariétaux, <n vitro, s'explique cer-
tainément par la nature inerte du substrat. Sur racine vivante,
par contre, le parasite est géné dans son action par les réac-
tions de la plante. I1 est ainsi probable que certaines enzymes
fongiques, impliquées dans le processus de dégradation du bois,
s'expriment de préférence <n vitro, justifiant, de ce fait, 1l'o-
rientation de la dégradation paroi secondaire (riche en oses) =+
lamelle moyenne (pauvre en oses).

3) Le produit des activités enzymatiques au sein du xyléme
aboutit, 4n vivo principalement, & 1l'accumulation dans les cel-

lules, de produits de dégradation dont la nature ligneuse est en
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partie démontrée par les tests colorimétriques spécifiques.
L'origine réactionnelle de ces déplts est envisagée, mais elle
demeure difficilement vérifiable. Ils provoquent cependant,
1'obturation des vaisseaux, bloquant la circulation de la séve
brute et des é€changes cellulaires. La plante compense néanmoins
cette déficience en différenciant des racines secondaires qui
favorisent ainsi sa survie (NICOLE et «l., 1983 a).



LE PROCESSUS INFECTIEUX DE PHELLINUS NOXIUS
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La pourriture blanche des racines d'Hevea brasiliensis

causée par P. noxius est semblable 3 celle provoquée par R. li-
gnosus (NICOLE et 7., 1982 a). Parmi les étapes qui constituent

le processus infectieux de P. noxzius, seules les suivantes seront
décrites dans la seconde partie de ce chapitre :

- la pénétration du parasite dans les tissus racinaires :
1'étude est réalisée au MP ; la composition du manchon mycé-
lien (sable, terre, ...) rend trés délicate cette approche.
I1 est en effet indispensable de débarrasser la racine de
ces agrégats, auxquels sont imbriquées les lames mycéliennes,
pour effectuer les coupes sériées au microtome sans endom-
mager le couteau. Cette opération ne laisse de ce fait que
peu de filaments mycéliens au contact de 1l'assise périder-
mique. Pour ces raisons, ltultrastructure des hyphes n'a
pas été abordée.

- la colonisation et la dégradation des tissus racinaires non
lignifiés : étude au MP.

- la dégradation des tissus racinaires lignifiés : étude au
-MP et MET, <n vivo et in vitro.

I. PENETRATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

A. La pénétration dans les tissus racinaires

Le manchon mycélien constitué par P. noxzius autour de
la racine est maintenu cohérent par un mucilage d'origine fongi-
que. Le contact intime qui en résulte avec l'assise péridermique,
facilite la pénétrationAdes hyphes dans les-tissus corticaux
(pl. XXI, 3). Les cellules du périderme, petrforées par les hyphes,
sont alors rapidement envahies (pl. XXI, 4). Les parois, de ce
fait, sont rompues en plusieurs endroits (pl. XXI, 5). La pré-
sence du manchon le long de 1la racine multiplie les points de
pénétration, favorisant ainsi la colonisation des tissus corti-
caux.

-~

Aucune pénétration consécutive a une action mécanique

n'a par contre pu étre observée au MP, Enfin, les ouvertures na-

turelles constituent.également un moyen de passage utilisé par
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le champignon.

B. La colonisation et la dégradation des tissus

1) Développement du mycélium dans les_tissus
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La premiére phase de la colonisation de la racine con-
cerne les tissus corticaux secondaires. L'envahissement du ligge
est général et présente une caractéristique particuliére relati-
ve a la morphologie du parasite. En effet, dans ce tissu, le my-
célium est fin (0,5 a 1 pm), peu ramifié et n'a aucune affinité
pour les colorants sélectifs. Par contre, dans les parenchymes
ou le liber, les hyphes sont épaisses (pl. XXI, 6) et trés colo-

rées.

Les nombreuses ramifications visibles dans les cellu-
les colonisées, corduisent dans certains cas a la formation
d'amas mycéliens denses obstruant totalement la lumiére des cel-
lules. Quelle que soit la nature du tissu qu'il colonise, le
champignon adopte les positions intra ou intercellulaire, le pas
sage d'une cellule a l'autre s'effectuant par perforation
des parois.

2) Dégradation des_tissus_colonisés
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Ltapplication, aux tissus parasités, des colorants spé
cifiques des composants des parois végétales, montre, par compa-
raison avec les tissus sains, d'importantes perturbations de ces
parois, ainsi qu'une dégradation notoire du ciment intercellu-
laire. Leur modification morphologique se traduit par un aspect

festonné et déchiqueté, tant dans le ligge (pl. XXII, 2) que dans

le parenchyme primaire (pl. XXII, 1). Dans le phloéme, ces dégra
dations affectent €galement le fonctionnement des laticif@res

dont le contenu cellulaire est enti&rement coagulé.

Sur jeunes plantes uniquement, la dégradation des tis-
sus non lignifiés est souvent quasiment achevée avant méme que

le xyléme ne soit contaminé.
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L'intense prolifération des filaments dans ces rayons
ainsi que 1éur ramification (pl. XXII, 4) méne le parasite au
parenchyme médullaire (pl. XXII; 6) et aux vaisseaux. Le passage
d'une cellule a l'autre s'effectue a la faveur des ponctuations
(pl. XXIII, 2) ou desperforations des parois. Enfin, dans les
faisceaux ligneux, le mycélium repose sur la fraction Sz de la
paroi secondaire, dont il se sert de support pour se déplacer

dans la cellule, (pl. XXIII, 1).

2) Dégradation_du xyléme
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Au cours de 1'infection, 1'application de tests spéci-
fiques des lignines en MP, révéle une variation progressive de
la colorationdu xyleéme allant du rduge pour les tissus sains a
l'orange pour les tissus dégradés. Tout comme R. lignosus, au
stade ultime de la nécrose, les vaisseaux sont fréquemment obs-
trués par des dépbts dont certains répondent a ces tests. L'ana-
lyse des coupes ultrafines au MET, montre une altération de la
lamelle moyenne (LM) (pl. XXIII, 3) ainsi que des perturbations
des parois primaires (P ) et secondaire (Pyy). Contrairement 2
R. lignosus, la dégradation des structures de surface n'est pas
sélective et s'opere simultanément dans le sens LM + P11 et
P11 +~ LM, soit & distance des hyphes, soit & leur contact.

En ce qui concerne la LM et la Py, leur attaque débute
par une augmentation de leur propriété osmiophile puis s'achéve
par leur perforation (pl. XXIII, 4) résultant d'une digestion-

. enzymatique (pl. XXIII, 5). Quant a la paroi secondaire, les
fractions Sp et Sz se distinguent par une sensibilité accrue 2
l'action du parasite. Elle se traduit surtout par une affinité
supérieure au tétroxyde d'osmium (pl. XXIV, 1), et, pour Sz
principalement, par une perte conséquente de-sa rigidité intrin-
séque.

Au terme de la dégradation du xyléme, la dislocation

des cellules favorise 1'effritement du bois.

B. Observations in vitro

Quinze jours apres 1l'infestation des Dblchettes, le my-
célium prolifére a la surface du bois, mais la colonisation du

-

plan ligneux est faible (1 & 2 couches de cellules). L'attaque

’
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des parois débute généralement au niveau de la fraction Sz de la
paroi secondaire et sfétend vers‘la 1amé11e moyenne. La dégrada-
tion est cependant limitée au contact des hyphes (pl. XXIV; 3).
A ce stade

- la LM, la Py et la fraction Sq de la PII; sont faiblement
altérées ; )

- les fractions S et Sz le sont par contre beaucoup plus ;

- le mycélium ne différencie que peu de microhyphes.

Six mois aprés l'infestation, la dégradation du xyléme
est généralisée. Elle résulte soit de la perforation des parois
par les hyphes ou les microhyphes, soit d'une attaque au niveau
des ponctuations. Dans ce dernier cas, la lamelle moyenne est
totalement détruite. Les dégldts les plus importants concernent
cependant les parois Py et Pyy, dont certaines portions ont com-
plétement disparu (pl. XXIV, 2).

C. Discussion

L'analyse des clichés présentés ci-dessus, permet de
conclure quant a 1'aptitude de P. noxius 2 dégrader les parois’
des cellules du xyleme. Non seulement les fractions riches en
polysaccharides sont trés fortement altérées, mais la lameclle
moyenne et la paroi primaire, hautement lignifiées, subissent
également des dégits non négligeables. Ces données réfutent
1t'idée selon laquelle P. noxZus provoque une pourriture brune

dont 1'une des caractéristiques, selon COWLING (1961), WILCOX
(1968) et LIESE (1970) est de n'altérer que faiblement le sque-
lette ligneux.

La mise en évidence d'une activité laccase extracellu-
laire d'origine fongique (GEIGER et «l., 1981), étayée par l'ob-
servation microscopique, a de ce fait, conduilt notre équipe a
classer ce parasite comme agent d'une pourriture blanche. Il est
en effet capable de dégrader au moins partiellement, les polymé-
res phénylpropanes, au méme titre que P. isabellinus (ANDER et
ERIKSSON, 1978) et P. pinit (BLANCHETTE, 1979 et 1982 a ), para-
sites du Pin.
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L'action digestive de P, noxius occasionne cependant
plus de dégdts aux polysaccharides qu'aux lignines, bien qu'in
vivo 1l n'y ait pas de dégradation préférentielle et qu'in vitro,

elle soit peu sélective.
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Dans ce chapitre,

Les différences de comportement de R.

73

la question majeure est posée :

lignosus et P.

noxius a l'encontre de jeunes plantes d'H. brasiliensis se tra-

duisent elles également au niveau

A 1'issue de 1l'analyse microscopique-précédente,
est permis d'y apporter des &léments de réponse.

des mécanismes de 1l'agression ?

i1

A cet égard, la

figure ci-dessous schématise les modalités de I'infection de cha-

cun des parasites.
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Deux étapes, a mon sens, présentent des caractéristi-

-ques distinctes

. - la contamination des plantes

elle est liée a la biologie de chacun des champignons. Chez
R. lignosus, l'aptitude des rhizomorphes a se propager dans
le sol lui confére des potentialités contaminatrices
élevées (NICOLE et al., 1983 a). Chez P. nozius, l'absence
de telles structures rend indispensable un contact étroit
avec 1'hote, conditionnant ainsi la réussite de 1'infection
(NANDRIS et al., 1983 2) ;

- la pénétration des parasites dans la racine :

elle est mixte chez R. lZgnosus (active + passive) et résul-
te de la transformation mycélienne (hyphe non infectieuse =
hyphe infectieuse), événement capital de la biologie du pa-
rasite (BOISSON, 1968). Les filaments infectieux ont par
ailleurs la capacité de différencier des structures spécia-
lisées analogues aux haustoria. Chez P. nozius par contre,
la pénétration est moins complexe ; les mécanismes actifs

prédominent, favorisés par l'organisation de 1l'interface
héte-parasite.

Dans les deux cas, le mode de contamination conditionne
cette phase de la pathogénése.

"Contamination et pénétration" apparaissent ainsi comme les éta-
pes clefs des processus infectieux de chaque champignon. Les
étapes suivantes '"colonisation et dégradation des tissus racinai-
res' sont semblables entre elles, et ne se distinguent 1l'une de
1'autre que par quelques variantes de leurs mécanismes. En effet,
les perturbations cellulaires provoquées par P. noxius dans le
parenchyme, le ligge et le phloéme prévalent;par rapport a celles

caus€es par R. lignosus, & l'inverse dela dégradation du xyléme.

Ceci

- d'une part, s'explique par un pool d'hydrolases plus diver-

sifié, 2 activitésélevées chez P. noxmius et par des activi-
 tés oxydasiques supérieures chez R, lignosus (GEIGER et al.,
1981 et 1983 a; NICOLE et al., 1982a) ;
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- et d'autre part, explique la colonisation rapide des tissus
non lignifiés par P. noxius, et,le ralentissement de sa pro-

gression dans le xyleéme.

Dans ces conditions, d'aprés 1'observation microscopi-
que, le bois d'Hévéa est dégradé sélectivement par R. lignosus
(lignines puis polysaccharides) alors que ces deux constituants
pariétaux sont dégradés simultanément par P. noxius. La pourri-
ture blanche ainsi occasionnée par ces deux champignons résulte
sans ambiguité de 1l'altération des tissus racinaires consécutive
2 la mise en oeuvre d'enzymes dégradantes.

L'implication de celles~ci dans le processus infectieux
ne suffit néanmoins pas a les considérer comme le support pri-
maire du pouvoir pathogéne. Dans ce cas :

1. Les hydrolases ont elles un r6le exclusivement trophi-
que comme le souligne BATEMAN et BASHAM (1978) chez les
parasites facultatifs ? Ou bien certainés d'entre elles sont
elles déterminantes 2 1‘image des pectinases des agents de pour-
riture molle (WOOD, 1978) ?

2. Ltactivité des laccases est-elle seule capable de provo-
‘quer la mort des plantes ? Leur participation a la dé-
gradation des lignines (KIRK, 1971 ; ANDER et ERIKSSON, 1978 ;
GEIGER et «l., 1983 a et b ...) juétifie-tﬂelle 1'importance que
1'on pourrait leur attribuer ? ~ Quoi qu'il en soit, ces enzy-
mes sont utilisées par notre équipe comme marqueurs de 1'infection
des plants d'Hévéa (GEIGER et al., 1976 ; NICOLE et alZ., 1982 a).

3. -Dans 1l'hypothese d'une réponse positive aux questions
précédentes, comment expliquer que certains jeunes Hévéa

moribonds montrent un pivot trés partiellement nécross soit dans,
sa partie inférieure soit au niveau du plateau racinaire (NANDRIS
et al., 1983 a) ? Existe-t-il une (ou plusieufs) toxine(s) produi-
te (s) par ces parasites comme le suggére PERIES (1959) ? Il est
en effet probable que certains produits de dégradation des
structures cellulaires hf6tes, agissant de concert avec les enzy-
nes fongiques, aient un pouvoir phytotoxique, qui, dans certaines
conditions, seraient 2 l'origine du dépérissement foliaire avant
. la nécrose totale du pivot.
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- et d'autre part, explique la colonisation rapide des tissus
non lignifiés par P. noxZus, et le ralentissement de sa pro-
gression dans le Xxyleme.

Dans ces conditions, d'aprés l'observation microscopi-
que, le bois d'Hévéa est dégradé sélectivement par R. lignosus
(lignines puis polysaccharides) alors que ces deux constituants
pariétaux sont dégradés simultanément par P. noxius. La pourri-
ture blanche ainsi occasionnée par ces deux champignons résultg
sans ambiguité de l'altération des tissus racinaires consécutive
2 la mise en oeuvre d'enzymes dégradantes.

L'implication de celles-ci dans le processus infectieux
ne suffit néanmoins pas & les considérer comme le support pri-
maire du pouvoir pathogéne. Dans ce cas

1. Les hydrolases ont elles un rdle exclusivement trophi-
que comme le souligne BATEMAN et BASHAM (1978) chez les
parasites facultatifs ? Ou bien certainés d'entre elles sont

elles déterminantes & 1'image des pectinases des agents de pour-
riture molle (WOOD, 1978) ?

2. Ltactivité des laccases est-elle seule capable de provo-
"quer la mort des plantes ? Leur participation & la dé-
gradation des lignines (KIRK, 1971 ; ANDER et ERIKSSON, 1978 ;
GEIGER et aql., 1983 a et b ...) justifie-t-elle 1'importance que
1'on pourrait leur attribuer ? ~ Quol qu'il en soit, ces eénzy-
mes sont utilisées par notre €quipe comme marqueurs de l'infection
des plants d'Hévéa (GEIGER et al., 1976 ; NICOLE et al., 1982 a).

3. -Dans 1'hypothése d'une réponse positive aux questions
précédentes, comment expliquer que certains jeunes Hévéa

moribonds montrent un pivot tré&s partiellement nécrosé soit dans
sa partie inférieure soit au niveau du plateau racinaire (NANDRIS
et al., 1983 a) ? Existe-t-il une (ou plusieurs) toxine(s) produi-
te (s) par ces parasites comme le suggdre PERIES (1959) ? Il est
en effet probable que certains produits de dégradation des - -
structures cellulaires hétes, agissant de concert avec les enzy-
mes fongiques, aient un pouvoir phytotoxique, qui, dans certaines
conditions, seraient &8 l'origine du dépérissement foliaire avant
la nécrose totale du pivot.
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- et d'autre part, explique la colonisation rapide decs tissus
non lignifiés par P. noxius, et le ralentissement de sa pro-
gression dans le xyléme.

Dans ces conditions, d'aprés 1l'observation microscopi-
que, le bois d'Hévéa est dégradé sélectivement par R. lignosus
(lignines puis polyséccharides) alors que ces deux constituants
pariétaux sont dégradés simultanément par P. noxius. La pourri-~
ture blanche ainsi occasionnée par ces deux champignons résulte
sans ambiguité de 1l'altération des tissus racinaires consécutive

a2 la mise en oeuvre d'enzymes dégradantes.

L'implication de celles-ci dans le processus infectieux
ne suffit néanmoins pas a les considérer comme le support pri-
maire du pouvoir pathogéne. Dans ce cas :

1. Les hydrolases ont elles un r6le exclusivement trophi-
que comme le souligne BATEMAN et BASHAM (1978) chez les
parasites facultatifs ? Ou bien certaines d'entre elles sont
elles déterminantes & 1'image des pectinases des agents de pour-
riture molle (WOOD, 1978) ?

2. Ltactivité des laccases est-elle seule capable de provo-
.quer la mort des plantes ? Leur participation & la dé-
gradation des lignines (KIRK, 1971 ; ANDER et ERIKSSON, 1978 ;
GEIGER et @l., 1983 a et b ...) justifie-t-elle 1'importance que
1'on pourrait leur attribuer ? Quoi qu’'il en soit, ces enzy-
mes sont utilisées par notre équipe comme marqueurs de 1l'infection
des plants d'Hévéa (GEIGER et @l., 1976 ; NICOLE et al., 1982 a).

3. Dans l'hypothese d'une réponse positive aux questions
précédentes, comment expliquer que certains jeunes Hévéa
moribonds montrent un pivot treés partiellement nécrosé soit dans
sa partie inférieure soit au niveau du plateau racinaire (NANDRIS
et ai., 1983 a) ? Existe-t-il une (ou plusieurs) toxine(s) produi-
te (s) par ces parasites comme - le suggére PERIES (1959) ? Il est
en effet probable que certains produits de dégradation des .
structures cellulaires hdtes, agissant de concert avec les enzy—
mes fongiques, aient un pouvoir phytotoxique, qui, dans certaines
conditions, serait 3 l'origine du dépérissement foliaire avant

la nécrose totale du pivot.
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Ces questions mettent en évidence 1la complexité de
ces maladies ; les données acquises ici par 1l'observation micros-
copique apportent sans aucun doute des lumiéres sur l'agression
de 1'Hévéa par R. Zignosﬁs et P. nozius. BElles constituent une
étape dans la compréhension des mécanismes de ce parasitisme.

Au plan de la pathogénése, cependant, elles sont
incomplétes car elles ne tiennent pas compte des potentialités
réactionnelles de la plénte. A ce titre, le chapitre suivant
fait état de quelques réactions de défense caractérisées sur le

plan anatomique et au niveau cellulaire.



CHAPITRE III

ASPECTS HISTO-CYTOLOGIQUES DE QUELQUES REACTIONS DE
DEFENSE DE L’HEVEA A L’'AGRESSION PARASITAIRE
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Tout organisme vivant, sujet & une attaque parasitaire,
met en place des réactions dans le but d'éliminer 1l'agent causal
responsable de l'agression. Chez les plantes, elles interviennent
tant au niveau d'une population qu'au niveau de 1'individu
(HORSFALL et COWLING, 1980). Dans ce dernier cas, elles sont

d'ordres physiques ou chimiques et peuvent étre constitutives
ou induites.

Parmi 1'ensemble des mécanismes de défense déployés
par un hote :

- certains empéchent le développement du parasite ou condui-
sent & l'éradication de  la maladie, la plante est résis-
tante ;

- d'autres limitent 1'extension du syndrome pathologique,

la plante se trouve dans une situation d'hyposensibilité.

Dans de nombreux exemples pourtant, ces réactions sont insuffi-
santes et provoquent, & plus ou moins long terme, la mort de la
plante comme c'est le cas, entre autres, des essences ligneuses
atteintes de pourritures racinaires.

En pathologie forestiére, toutefois, 1'étude des réac-
tions de défense d'un arbre s'avére délicate compte tenu

- de la fragilité du milieu naturel en zone tropicale dans
lequel évolue le couple h8te parasite (le sol),

- de la texture des tissus hétes (les lignines),

- et de la complexité des maladies causées par ces champignons
(les pourritures racinaires).

Aussi, en 1978, au cours d'un symposium intitulé
"Wood Decay In Living Trees : Mechanism of Tree Defense and Wood
Decay", MERRILL et SHIGO (1979) ont reédéfini et précisé le con-
cept de pourriture du bois (Wood Decay). Il apparaft ainsi, que
dans le bois, 1'évolution des mécanismes de dégradation interve-
nant durant la pathogenése est la résultante de 1l'action du para-
site:et des réactions de défense de 1'h6te, elles-mémes fondées

sur l'aptitude de la plante & reconnaitre son agresseur (SHIGO
et TIPPETT, 1981 a).
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Au niveau biochimique et cytochimique, les études des
réponses a ces attaques ont été développées par SHAIN (1967 et
1971). Sur le plan histologique par contre, les recherches sont
plus récentes. SHIGO et MARX (1977) ont en effet caractérisé
des phénoménes de compartimentation limitant la progression de
la maladie. Ces auteurs révélent ainsi le r6le capital des réac-
tions anatomiques dans les mécanismes de défense des ligneux
atteint de pourridié. Ce modé1¢ de compartimentation (ou CODIT,
Compartimentalization of Decay In Tree) élaboré a partir des
pourritures du tronc causées par des parasites et des saprophytes,
a été €largi aux pourritures des racines (TIPPETT et SHIGO, 1981).
I1 explique comment la plante tente de circonscrire le processus
de dégradation du bois non seulement dans l'espace mais aussi dans
le temps, en fonction du degré de gravité de la pourriture. Le
systéme CODIT a par ailleurs le privilége d'allier les modifica-
tions des principales voies du métabolisme aux réactions histolo-
giques différenciées par la plante (SHORTLE, 1979).

I1 est clair que ces acquisitions récentes de 1l'histo-
pathologie, replacent dans un contexte nouveau les investigations
en matiére de défense chez les végétaux ligneux. C'est dans cette
optique, que seront abordées les réactions histo-cytologiques de
1'Hévéa a l'attaque des deux agents de pourridié. Chacune d'entre
elles sera décrite en fonction de son apparition au cours de
1'infection. Nous distinguerons ainsi

- les réactions précoces intervenant au stade initial de la

. pénétration ;

- les réactions post-initiales différenciées au cours de la
pénétrationet de la colonisation des premi&res assises cellu-
laires ;

- les réactions intervenant durant la colonisation des tissus ;

~ les réactions tardives (intervenant en tant que mécanismes

ultimes), limitant 1'avance fongique.

Au cours de la discussion générale, une analyse globale
des résultats obtenus tentera de situer entre autres les pourri-

diés de 1'Hévéa par rapport au systéme CODIT proposé par SHIGO
et MARX, (1977). '
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RESULTATS

I. LES REACTIONS PRECOCES

Dés la contamination des plantes et les premiers stades
de la pénétration par le parasite, 1'Hévéa initie certaines réac-
tions décelables au microscope. Deux exemples ont é€té retenus,
1'un au niveau histologique, 1l'autre au niveau histochimique.

- v - - - - - - wn e o e e = .

Cette réaction, rencontrée dans la majorité des cas
sur des plantes infectées par P. noxius (70 %), concerne les jeunes
-cellules initiées par lephellogene. Dans un premier temps, se déroule un phé-
noméne d'hyperplasie caractérisé par des cloisonnements anticli-
nes (pl. xxzv; 4) et périélines (pl. XXIV, 5). A ce mécanisme
s'associe, dans un second temps, un processus d'hypertrophie
cellulaire ; plusieurs cellules, en effet, augmentent de volume
(pl. XXIV, 6 et 7) et conduisent a la formation d'amas cellulaires
plus ou moins organisés (pl. XXV, 2). Ceux-ci sont visibles a
la loupe au faible grossissement. Le cliché 1 de la pl. XXV
montre par ailleurs la pression qu'exerce les cellules hypertro-
phiées sur leurs voisines sous jacentes. Trés souvent, ce phé-
nomeéne se cristallise autour d'une ou deux cellules nécrotiques
et vise a contenir les premi&res hyphes (pl. XXIV, 7).

B. Stimulation_du_pool phénoligue

Comparativement aux tissus sains, le pool phénolique
est stimulé dans les tissus infectés. Le liége, ou le parenchyme
cortical primaire, sous les points de pénétration, réagissent
fortement au test. Il en est de méme pour les cellules a tannins
dans le liber et l'ensemble du xyléme. I1 faut préciser que le
moindre traumatisme causé par le parasite, induit une forte co-
loration brune naturelle, qui coincide avec la réponse positive
au test des phénols.



II. LES REACTIONS POST-INITIALES

Elles interviennent durant la pénétration et l'enva-
hissement des premiéres couches cellulaires par les parasites.

A. Au_niveau_histologique

- - - - - - - —— -

L'une des réactions les plus constantes de 1'Hévéa a
ltattaque de R. lignosus et P. noxius est 1l'augmentation du nom-
bre des assises cellulaires sous les points de pénétration. Elle
résulte d'une exaltation du fonctionnement de 1'assise généra-
trice subéro-phellodermique, soit dans le sens du liege
(pl. XXV, 3), soit dans le sens du phelloderme (pl. XXV, 4).
Dans les deux cas, le nombre de rangées de cellules concernées
varie en moyenne de 1 & 4 et peut atteindre le rapport de 1
pour 8. Souvent, l'ensemble de ces assises évolue en ''nodules"
cellulaires (pl. XXV, 5) visibles & 1'oeil nu, et formant des

-

bourrelets a la surface de la racine.

B. Au niveau cellulaire

- A G v . . . o - —

-

Chez de trés jeunes plantes, dans la région apicale
de la racine ol le cambium subéro-phellodermique est encore
inactif, certaines pérois cellulaires s'épaississent considéra-
blement. C'est dans le parenchyme cortical primaire que la réac-
tion est le plus spectaculaire (pl. XXV, 6). L'épaisseur de ces
parois, quoique variable, peut atteindre en effet 3 pm. Les dé-
pdts observés sur ce cliché semblent s'effectuer a partir de
la lumiere des cellules et ne concernent que les parois orientées
vers le parasite. Les essais d'identification de la nature de

O

‘ces épaississements ont montré que, dans 50 % des cas, le test
de la phloroglucine est positif.

Cette modification de 1'architecture pariétale a éga-
lement €té observée dans les tissus plus &gés, au niveau des as-
sises surnuméraires du liege. Dans ce cas précis, le test au
Soudan III B est positif ; celui des lignines est par contre
peu concluant.
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- - e -t tme .- -

Une activité peroxydasique a €té recherchée par voie
cytochimique. Les résultats acquis sont trés positifs, mais ne
permettent pas de distinguer significativement des niveaux d'ac-
tivité différents. La réponse de la racine est en effet générale
tant dans les tissus sains que parasités et tout au long de 1'in-
fection.

III. LES REACTIONS INTERVENANT AU COURS DE LA COLONISATION
DES TISSUS

Au cours de cette étape, les moyens mis en oeuvre par
la plante pour ralentir la progression du parasite, ont surtout
été observés au niveau cellulaire et principalement dans les
parois. Tous les tissus racinaires sont concernés par ces réac-

tions.

A. Le liége

L'analyse au MP d'un jeunelliége infecté par R. ligno-
sus montre une modification profonde de la morphologie des parois.
Certaines d'entre elles apparaissent trés festonnées (pl. XXVI,
1), ce qui leur confére un aspect crénelé. L'observation, au MP
a fluorescence, de ces mémes tissus imprégnés de bleu d'aniline
pour la détection de la callose, confirme cette observation. Ces
structures fluorescentes (pl. XXVI, 2), dont la lumieére émise
est nettement supérieure a celle émise par le liége, se déposent
au cours de 1'infection ; les tissus sains en sont effectivement
dépourvus. De plus, ces dépdts, ou papilles, semblent exclusive-
ment localisés (ées) au contact des parois orientées vers 1'in-

térieur de la racine.
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Au MET, (pl. XXVI, 3), ces papilles sont moyennement
denses aux €lectrons et n'ont pas une organisation fibrillaire,
mais granuleuse (pl. XXVI; 4). Elles sont en outre localisées
dans l'espace périplasmique entre le plasmalemme et la paroi
(pl. XXVI, 4 et 5).

Un examen attentif des coupes suggére par ailleurs une
induction de ces néoformations par les hyphes. Un 1léger bourre-
let est en effet souvent visible en avant des filaments mycéliens
(pl. XXVI, 6). Ce renflement peut, par la suite, s'épaissir con-
sidérablement (pl. XXVII, 1).

Ces papilles ne résistent cependant pas au parasite.
Celui-ci est capable de les dégrader partiellement ou totalement
(pl. XXVII, 1 et 2). Les fractions digérées prennent alors une

texture irréguliére ou deviennent osmiophiles.

B. Le phloéme

L'obturation des pores des tubes criblés est la seule
réaction décrite dans ce tissu. Les perforations naturelles des
tubes sont effectivement obstruées par des amalgames faibiement
osmiophiles (pl. XXVII, 3 et 4). L'agrandissement de 1l'un des
deux clichés (pl. XXVII, 5), révele une matrice généralement gra-
nuleuse qui s'anastomose avec les fibres constitutives de la
paroi pré-existante. L'observation du phloéme au MP & fluores-
cence montre que certains de ces tubes émettent une lumigre

verte, identique & celle €émise par la callose.

C. Le xyléme

- e et by e - - - —

~

Le cambium libéro-ligneux est a son tour le sitége d'un
mécanisme réactionnel.

Dans un tissu sain; 11 fonctionne habituellement de ma-
niére actinogéne. Dans un tissu parasité par contre, cette symé-
trie est rompue ; lfélaboration des cellules ligneuses devient
hétérogéne. De petifs ilots de cellules lignifiées se différen-
cient en avant de]ﬁ.producfion cellulaire normale (pl. XXVII, 6).
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Cette activation du processus de lignification n'atteint toutefois
jamais 1'ensemble du cambium.

2) Au niveau cellulaire

- n E mm o e e e S e M e W e

Deux réactions, concernant les parois, ont été remar-
quées

- Les tyloses : ils ont un aspect ballonné (pl. XXVII, 7) et
se forment sur la fraction Sz de la paroi secondaire.

- La formation d'une nouvelle couche pariétale : au MP, de
nombreux vaisseaux et fibres du xyléme parasité présentent,
sur les parois, des dépdts qui réagissent aux tests des 1li-
gnines (pl. XXVII, 8 et pl. XXVIII, 4). Au MET, ces forma-
tions apparaissent nettement comme une couche se superposant
2 la paroi secondaire. Cette "paroil" est soit continue, aux
contours irréguliers (pl. XXVIII, 1) soit discontinue
(pl. XXVIII, 2). Sa texture granuleuse,sauf au contact de
la fraction Sz olt 1'on distingue des fibrilles (pl. XXVIII,3),
semble différente des autres parois et de la lamelle moyenne.

IV. LES REACTIONS TARDIVES

Treés rarement, certaines portions de racines infectées
subissent des changements histologiques boulversant leur organi-
sation anatomique. L'Hévéa est en effet capable de différencier
des tissus nouveaux, lignifiés ou non, que le parasite ne conta-
mine pas. La pl. XXIX,(1 et 2) représente une coupe transversale
d'une telle racine ; deux types de tissus néoformés se distin-
guent ainsi, les tissus a caractére méristématique et les tissus
libéro-ligneux.

-~

A. Elaboration de foyers cellulaires & caractére méristématique
(pl. XXIX, 1 et 2)

Ces tissus prennent naissance a partir de rayons paren-
chymateux du xyléme, (annotation 6) qui se différencient et s'a-
gencent en amas cellulaires (annotation 5). Ceux-ci ne sont
d'abord formés que de quelques cellules (ﬁl. XXX; 1); puis évo-
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luent en foyers denses (anotation 5) dont l'organisation n'est
pas sans rappeler celle d'un méristéme. Le centre de ces amas
contient; en effet; un foyer de division cellulaire (pl. XXX, 2)
autour duquel s'organise les cellules néoformées. Celles-ci ont
un cytoplasme dense (pl. XXX, 3), un noyau volumineux et un rap-
port noyau/cytoplasme €levé, suggérant de leur part, une acti-
vité métabolique importante.

B. Les tissus 1libéro-ligneux néoformés

(pl. XXIX, Tet 2) annotation (7 et 8)

Corrélativement a la mise en place des foyers précé-
dents, la racine différencie un néocambium libéro-ligneux recon-
naissable & quelques couches de cellules aplaties et empilées,
(pl. XXX, 7). I1 semble s'initier & partir de 1l'ancien cambium
(pl. XXIX, 1 et 2), et s'invagine a proximité des ébauches méris-
tématiques (pl. XXX, 5). Il produit de part et d'autre

1) un xyléme dont les cellules, souvent contorsionnées ont
d'épaisses parois abondamment garnies de ponctuations (pl. XXX, 4).
Les rayons parenchymateux, en continuités avec ceux du xyleéme
secondaire (pl. XXX, 6), sont, tout comme les amas cellulaires,
fortement colorés au bleu de picroaniline, traduisant une activi-
té métabolique certaine.

2) un liber, dans lequel sont distribuées les cellules a
tannin, les laticiféres ainsi que les tubes et les autres cel-
lules.

La différenciation de ces néotissus a une conséquence
directe sur le processus infectieux : le rejet vers l'extérieur
des tissus natifs infectés.
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DISCUSSION

' 1. L'hyperplasie et 1l'hypertrophie cellulaires sont
des réactions fréquemment rencontrées chez les végétaux (AKAIL,
1959). Elles résultent d'une activation des mécanismes de crois-
sance (multiplication et division) de structures histologiques
pré-existantes. Au niveau des racines toutefois, ce type de réac-
tion revé€t un, caracteére particulier dans la mesure ou il con-
cerne un tissﬁ (le liege) a priori peu apte & subir des modifi-
cations métaboliques si rapide. Aussi n'apparaissent-elles que
dans les jeunes organes dont les parois des cellules du ligge ne
sont gue faiblement subérifi€es. La présence de quelques cel-
lules nécrotiques au sein des amas cellulaires ainsi formés,
sous entend une réaction d'hypersensibilité qui, chez certaines
plantes, est un symptdéme de résistance aux attaques fongiques
(KIRALY, 1980). Cette hypersensibilité est peut &tre l'explica-
tion de l'efficacité localisée de 1'hyperplasie. Celle-ci, de
plus, coincide avec une intense stimulation du pool phénolique,
réaction généralisée des plantes traumatisées (KOSUGE, 1969). La
présence de composés phénoliques a ce niveau, se superpose a une
intense pigmentation brune naturelle de ces tissus, qui, d'apres
MULLICK et JENSEN (1973) aurailt comme fonction de protéger les

tissus vivants contre le milieu externe.

Une augmentation de la subérification de certaines pa-
rols des cellules du liége a également été décrite. Le processus
de subérification chez les plantes est étroitement 1ié au phéno-
meéne de cicatrisation (AKAI, 1959), les dépdts de subérine s'ef-
fectuant souvent au sein des barriéres corticales comme «c'est le
cas pour ceux induit par R. lignosus et P. noxius. Sur ce point,
il y a'analogie avec les barriéres subérifiées mises en place
par un Chéne (Quercus robur) pour limiter l'extension de la pour-
riture causée par Stereum sp. (PEARCE et RUTHERFORD, 1981). En
fait, la subérification observée chez 1'Hévéa ne semble étre
qu'une activation du processus se déroulant nermalement dans une

plante saine.



89~

2. Les papilles néoformées dans les jeunes cellules du
liege semblent étre constituées de callose; comme le suggere
l'observation en MP a fluorescence.AOr; au MET; la callose est
en principe transparente; ce qui n'apparait pas sur les clichés.
I1 est ainsi vraisemblable qu'elle‘soit en mélange avec d'autres
constituants. Les papilles induites par Phytophthora infestans
chez Solanum tuberosum, par exemple, se composent de callose et
de cellulose (HOHL et ¢l., 1980). Cette hétérogénéité dans 1la
composition des papilles, également soulignée par HEATH (1980)
leur confere, de ce fait, une opacité variable aux électrons
(AIST, 1976).

Le probléme se pose également pour les dépdts obstruant
les pores des tubes du phloéme. Mais bien que leur morphologie
soit identique a celle des dépdts (transparents aux électrons)
rencontrés au cours de la maladie de la nécrose du phloéme de
1'Orme (BRAUN et SINCLAIR, 1976), ces obstructions ont de méme
une constitution hétérogeéne.

Lt'induction des papilles est sans aucun doute d'origine
pathologique. Leur déterminisme, d'apres HEATH (1980), est tcute-
fois controversé ; certains auteurs considérent en effet ie para-
site comme inducteur primaire, alors que d'autres optent pour les
produits de dégradation des parois. Chez 1'Hévéa, la premidre
hypothése parait plausible dans la mesure ou ces papilles ont
toujours été observées au contact ou au voisinage de filaments
fongiques.

Au niveau cellulaire é€galement, & la production de ty-
loses déja évoquée dans ce cas précis par PERIES et IRUGALBANDARA
(1973), s'associe la formation d'une nouvelle couche pariétale
dans les vaisseaux ou les fibres.OULETTE (1981) aborde cet aspect
au MET dans la maladie hollandaise de 1'Orme, causée par Cerato-
éystis ulmi. 11 précise que cette fraction peut se substituer a
la fraction Sz, et indique-en outre 1l'aspect stratifié de cette
couche dont il pressent la nature 1igneuse. I1 semble ainsi y
avoir concordance entre les modifications de certaines parois du
Xyleme de 1'Hévéa et celles décrites chez 1'Orme. Toutefqis, en
ce qui concerne 1l'Hévéa, les données acquises & ce titre, n'au-
torisent pour le moment aucunc interprétation du phénomeéne. Malgré
la texture différente de celle des parois, la nature ligneuse de
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cette couche peut néanmoins €tre avancée.

La stimulation du processus de lignification tant au
voisinage du cambium libéro-ligneux qu'fau cours de la pénétration
dans les tissus Corticaux; a certainement la méme signification.
Quoique beaucoup plus généralisée que dans le parenchyme cortical, .
elle n'affecte cependant pas 1'évolution de la pourriture. Il
serait néanmoins intéressant de connaitre la composition de ces
lignines réactionnelles, car, comme le rapportent VANCE et al.,
(1980), il est probable qu'elle différe de celle des lignines
natives. Ce mécanisme se rencontre généralement chez les plantes
et son rdle dans la résistance a largement été discuté (TOUZE et
ROSSIGNOL, 1977 ; RIDE, 1978 ; HAMMERSCHMIDT et KUC, 1982). RIDE
(1975), entre autres, fait état de la rapidité de syntheése des
lignines en réponse 2 une agression fongique. A une échelle dif-
férente, la lignification observée dans le parenchyme racinaire
de 1'Hévéa est également prompte. A cet égard, 11 est possible
que l'activité peroxydasique, décrite ci-dessus et rapportée par
GEIGER et GOUJON (1977) et GEIGER et HUGUENIN (1981), soit impli-
quée dans cette bilosynthese.

3. Sur le plan de 1'histogengse, la stimulation du
cambium subéro-phellodermique est systématique quelles-que soient les
plantes examinées. Elle n'est cependant pas spécifique puisque
c'est une réponse classique & une blessure de 1l'écorce (AKAI,
1959 ; AKAI et FUKUTOMI, 1980 ; TIPPETT et al., 1982) , et a
d'autres attaques fongiques (SAKURAI, 1952 ; BIGGS et al., 1983).
Les résultats ne permettent toutefois pas d'établir une relation
entre le nombre d'assises cellulaires néoformées et 1l!'importance
de la pénétration. Mais le parasite semble éprouverdes difficul-
tés & franchir cette barriére, quel que soit le volume cellulaire
considéré. La présence d'une activité peroxydasique et la stimu-
lation du pool phénolique sous les points de pénétration pour-
raient expliquer cette observation.

Les tissus réactionnels différenciés par un nouveau
cambium libéro-ligneux conduisent, sur Hévéa Agé, & la formation
d'un cal cicatriciel ligneux (NICOLE et «l., 1981 a). Seuls les

individus présentant des capacités physiologiques supérieures,
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pourraient atteindre ce degré ultime des mécanismes de défense.
Pour les autres, la mobilisation du systéme défensif au détri-
ment du métabolisme basal épuise considérablement les plantes,
favorisant; a4 moyen terme, leur vulnérabilité. Aussi; la pdssi—
bilité de disposer de réserves énergétiqﬁes suffisantes constitue,
selon McLAUGHLIN et SHRINER (1980); un atout sérieux pour la sur-
vie de la plante. C'est dans cette optique que SHARPPLES et
GUNNERY (1933), décrivant sur Hévéa le méme type d'histogénese,
insistent sur le r6le trophique de ces néoformations et sur leur
importance dans la reprise de croissance de l'arbre.

Les travaux récents sur les réactions anatomiques des
ligneux révélent que l'élaboration de ces barriéres a partir du
xyléme, favorise la compartimentation de la pourriture (SHIGO et
MARX, 1977). Celles causées par Fomes annosus (SHIGO, 1975 ;
TIPPET et SHIGO, 1980) et Armillaria mellea (SHIGO et TIPPET,

1981 a ; TIPPET et SHIGO, 1981) subissent des contraintes identiques,.
au méme titre que pour 1'Orme parasité par Ceratocystis ulmi
(SHIGO et TIPPET, 1981 b ; SHIGO, 1982 a).

D'aprés 1'analyse bibliographique, la différenciation
de barrigres anatomiques résulte sans ambigulité, de 1l'action
conjointe des rayons du bois et du cambium (PEARCE, 1982 et SHIGO,
1982 b). Toutefois 1'initiation du néocambium, selon BLANCHETTE
(1982 aet b) semble étroitement liée a la destruction partielle
du cambium natif; la mort d'une fraction des cellules cambiales

serait, dans ce cas, considérée comme élément inducteur.

4. RSle des réactions histologiques dans la pathogénése
le modele C.0.D.I.T.

Les réactions intervenant au cours de la pénétration
sont les plus diversifiées. C'est & ce stade, d'ailleurs, que se
manifeste souvent la résistance de 1'hdte (SHERWOOD et VANCE,
1980). Les assises surnuméraires corticales et les nodules cel-
lulaires ralentissent localement la progression des hyphes. Ce
n'est pas le cas des renforcements des parois, qu'ils soient 1li-
gnifiés ou subérifiés ; les parasites possédent en effet les en-
zymes dégradantes correspondantes (GEIGER et al., 1983 a et b).
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L'augmentation du volume cellulaire ainsi que le cloi-
sonnement dés cellules retardent également, et mdmentanément,
l'invasion des tissus. Toutefoils, compte tenu de la ponctualité
du phénoméne, les conséquences sur 1'évolution de 1'infection
apparaissent globalement négligeableé. Néanmoins, chez certaines
variétés de plantes cultivées, telles que les Agrumes (de
VALLAVIELLE, 1980) et 1'Arachide (HARRIS et BEUTE, 1982), ces
réactions constituent un mécanisme de la résistance.

Les réponses de 1'hSte au niveau pariétal ne modifient
peu ou pas la progression de la pourriture. Les tyloses et les
dépbts de callose obligent les filaments mycéliens a les contour-
ner ; les papilles, au contraire n'offrent aucun obstacle aux
hyphes. Ceux-ci les détruisent par 1l'intermédiaire de glucanases
excrétées (GEIGER, résultats non publiés). La néogénése tissu-
laire, par contre, rejette les tissus nécrosés vers l'extérieur
de la racine. lLes nouveaux tissus différenciés, sont indemnes de
toute contamination et, dans certains cas, la plante guérit.

Au plan de la pathogéneése, la comparaison de ces résul-
tats avec le modéle C.0.D.I.T. (Compartmentalization of Decay
In Tree, défini par SHIGO et MARX, 1977) permet de tirer certains
enseignements. Ce modeéle, fondé sur quatre "barritres", limite
l'extension du champignon (parasite ou saprophyte) responsable
d'une pourriture du bois (SHORTLE, 1979). Ces barrieres se défi-
nissent comme suit

la barridre 1 : elle limite la progression verticale du pa-
rasite par l'obstruction des vaisseaux ;

les barrieéres 2 et 3 : elles limitent respectivement 1'eXxten-
sion radiale des hyphes (paralléle aux rayons
du bois) et leur progression tangentielle
(perpendiculaire aux rayons du bois) ;

la barriére 4 : elle empéche le développement de la nécrose dans
les tissus 1libéro-ligneux différenciés apres
1'attaque fongique.
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MODELE
C.0.0.I.T.

REACTIONS DE
L'HEVEA

ETAPE DU
PROCESSUS INFECTIEUX

PARASITE

Barrigére 1

Barriére 2

Barriére 2 &
3

Barriére 4

« Obturation des vaisseaux

Formation d'une nouvelle

couche pariétale

Tyloses

+ Obturation des pores

des tubes

+ Lignification et subé-

rification

. Formation de papilles

+ Hyperplasie et hyper-

trophie cellulaire

« Stimulation du cam-

bium subéro-phéllo-
dermigue

* Néogénése tissulaire

Colonisation du xyléme

Colonisation du xyleme

. Colenisation du xyleme

. Colonisation du phloéme

Pénétration et coloni-
sation des tissus cor-
ticaux et du cylindre
central

. Colonisation des

tissus corticaux

. Pénétration

« Pénétration et colo-

nisation des tissus
corticaux

Dégradation du xyléeme

P.n. (R.7.)

R.1. (P.n.)

R.1.{(P.n.?)

TABLEAU IX

Comparaison réactions de  1'Hévéa

modeéle C.0.D.I.T.

(R.1. : R.ligncsus

P.n. 1 P.nowius)
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La barritére 1 est la moins énergique, alors que la

barrieére 4 réagit tres efficacement contre les attaques parasitaires.

Le tableau IX compare certaines des réactions de
1'Hévéa avec ce ‘modeéle.

Dans un premier temps, on constate que le modele
C.0.D.I.T. s'applique non seulement aux réactions différenciées
dans le bois mais également a celles initiées dans les tissus
non lignifié€s.

Dans un second temps, il apparait, d'apres ce tableau,
que ces réactions ont un réle défini dans le déroulement de la
pathogéneése. Elles interviennent d'une maniére séquencée et sé-
lective en fonction de la nature de la progression de la maladie
(verticale, radiale ou tangeantielle). Le modéle C.0.D.I.T. montre
que dans les couples Hévéa - agents de pourridié, il n'y a pas de
chronologie rigoureusement établie en ce qui concerne 1l'appari-

tion de ces réactions, du moins pour le clone GTq7 étudié.

Cette remarque explique qu'une réaction histologique
donnée n'est différenciée qu'en réponse a une situation bien dé-
terminée du processus infectieux.Elle traduit, en outre, la cons-
tance de certaines réactions (celles intervenant au cours de la
pénétration, par exemple) ainsi que la faible fréquence d'autres
manifestations histologiques (néogénese fissulaire). Cette analyse
succinte confirme enfin que le modéle C.0.D.I.T. est applicable
aux pourritures racinaires, en accord avec TIPPET et SHIGO (1980
et 1981).

Ltefficacité globale de l'ensemble de ces réactions est
en revanche difficilement appréciable. Elles contribuent néanmoins
pour certains individus & une certaine "résistance partielle' de
la plante 2 la maladie. En effet;.des individus du cléne GT{ in-
fectés par R. lignosus (souche 1), présentent une phase de tolé-
rance au parasite au cours de laquelle 1l'infection stagne (NICOLE
et al., 1983 a). Cet €tat de parasitisme'contenu; au sens de
MURRAY (1934), résulterait de la conjonction des réactions morpho-
logiques, histologiques et biochimiques.
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5. Interelations des réactions histologiques avec le
métabolisme de 1'héte.

Les changements histopathologiques au sein d'une plante
jouent un rdle important dans les défenses de 1'hdte.

Certaines des réactions décrites ci-dessus résultent d'une
stimulation de mécanismes préexistants, tels ceux observés dans le
cas d'une résistance constitutive. D'autres réactions, en revanche,
dépendent de l'initiation de mécanismes nouveaux, €laborés dans le
cas de la résistance induite ou acquise. Pour les deux types de mé-
canismes,'les réactions peuvent é&tre localisées au point de péné-
tration ou se développent a une certaine distance de 1l'impact ini-
tial, comme 1'a décrit SEQUEIRA (1983). Dans les deux cas, selon
la brutalité de 1l'attaque, le métabolisme de 1'héte est plus ou
moins affecté. L'examen de la figure 7 suggére une intervention
de la plante & deux niveaux fondamentaux ; 1'un concerne le méta-
bolisme des constituants cellulaires primaires, et l'autre concer-
ne le métabolisme hormonal.

Dans le premier cas, les voies métaboliques des oses, des
acides gras et de 1l'acide shikimique participent a 1'élaboration
des structures réactionnelles. Celles de 1l'acide shikimique somnt
toutefois particuligrement sollicitées par le systéme défensif de
1*héte (lignines et phénols). Elles interviennent en effet a tous
les niyeaux de 1t'infection. McLAUGHLIN et SHRINER (1980) confor-
tent cette observation et, dans ce sens, RIDE (1978) insiste sur
le r8le déterminant des parois lignifiées dans la résistance a
certaines attaques fongiques. D'une maniére générale, le métabo-
lisme de 1'acide shikimique est considéré comme prépondérant dans
les mécanismes de résistance aux parasites causant les pourritures

du bois.

Le second niveau d'intervention de.l’Hévéa concerne la
régulation de ces mécanismes histologiques. La bibliographie ré-
vele que les réactions liées aux phénomeénes tissulaires sont pour
la plupart sous contrdle hormonal (HOQUE, 1983). Ainsi, d'aprés
BECKMAN (1980), les auxines et les gibbérellines contrdlent la
réorganisation des tissus et la plasticité pariétale. Les effets
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de 1'éthyléne sur la composition des parois (ESQUERRE-TUGAYE et
al., 1979 ; TOPPAN et al., 1982) et leur lignification (VANCE et
al., 1980), ou sur la stimulation d'une activité enzymatique
(TOPPAN et ROBY,'1982), mettent en exergue, selon PEGG (1976),
1'importance de cette hormone dans les mécanismes de la résis-
tance. Dans le cas des.pourritures“racinaires de 1'Hévéa une par-
ticipation du métabolisme hormonal en ‘réponse a l'agression a

été indirectement mis en évidence (NICOLE et al., 1983 a). Trés
souvent, lfattaque par R. lignosus s'effectue par 1l'extrémité des
jeunes pivots ; la destruction de 1'apex racinaire induit 1'élon-
gation et 1l'hypertrophie des racines latérales ainsi que la diffé-
renciation d'un nouvel axe orthotrope. C'est un cas typique de
rupture de la dominance apicale et, partant, de la mise en oeuvre

d'une régulation hormonale.

L'intervention d'hormones dans les mécanismes de défense
des ligneux soumis & une agression externe a récemment fait
1'objet d'une revue détaillée, plus particuliérement en ce qui
concerne les coniféres (HOQUE, 1983). Cet auteur souligne ainsi
l'absence de spécificité de la régulation hormonale des mécanis-
mes de défense. Il précise également que ltapparition des symp-
témes de la maladie est reliée au déséquilibre hormonal et que
1'application de substances de croissance sur une plante peut

conduire & la différenciation de reponses morphologiques simi-

laires a celles initiées par la plante lors d'une agression.
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CONCLUSION

Les résultats exposés dans ce chapitre, montrent sans
ambiguité 1l'aptitude d'H. brasiliensis (clone GT1) & réagir con-
tre R. lignosus (souche 1) et P. noxius (souche 4). La survie
de certains arbres, et plus rarement, la guérison d'autres m'au-
torisent a parler de réactions de défense. Leur sélectivité, bien
qu'elle suppose une certaine spécialisation dans les interactions
h8te-parasite, ne permet pas, au stade actuel des connaissances
acquises, de préciser si ces réactions sont constitutives ou in-
duites. En outre, elles sont intrinséquement aspécifiques car
elles ont en effet toutes déjé g¢té décrites sur d'autres couples.
Ceci traduit une problématique commune aux recherches générale-
‘ment menées sur la résistance des ligneux aux agents de pourridié,
qui a été largement commentée par JOHANSSON et UNESTAM (1982). A
ce titre, il est probable qufinterviennent des mécanismes de re-
connaissance entre le sSystéme racinaire et le parasite. Selon
GRANITI (1976), chez les agents de pourridié, ils dépendent du type
de pourriture occasionnée (brune ou blanche, molle ou s&che), les
enzymes responsables étant effectivement excrétées en fonction
de la nature des tissus hdtes. Ce mécanisme suffirait a alerter
le systéme défensif de 1'h6te et a éliciter les premiéres réac-
tions.

Il convient enfin de préciser que les mécanismes réac-
tionnels décrits ici sur le clone GT1 peuvent servir d'éléments
de comparaison, mais non de modéle, aux autres clones atteints
de pourriture racinaire. Et ce, pour deux raisons :

1. 1la méconnaissance de la sensibilité de ces clones &
R. lignosus et P. noxius, dans les conditions expérimen-
tales mises au point en laboratoire,

2. 1l'extréme variabilité du pouvoir pathogene existant au
sein des populations de ces deux champignons (NICOLE et
al., 1983 b). .
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Inscrit dans la programmation de la recherche scienti-
fique ivoirienne, 1'étude des relations Hévéa - Agents de Pourri-
diés vise & élargir les connaissances fondamentales de ces inte-
ractions, tant au niveau des populations (hdtes et parasites)

qu'au niveau du couple proprement dit.

Ce mémoire décrit quelques aspects de la biologie et
de l'histo-pathologie du parasitisme de Rigidoporue lignosus
(souche 1) et Phellinus noxius (souche 4) sur Hevea brasiliensis
(clone GT1).

La premitre étape de ce travail a consisté en la mise
au point d'une technique dfinfection artificielle de jeunes
plants d'Hévéa. Le contrble de 1'age de lt'inoculum et de 1'humi-
dité du sol a été déterminante dans la réussite des infections.
Ainsi pour R. Iigncosus un inoculum constitué de buchettes colo-
nisées depuls onze mols, et placé contre la racine a 20 cm de la

surface du sol dont 1'humidité volumique est égale a 21 %, pro-

=3

duit un taux de mortalité voisin de 60 % des plantes infectées.
Pour P. noxius par contre, un inoculum de 5 mois placé dans le
sol & 14 % Hv, cause la mort ou le dépérissement de 40 % des
effectifs. Ce protocole permet ainsi d'obtenir, en moins de 5
moils, des plantes infectées a tout les stades du processus in-
fectieux, facilitant de ce fait une étude minutieuse des inte-
ractions hdte-parasite.

La contamination et la pénétration par R. lignosus

o

sont différentes dc celles cffectuées par P. noxius.

Pour R. lignosus, la transformation du mycélium de pro-
pagation en mycélium infectieux est unc étape prépondérante de
1'agression de 1'héte. Elle se traduit, au niveau cellulaire, par
une diminution importante de l'épailsscur de la parol fongique
dont le corrolaire semble &étre la secrétion active d'enzymes
extraccllulaires. La pénétration dc ces hyphes dans la racine
s'effcctue soit mécaniquement soit chimiquement. Dans ce dernler
cag, la diffdérenciation de structures spécialisces, a

L
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En ce qui concerne P. noxzius, le mode de contamination
est trés différent du fait de l'absence de rhizomorphes ; elle
ne se réalise en effet que lorsqu'il y a contact intime avec la
racine. Enfin, la pénétration des hyphes dans les premigres as-
sises cellulaires résulte d'une intervention enzymatique sans

action mécanique conjointe apparente.

La colonisation et la dégradation des tissus non ligni-
fiés de 1'hb6te est similaire pour chacun des parasites. L'ensemble
des constituants pariétaux (subérine, pectine et cellulose) sont
dégradés mais a des degrés variables selon le champignon. Les
perturbations provoquées par P. noxius sont en effet plus drasti-
ques que celles causé€es par R. lignosus, compte tenu de l'acti-

vité supérieure des hydrolases excrétées (GEIGER et alZ., 1983 a).

Dans les deux cas, le phloéme est particuliérement
atteint par 1l'infection. Les cellules a tannins augmentent en
effet leur production de polyphénols. De méme, les modifications
du systeme laticifere conduit, & terme, & la coagulation du caou-
tchouc. Celle-ci est consécutive a une déstabilisation des parti-
cules vacuolaires (lutoldes entrfautres) libérant les facteurs

coagulants.

La colonisation et la dégradation des tissus racinaires
lignifiés ont été abordés '"<n viveo" et "in vitro' pour les deux

champignons.

Pour R. lignosus, la colonisation du xyléme est rapide.
"In vivo'", la dégradation des paroils des cellules du bois est
sélective ; elle débute au niveau de la lamelle moyennc et s'étend
vers la paroil secondaire. Les fractions ligneuses (lamelle moyenne
et paroi primaire surtout) sont fortement digérées, alors que la
couche Sz de la paroi secondaire n'est que faiblement attcinte.
"In vitro" la dégradation est sélective, mais elle sforiente dans
le sens paroi secondaire - lamelle moyenne. Dans ce cas, le para-
site différencie de nombreuses microhyphes dont le rd8le c¢cst d'at-

taquer la paroil primairce ct la lamcllc moyennc.
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Ltattaque du xyleme par P. noaxius est plus lente,
"Im vivo' lecs différentes fractions pariétales sont digérécs si-
multanément. "In vitre' la dégradation s'amorce & partir de la
fraction S5 puis se gémnéralise par la suite a l'ensemble des
constituants. Les fractions riches en oses sont néanmoins les

plus altérées.

Les réactions de défense de 1'Hévéa a ces agressions
parasitairves sont multiples. Dés les premiéres pénétrations des
hyphes dans la racine, des réactions précoces se différencient.
Lthypertrophie et 1'hyperplasie cellulairesainsi que la stimula-
tion du pool phénolique en sont les plus caractéristiques.

Les réactions post-initiales sont élaborées lors de
la colonisation des premiéres assises cellulaires. Le fonction-
nement du cambium subéro-phellodermique est exalté et conduit
4 la mise en place d'assises corticales surnuméraires sous les
points de pénétration. Corrélativement, certaines parois cellu-

laires se lignificnt ou se subérifient.

Les réactions intervenant au cours de la colonisation
d= la racine concernent l'ensemble des tissus. Dans le liege et
Je liber, des dépots ont été observés au contact des parois. La
callose est 1l'un des constituants qui intervient dans leur com-
position. Dans le xyléme, le fonctionnement du cambium libéro-
ligneux est €également perturbé ; on assiste en effet a une acti-
vation du processus de lignification des jeunes cellules cambia-
les. Au niveau cellulaire enfin, une nouvelle couche pariétale

est différcencide dans certains valsseaux,

Une réaction tardive, et trés rare, a été décrite sur
quelques plantes infectées ; elle concerne l'enscuble des tissus
dégradés et consiste cn unc néogéneése tissulaire. Des foyers
cellulaires a caractére méristématique s'initient en effet &
partir des rayons parenchymatcux du xyléme et un nouveau cambium

libéro-ligneux produit un liber et un bois sains.

Globalewent, scule la rédaction tardive cst efficace

car elle élimine le parasite des tissus hotes cn différenciant

-
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des tissus réactilonnels apparemment "résistants'. Certaines des
autres réactions par contre, ne contiennent que localement le
champignon. L'intégration de ces données selon le modéle
C.0.D.I.T. (Compartemtalization of Decay In Tree) montrent que
ces réactions répondent a une situation parasitaire précise,
fonction de 1'évolution de la pourriture du bois.

Le travail rapporté ici a permis, en définitive, de
montrer

- la sophistication du systéme d'infection artificielle des
jeunes Hévéa ;

- le comportement de ces champignons dans les tissus raci-
naires ; )
- les conséquences de l'agression parasitaire sur lforganisa-

tion tissulaire et cellulaire de 1'héte ;

- certains mécanismes réactionnels mis en oeuvre par la plante
pour assurer sa défense.

I1 mériterait une étude complémentaire sur deux points

particuliers :

- 1l'aspect cyto-enzymologique des mécanismes de l'agression
de 1'hote ; e e -

- la caractérisation d'éventuels éliciteurs de ces réactions
de défense. ’
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PLANCHE I

Glutaraldéhyde~tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate
de plomb (1 & 7) ; test de Thidry (&)

ULTRASTRUCTURE DES. HYPHES DE R, LIGNOSUS

Composantes cellulaires d'une hyphe en activité

i et 2

6 et 7

-
-

noyaux, délimités par une membrane double (fl&ches),

et possédant un nucléole dense (nu) ;

1 ¢ x 22500.

2+ x 22500-

le réticulum endoplasmique des hyphes est garni de
particules osmiophiles, les ribosomes (fléches) ;

x 30000.

au niveau de 1l'apex, les mitochondries (fléches) sont
abondantes et volumineuses, (test de Thiéry) ;

x 60000.

appareil de Golgi (G), composé de vésicules non crgani-
sées en dictyosomes ; x 80000,

formations associées au plésmalemme : les lomasomes (6)
(L) et les plasmalémmasomes (7) différenciés a partir de
la membrane plasmique (mp) ;
6 : x 22500.

7 :+ x 37500.
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PLANCHE II

Glutaraldéhyde~tétroxyde d'osmium § acétate d'uranyle-citrate de

plomb (2 a 6) ; test de Thiéry (1) ; métallisation & 1l'or (7).

4 et

ULTRASTRUCTURE DES HYPHES DE R. LIGNOSUS

Composantes cellulaires d'une hyphe en activité

petites vésicules distribuées dans les régions périplasmiques
(fléches) et dont le contenu est riche en polysaccharides

(Test de Thiéry) (p ¢ paroi) ; x 60000;

appareil vacuolaire (v) d'une hyphe parasite, renfermant des

amas trés denses aux électrons (fléches) ; x 20000.

appareil septal : dolipore-parenthésome typique des Basidio-

myceétes 3 (¢ : canal ; pr : parenthésomes) ; x 60000.
Organisation de la paroi

5 : filaments & paroi épaisse constituée de 4 fractions
(a,b,c, et d) dont la plus épaisse. (c) est réticulée.
4 : x 30000-

5 : x 30000.

coupe dans un rhizomorphe, au contact d'une racine, montrant
des hyphes 2 paroi épaisse (fleéches) et des hyphes a paroi

plus fine (double fléches) ; x 15000,

aspect au microscope électronique 2 balayage, de quelques

hyphes & paroi épaisse (double fléches) et & paroi fine

(fléche) ; x 15000
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PLANCHE III

-

Glutaraldéhyde~tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de

plomb (1-2), test de Thiéry (3) ; métallisation & 1'or (5);

 Formol-ethanol-acide acétique ; bleu de picroaniline-safranine (4)

ULTRASTRUCTURE DES HYPHES DE R. LIGNOSUS

Organisation de la paroi

1 et 2 : hyphe parasite & paroi fine, (L:lomasome ; mi : mitochon-

drie 3 N : noyau ;3 p : paroi j; pl: plasmalémasome ; Vv : va-
cuole) 3
1 - x 20000.

2 ¢ x 20000.

3°: hyphe parasite, test des polysaccharides : remarquez la
fine granulation des parois et des structures membranaires
(fléches);x 60000-
PENETRATION DE LA RACINE PAR R. LIGNOSUS
44" : MP : pression (fléche) exercée par um rhizomorphe (r) au

niveau d'une déchirure tissulaire, traduisant une action mé-
canique de la part du champignon au cours de la pénétration ;

x 530.

5 : microscope électronique & balayage ; le tissu au contact

du rhizomorphe (r), le- lidge en 1l'occurence, a un aspect

2

trés dégradé (fleches) ; x 1920.
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PLANCHE IV

-

Formol-éthanol—~acide acétique, bleu de picro—aniline-safranine (1) -
Glutaraldéhyde-tétraxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de

plomb (2 & 4).
PENETRATION DE LA RACINE PAR R. LIGNOSUS

1 : MP : déchirure (fldche) provoquée par la pression du rhizo-

morphe (r) sur les tissus corticaux ; x 925.

2 : présence d'une zone granuleuse (flé&ches) au voisinage des
hyphes (h) pénétrant dans les cellules ; les parois (p) ap-
paraissent dégradées au contact des filaments,traduisant

l'action dégradante du champignon ; x 15000,

3 : 1la dégradation des parois des cellules hdtes (p) permet aux
hyphes (h) d'occuper rapidement la lumiére des cellules ;

x 8500,

4 : différenciation & partir d'un article d'un filament mycélien
extraracinaire (h), d'une structure analogue 3 celle d'un
haustorium (ha), capable de dégrader les parois (p) et d'en-

vahir les cellules ; x 12000,
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"PLANCHE V

-

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de
plomb (1,5 et 6) '

Coupe non fixde ; bleu coton (3,4) ; bleu d'aniline, observation au
microscope a fluorescence (2)

PENETRATION DE LA RACINE PAR R. LIGNOSUS

s by

la paroi de 1l'haustorium est différenciée & partir de la frac-
tion interne (fléche) de la paroi de l'article de 1'hyphe ex-

traracinaire (h) ;3 x 18500.

MP a fluorescence ; la pénétration individuelle des hyphes
dans l'assise péridermique (ap) provoque une perturbation des
parois cellulaires traduite par une diminution de leur £fluo-

rescence ; x 1300.

4 : MP:pénétratiomn, par les hyphes, de 1l'assise péridermique
au niveau des espaces intercellulaires (fléches) (¥ : rhizo-
morphe) .

3 : x 1300,

4 : x 1300. .

pénétration d'hyphes au niveau des espaces intercellulaires

de 1'assise péridermique. Un filament (h) a différencié un

]

haustorium (ha) dont les parois sont plus épaisses que celle
de celui décrit précédemment. Au contact du mycélium les

parois sont dégradées (fleéches) ; x 7500,

importante .altération des espaces intercellulaires de l'as-

sise péridermique. La paroi, fortement digérée, a l'aspect

d'une dentelle ; x 15000. (h : hyphe).






PLANCHE VI

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

organisation du phloéme secondaire (1lb). Les laticiféres (la)
sont disposés en manteaux concentriques. (D'aprés De FAY,

1981). (x : xyléme).

schéma d'une coupe transversale du liber d'une racine

d'Hévéa 3agé de 6 semaines. A ce stade, les laticiféres (la)
sont encore peu nombreux. Les cellules & tannins (t) leurs sont
souvent associédes, L'ensemble de toutes ces cellules, y

compris les tubes criblés (tu) sont différenciées & partir

du cambium {(c).
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PLANCHE VII

-

Glutaraldéhyde~tétrexyde d'osmium ; acétated'uranyle-citrate de

plomb (1 & 3)
COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

1 et 1' : perforation de la paroi d'une cellule du parenchyme
cortical ; la lamelle moyenne (lm) et la paroi cellulosigque
(p) sont dégradées au contact du parasite (fléche). On re-

marque une désorganisation de la structure fibrillaire (h

hyphe) ;x 20000,

2 : début de perforation de la paroi d'ume cellule du parenchyme
cortical. Une zone granuleuse (fléche) est visible au niveau
de l'interface hyphe (h) - paroi (p), traduisant un début de

dégradation ; x 16000.

3 : disparition totale de 1la lamelle moyenne (fl&che) entre

deux cellﬁles du parenchyme cortical ; x 20000.
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"PLANCHE VIII

-

Glutaraldéhyde~tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-~citrate de

plomb (1 & 5)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

1

1 : phase intermédiaire de la dégradation des parois (p) qui
prend un aspect alvéolaire (fl&ches) a distance et au con-

tact des hyphes (h) ; x 12000.

2 et 3 : localisation intercellulaire des hyphes (h) dans 1la
lamelle moyenne (1lm) ;
2 : x 6000.

3 ¢ x 9000,

4 : au cours de la perforation des parois cellulaires, un hyphe
(h) différencie une ramification (fléche) qui s'insére au

niveau de la lamelle moyenne (lm) déja trés altérée ; x 7500.

5 : perforation des parois ; & 1'action enzymatique (grandes
fldches) s'associe quelquefois une action mécanique visua~
lisée, ici ar la pression qu'exerce une hyphe (h) sur les

’ s P P

fibres de la parci (petites fléches) ; x 25000.
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PLANCHE IX

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-~citrate de
H y

plomb (1 a 8)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

1 : 1la pression exercée par le filament en croissance (h) pour
perforer la paroi, provoque une légére invagination de cette
derniére (petite fléche) dans le sens de progression de
1'hyphe (grosse fléche). On distingue également une action

corrosive simultanéde (double fléche) ; x 30000.

2 ¢ 1l'altération des parois des cellules du liber débute par

une augmentation de 1l'osmiophilie de la lamelle moyenne (1lm);

(tc : tube criblée) ; x 9000. ‘

3 : aprés augmentation de 1l'osmiophilie, la lamelle moyenne (1lm)

se perfore ; (re ! réticulum endoplasmique) ; x 20000.

4, 5et 6 : progression de la dégradation de la paroi des cellules

du liber vers les fractions cellulosiques (fléches) ;
4t x 15000.
5 : x 15000,
6 : x 15000.

7 et 8 : démantélement de 1'architecture fibrillaire des parois
des cellules (p) du phloéme (7). Le cliché 8 montre l'orga-
nisation des fibres d'une paroi non altérée ; (G : appareil

de Golgi) 5 7 : x 40000.
8 : x 45000.






PLANCHE X

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de

plomb (1 a 7)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

1 ¢ disparition quasi-totale de la lamelle moyenne, favorisant,
& terme, la dislocation des cellules (tc : tube criblé) ;

x 12000.
2 : altération des parois subérifides du liége ; augmentation

de l'osmiophilie (fli&che) sans contact direct avec les hy-

phes (h) ; x 12000.

3 : altération des parois subérifides du liége ; augmentation
de l'osmiophilie (fl&che) au contact d'une hyphe (h) 3
x 10000.

4 : disparition de la structure fibrillaire des parois subéri-

fiées des jeunes cellules du lidge ; x 20000,

5 : envahissement des cellules du liége par les hyphes mycé-

liennes ; (p : parois cellulaires subérifiées) ; x 7500.

6 : hyphe (h) en position intrapariétale dans les cellules du

liege. Remarquez 1'altération circum-fongique (fléche) de

la paroi (p) ; x 16000.

7 + perforation d'une paroi subérifide (p) par un filament my-
célien (h) ; x 19000, '

Les clichés 2 & 7 traduisent l'aptitude de R.IlZgnosus 2
dégrader les parois subérifides, vraisemblablement par 1l'in-

termédiaire d'estérases extracellulaires,dosées in vitro.
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'PLANCHE XI

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de

plomb (1 & 5)
COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGN‘IFIES

1 ¢  digestion ponctuelle de la paroi subérifiéde (fléche) autour

des hyphes mycéliennes (h : hyphes ; p : paroi) ; x 19000.

2 : désorganisation de la structure fibreuse des parois subéri-
fiédes (fléches) au contact d'un filament mycélien (h) ayant

perforé la paroi ; x 16000.

3 ¢ perforation d'une paroi faiblement subérifide ; remarquez la
constriction de 1l'hyphe (h) au passage de la paroi (p). A
droite, umne partie de la paroi subérifiée a totalement dis-

paru (fléche) ; (mi : mitochondrie ; v : vacuole) ; x 10000,

4 : agrandissement de la photographie 3 ; digestion compleéte

d'une fraction de la paroi subérifide (fleche) ; x 25000.

5 : Cellule parenchymateuse ~ du liber sain. Le cytoplasme
7N
dense est abondamment garni d'organites ; (G : appareil de
Golgi 3 mi : mitochondrie ; n : noyau j; p : paroli ; pl : plas-

malemme ; re : réticulum endoplasmique) ; x 1000C0.






PLANCHE XII

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate
de plomb (1 a 8)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

appareil de Golgi d'une jeune cellule parenchymateuse saine ;
(sa : sacules ; ve : vésicules) ; x 50000.
mitochondrie d'une cellule parenchymateuse saine. L'observa-

tion des cr@tes mitochondriales est aisée (fléches) ; x 45000,

réticulum endoplasmique garni de ribosomes (p : paroi) ;

x 45000.

le plasmalemme (pl), trés osmiophile cdde sous la pression
d'une hyphe (h) qui se déplace dans 1l'espace périplasmique 3
x 6000.

vacuolisation du cytoplasme, qui disparait au profit de

grandes vacuoles (v) ; x 4500.

quelques travées cytoplasmiques (fléches) contenant des or-—

ganites, sont concentrées autour du noyau (n) ; (nu: nucléo-

le) ;3 x 7500.

liber sain ; dans une cellule tannifére, les tannins (t),
produits par. le systéme vacuolaire (v), sont distribués 2 1la

périphérie de la cellule;(la : laticifere) ; x 15000.

durant l'infection le contenu des cellules & tannins se mo-
difie; on constate une augméntation des précipités de tan-

nins dans la vacuole (x 8000).
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PLANCHE XIII

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de

plomb (1 & 8)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

1 : au cours de l'infection, la production de tannins (t) est
telle qu'ils occupent l'ensemble de la vacuole ; (fléche :

paroi altérée ;(tec : tube criblé) ; x 6000,

2 : cellule laticifére saine contenant des lutoides (1) et des

particules de caoutchouc (cec) ; x 9000.
3 : particules de caoutchouec ; x 25000.

4 : lutolde & 1'état jeune (1), contenant des protéines fibril-
laires (fléches) observées en coupe transversale et en

coupe longitudinale ; x 20000, '

5 : noyau (n) d'un laticif®re ; notez la présence de microtubules
(mt) au voisinage de la membrane nucléaire (mn) ; (nu : nu-

cléole) ; x 15000,

6 : espace périplasmique d'un laticifére contenant de nombreuses

fibres (fléches) en -relation étroite avec la paroi (p) ;

x 30000.

7 : début de coagulation du latex ; fusion (fliéche) de deux
particules de caoutchouc (cec) qui forment un microcoagulum ;

x 30000,

8 :. accumulation de microcoagula (mc) dans le cytoplasme d'un

laticifere ; x 50000.
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PLANGHE XIV .

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate

de plomb (1-2).

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

1! :° abondance particulidre de microcoagula (fldche) autour des

_'systémes vacuclaires (v) .; x 20000.

2 ét 2':localisation des microcoagula (mc) autour d'un lutoide (1)
dont la membrane est rompue en plusieurs endroits (flé&ches)
1 4

(p : protéinesfibrilléiresen coupe longitudinale ; p' : pro-

téines fibrillaires en coupe transversale) ; x 20000.
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PLANCHE XV

Glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium ; acétate dfuranyle-citrate de

plomb (1 & 7)

~

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

microvacuolisation du cytoplasme d'un laticifére (fléeche) ;

x 192000,

édclatement des membranes vacuolaires 1ibérant leur contenu

dans le cytoplasme. On constate, sur le cliché, 1l'imbrica~

tion d'un lutoiIde (1) avec les microcoagula (mc) ; x 30000.

éclatement d'une vacuole classique (v) ; x 30000.

fusion des microcoagula et disparition des structures mem-—

branaires 3 x 50000,

fusion (fl&éches) de microvacuoles pour en former de plus

grandes (v) ; x 50000.

stade ultime de la coagulation du latex : prise en masse du

caoutchouc (cc) ; x 9000.

la coagulation peuﬁ intervenir sans pertubation des cellules
voisines. Sur le cliché, les organites de la cellule paren-
chymateuse limitrophe ont un aspect norﬁal : (cc : caoutchouc
coagulé ; mi : mitochpndrie ; mn : membrane nﬁcléaire :

n : noyau ; ph: paroi ; pl.: plasmalemme) ; x 7500,
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PLANCHE XVI

Glutaraldéhyde~tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de
plomb (2) ;

Permanganate de potassium, acétate d'uranyle - citrate de plomb (3)

Coupe au rasoir, non fixées : permanganate de potassium (1 et 4)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES
' (TN VIVO)

1 ¢+ MP : aspect du cylindre central d'une racine de 6 semaines ;
le xyléme (x) est coloré au permanganate de potassium

(ed : endoderme ; la : laticifére ; 1b : liber) ; x 350.

2 : pore, entre deux cellules d'un rayon parenchymateux ;
y y

x 20000.

3 et 3' : organisation des ﬁarois d'un vaisseau du xyléme ; (lm :
lamelle moyenne ; P : paroi primaire ; PrySqy 5 PriSy

et PyyS3 : fraction Sy, Sz et S3 de la paroi secondaire ;
x 20000.

4 : colonisation du xyléme (x) par les filaments mycéliens,
sous un point de pénétration (pp) ; au voisinage des
vaisseaux les hyphes se ramifient pour les envahir ;

x 500.
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PLANCHE XVII

-

Glutaraldéhyde tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle-citrate de

plomb (2 et 3)

Glutaraldéhydé-tétroxyde d'osmium ; bleu de méthyléne (4)

Coupes au rasoir, non fixées ; permanganate de potassium (1) ou

bleu d'aniline (5)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES
(Zy vIvo)

1 : colonisation préférentielle du xyléme par les rayons paren-—

chymateux (fléches), (v : vaisseau) ; x 500,

2 : passage d'une hyphe (h) par les ponctuations, d'um rayon

parenchymateux & un vaisseau, (p : paroi) ; x 16000.

3 : différeénciation d'une microhyphe (mh) par un filament mycé-

lien (h) ; x 16000.

4 1 coupe semi-fine ; perforation des parois des cellules du

xyléme par les hyphes mycéliennes (fléches) ; x 3000.

5 : MP & fluorescence ; xyléme nécrosé : les parois émettant
une moindre fluorescence sont dégradées par le parasite ;

x 750.
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PLANCHE XVIIT

Glutaraldéhyde~tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle et citrate

de plomb (1, 2, 3)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES
 (IN VIVO)

1 et‘1' : in vivo, l'altération des parois du xyléeme débute treés
souvent au niveau de la lamelle moyenne (lm) et de la paroi
primaire (Py) : désorganisation de la structure initiale (1)
démasquant une matrice (2) qui se perfore et fait place a wun

méat (3) ; x 40000.

2 ¢+ idem a un stade plus avancé : x 37500,

3 : évolution de la dégradation des parois du xyléme (fléches),
dans le sens lamelle moyenne = paroi secondaire (Pry1)

x 40000,
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PLANCHE XIX

-

Glutaraldéhyde ~ tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle - citrate

de plomb (1 & 4)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES
(IN vIvo)

1 ¢ la zone limite entre Sy et S est particuliérement sensible

4 1'action du champignon ; cela se traduit par 1l'apparition

de nombreuses alvéoles (flaches) ; x 50000.

2 ¢ 1la fusion de ces alvéoles provoque une zone de déhiscence,
perpendiculaire 3 1l'orientation des fibres (fléches) ;

x 40000,

3 : évolution de la digestion de la fraction Sj dans le sens

d'orientation des fibres (fléches) ; x 30000.

4 : plus rarement, l'attaque des parois par les hyphes (h) s'a-
morce & partir de la lumiére des cellules, dans le sens ‘S3 ~*
lamelle moyenne (lm). Dans ce cas, la fraction S3 est altérée

au contact du mycélium (flédches) ; x 37500.

(témoin : cliché 3 pl. XVI)
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PLANCHE XX

Coupes au rasoir, non fixdes : permanganate de potassium (1 et 2)

Glutaraldéhyde - tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle — citrate de

plomb (3 & 7)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES

(IN VIVO)

MP : début d'obturation des vaisseaux (v). Des dépdts denses
s'accumulent contre les parois (fléche) ; x 750.

obturation totale des vaisseaux par des produits de dégradation qui

réagissent souvent positivement aux tests des lignines ; x 500.

accumulation de dépdts demnses (fléches) au niveau des ponc-

tuations ; (p : paroi) ; - x 20000.

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES
(IN VITRO) '

attaque des parois (p) par 1l'intermédiaire de microhyphes (mh)
digestion de contact des fractions pariétales concernées

(fléches) ; x 40000.

altération de toutes les fractions pariétales (fléches), sans
résistance particuliére de l'une d'entre elles ;3 x 60000,

(lm : lamelle moyenne ; Py : paroi primaire ; Py1: paroi secon-
daire).

dégradation de la fraction S3 de la paroi secondaire (fléche)

au contact d'une hyphe (h) ; x 75000.

digestion des parois (fléches) en avant et au contact des mi-

crohyphes (mh) (h: hyphe ; Sp et S3: fractions de la paroi

t

-secondaire) ; x 30000.






PLANCHE XXI

Glutaraldéhyde - tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle et citrate
de plomb (2) ou permanganate de potassium (1)
Formol - alcool éthylique - acide acétique ; bleu de picroaniline et

safranine(3 & 6)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES
(IN VITRO)

1 ¢+ accumulation autour des hyphes (h) de composés fibreux (flée-
ches), réagissant au permanganate de potassium ; x 75000,
2 : désorganisation du complexe ligno-pectique (fléche) de 1la

lamelle moyenne et de la paroi primaire (Py) ; x 16000.

PENETRATION DE LA RACINE PAR P. NOXIUS

3 : MP; pénétration du parasite (fléches) dans les tissus corti-
caux. Le manchon mycélien (m) au contact du périderme n'oc-
casionne aucune déchirure des tissus identique a celle pro-

voquée par R. lignosus ; x 450.

4 + MP; le contact intime entre le manchon mycélien (m) et la
racine, favorise une colonisation rapide des premiéres assi-

sies cellulaires du cortex (c) ; x 750.

5 : MP; action d{gestive du champignon (m), au cours de la péné-
tration, sﬁr les parois du périderme de la racine (fléche) ;
x 700.

6 : MP; position intracellulaire des hyphes (h) dans les cellu-

les du parenchyme cortical primaire. Le passage d'une cel-
lule & 1'autre s'effectue par la perforation des parois

(flédches). A ce stade, le mycélium est épais et se colore

parfaitement au bleu de pricroaniline ; X 3500.



e,

Naey

L

b AT
%]
2

p;

. :,?m“\%mw Jm

LA R v e i e s

s ol

XX1




PLANCHE XXITI

Formol - alcool éthyiique-—acide acétique ; bleu de picroaniline

safranine (1 a 6) -

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES NON LIGNIFIES

2
3
4
5 ¢
6 :

PAR P. NOXIUS

MP ; intense colonisation du cortex dont la lumiére des cel-

lules est souvent totalement envahie aprés rupture des pa-

rois (fléches) ; x 750.

MP; dégradation du tissu subérifié ;les parois subérifiées,
fortement altérées, ont perdu leur rigidité (fléches) ;

x 5000. °

MP; cette image traduit les difficultés rencontrées par

P, noxius pour coloniser le xyléme d'une jeune'élante. Les
tissus non lignifiés (c,p : cortex et phloéme) .sont totale-
meﬁt envahis par les hyphes alors qﬁe peu ou pas de filaments

ne sont visibles dans le xyléme (x) ; x 300,

MP; ramifications d'une hyphe (fléches) colonisant le xy-

léeme ;3 x 3700.
MP; hyphe épaisse (h) en position intracellulaire dans un

rayon parenchymateux du xyléme ; x 7500.

MP; colonisation du parenchyme médulaire (pm) par les fila-

ments mycéliens (h), dont 1'épaisseur et le contraste sont

remarquables ; (v : vaisseau) ; x 2200. -
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PLANCHE XXIII

Formol - alcool éthylique - acide acétique ; bleu de picroaniline

safranine (1,2)

Glutaraldéhyde - tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle - citrate

de plomb (3 a 5)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES
PAR P. NOXIUS

1 ¢+ MP; dans les vaisseaux, les hyphes (h) se déplacent au

contact de la fraction S3 de la paroi secondaire ; x 3000.

92 + MP; propagation d'une hyphe & la faveur des perforations

d'un vaisseau (flé&ches) ; X 2200.

3 : altération de la lamelle moyenne (1lm) ; augmentation de

l1'osmiophilie et digestion des polysaccharides qui la com-

posent (fléches) ; x 30000.

4 : perforation de la lamelle moyenne et extension de l'action
dégradante vers les parois primaire Py et secondaire Pyg

(fléches) ; x 13000.

5 : action corrosive des enzymes secrétées par les hyphes sur
la lamelle moyenne et les fibres de la parol primaire

(fléches) ; x 80000,
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PLANCHE XXIV

Glutaraldéhyde - tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle - citrate

de plomb (1 & 3)

Formol - alcool éthylique ~ acide acétique ; bleu de picroaniline -

~
~

safranine (4 3 7)

COLONISATION ET DEGRADATION DES TISSUS RACINAIRES LIGNIFIES

PAR P. NOXIUS

altération de la fraction Sy de la paroi secondaire : augmen-—
tation sensible de 1l'osmiophilie (fl&ches) ; S3 : fraction in-
terne de la paroi secondaire ; x 30000.

rupﬁure et digestion d'une partie des parois entre deux cel-
lules de rayons parenchymateux (rp) ; x 16000,

mycélium (h) en position intrapariétale dans la fraction S2

de la paroi secondaire ; celle~ci n'est altérée qu'au contact

de 1'hyphe (fléche) ; x 19500.

LES REACTIONS PRECOCES

5 ¢ MP; hyperplasie cellulaire : cloisonnements anticlines
(fléches) et périclines (double fléches) de certaines jeunes

cellules du futur lidge (1i) ; x 1250.

MP; hypertrophie cellulaire : augmentation du volume de cer-
taines jeﬁnes cellules du futur lidge. Cette.réaction se développe
souvent autour de qﬁelques éellﬁleé nécrosées (fléche) ;
(ap : assise péridermique) ; x 1250.

MP; hypertrophie cellulaire : les cellﬁles hypexrtrophiées

(fléches) isolent localement la zone infectée ; x 500.
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PLANCHE XXV

Formol ~ alcool éthylique - acide acétique ; bleu de picroaniline -

safranine (1 & 5) ou phloroglucine-HCi (6)

3 et

(%]

LES REACTIONS PRECOCES

MP; 1'hypertrophie des jeunes cellules du lidge (1li) provo-

" que un tassement des cellules normales sous—jacentes

(fléches) ; x 500.

MP; l'hypertrophie et 1'hyperplasie cellulaire conduisent

a la formation d'amas de cellules dépourvus de filaments

fongiques ;3 X 200.

LES REACTIONS POST INITIALES

;

4 : MP; exhaltation de.l'activité cambiale subérophelloder-
mique soit dans les sens du ligdge (1i ; 3) soit dans le sens
du phelloderme (ph; 4) des jeunes racines ; (r : rhizomorphe);
3 : X 400

4 : X 600,

MP; cette activité cambiale aboutit & la différenciation de
nodules cellulaires (nd), interne & la racine; (1b : liber);
x 200,

MP; épaississement des parois de celluleé dﬁ parenchyme cor~

tical primaire (fléches), réagissant positivement au test des

lignines ; (r ¢ rhizomorphe) ; x 1250.
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PLANCHE ZXXVI

Glutaraldéhyde - tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle — citrate
de plomb (3 a 6)

" A}
Coupe réalisée au rasoir, non fixée : bleu d'aniline (2) ou bleu

coton (1)

LES REACTIONS INTERVENANT AU COURS DE LA COLOﬁISATION DES TISSUS

1 ¢ MP; parois festonnées de certaines cellules du ligdge (flé-

ches) ; (h : hyphe) ; =x 5000.

2 : microscopie & fluorescence; les parois festonnées émettent
une lumiére fluorescente, aprés imprégnation du tissu dans
le bleu d'aniline et observation en lumidre ultra-violettey

(ap : assise cellulaire exterme) ; x 1250.

3 : des dépdts ou papilles (p), moyennement denses aux électrons

conférent cet aspect crénelé aux parois du liége ; X 19500.

4 : les papilles (p) ont une constitution granuleuse et semblent

se différencier dans 1l'espace périplasmique de la cellule ;

(pl : plasmalemme ; p : paroi) ; x 16000,

5 ¢ trés souvent, ces papilles (p) se différencient au contact

des hyphes (h) ; x 25000.

6 :  formation d'une papille (p) au voisinage d'une microhyphe

(mh) se propageant dans la paroi (p) é x 16000.
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PLANCHE XXVII

Glutaraldéhyde - tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle - citrate

de plomb (1 & 5) ou bleu de méthyléne (8)

Coupes réalisées au rasoir, non fixées, phloroglucine-HC1l (6 et 7)
\ .

LES REACTIONS INTERVENANT AU COURS DE LA COLONISATION DES TISSUS

1 { papille trés épaisse (p) en cours de dégradation'(fléches)
par les hyphes (h) ; x 13000.

2 : les papilles dégradées (p) par les hyphes (h) devien-
nent osmiophiles ou d'aspect'hétérogéne (£leéche) ; x 16000.

3 : pore (p) d'un tube criblé (tc) d'un liber sain. Aucun dépdt

n'entrave les échanges cellulaires ; x 10000.

4 :+ dépdt (d) obstruant un pore d'un tube criblé (tc) dans un

liber parasité ; x 15000.

5 ¢ ces dépdts ont une constitution généralement granuleuse et

~ fluorescent en lumiére ultraviolette ; x 26000,

6 : MP; perturbation du processus de lignification des cellules
du jeune xyléme., Des ilots cellulaires se lignifient (fl&ches)

au~dela du cambium libéro~ligneux localisé par les doubles

fléches ;3 x 330.
7 : MP; formation d'um tylose (ty) dans un vaisseau du xyléme

en début dfattaque ; x 500,

8 : MP; coupe semi~fine. Dépdts, au sein d'une fibre, localisés

contre la paroi secondaire ; x 3200.
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PLANCHE ZXXVIII

Glutaraldéhyde - tétroxyde d'osmium ; acétate d'uranyle - citrate

de plomb (1 3a.3)

Coupe réalisée au rasoir, non fixée : phloroglucine-HC1l (4)

LES REACTIONS INTERVENANT AU COURS DE LA COLONISATION DES TISSUS

1 : néoformation d'une couche pariétale (p') flanquée contre la

parol secondaire (PII). Son contour interme est trés irrégu-—

lier ;3 x 10400.

2 et 3 : cette nouvelle paroi (p') varie en épaisseur (2) et
posséde un aspect granuleux sauf au contact de 13 paroi
secondaire (Pyy) ol 1l'on distingﬁe des fibres (3,fléches) ;
2 ¢ X 16250 ;

3 ¢ x 19500.

B

MP; la couche pariétale déposée contre la parol secondaire
réagit aux tests des lignines (fléches) ;3 (v : vaisseau ;

x : xyleme) ; ¥ 800,
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PLANCHE XXIX

Formol-alcool éthylique - acide acétique ; bleu de picroaniline—

safranine,

Mo

LES REACTIONS TARDIVES

coupe transversale d'une racine d'Hévéa présentant une néo-

génése tissulaire ; X 200. (MP)

schéma général d'une coupe transversale d'une racine

d*Hévéa présentant une néogénése tissulaire ; X 25.
Néogénése tissulaire réactionnelle ; X 200,

1. parenchyme médullaire ;
2. xyléme natif ;
3. 1liber natif ;

4, tissﬁs corticaﬁx infectés ;

5. foyers cellulaires embryonnaires ;
6. Trayons parencﬁymateﬁx 3

7. 1liber néoformé ;

8. xyléme néoformé ;

9. rhizomorphe ;

10. lenticelle ;

, N

Le néocambium (nc) est initié & partir de 1%'ancien (fléche).
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PLANCHE XXX

Formol-alcool éthylique - acide acétique ; bleu de picroaniline -

safranine (1 & 7)
LES REACTIONS TARDIVES (MICROSCOPIE PHOTONIQUE)

1 : initiation de foyers cellulaires (fc) & partir de rayons
parenchymateux (fl&che) ; (nc : néocambium ; xn : xyléme

néoformé) ; x 500,

2 : nature méristématique des foyers cellulaires (£fc) ; quelques

cellules (*) semblent organiser 1'ensemble du foyer (flaches);

x 500.

3 : les cellules de ces foyers cellulaires ont un cytoplasme

dense (c) et un noyau volumineux (n) ;3 x 1250.

4 : le néoxyléme est constitué de cellules typiques dont les
parois épaisses sont abondamment garnies de ponctuations
(fléches) ; X 320.

5 : le néocambium (nc) s'invagine au contact des rayons (fléche)
qui initient les foyers cellulaires ; (nx: néoxyléme ;

Xxn : xyléme natif) ; ¥ 320,

6 : continuité (fldches) entre les rayons du néoxyléme {nx) et

ceux du xyléme natif (xn) ; x 800.

7 : 1le néocambium (nc) différencie de part et d'autre un néo-

xyléme (nx) et un néoliber (nl) ; x 320.
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RE SUHE

Les Basidiomycétes Polyporacées, KRigidoporus Jlignosus et Fhellinus
noxius, respectiveaent agent du pourridié blanc et agent du pourridié
brun, provoquent dess pourritures graves du systéme racinmire de l'arbre
& caoutchouc, AXNerea »brasiliensis. Une étude Irine des lnteractions
héte-parasite nécessite, avant tout, un strict contrdle de 1'infection.
Le chapitre premier décrit la réalisation, en conditions contrdlées.
d'infections artificielles de jeunes Hévéa (clone GT1) par ces
chaapignons (respectivement souches 1 et 4). L'acquisition de cet outil
a favorisé les recherches histo-cytologiques de ces maladies. De ce
fait, les modalités de l'agression de 1'Hévéa par XK. Zignosus el F.
norius, exposées dans le secord chapitre, sont élucidées tant au plan
de 1la colonisation des tissus racimaires qu'au niveau de la
désorganisation des structures hotes.L'observation microscopique réveéle
la dégradation de 1'ensemble des constituants des parois cellulaires
par chaque parasite, de méme gque la déstabilisation du réssau
laticifere causant la coagulation interne du csoutchouc. L'Hévéa répord
ceperdant & ces attaques parasitaires par la mise en place de réactions
de défense, initides tout su long du processus infectieux. lLa plus
rexarquable, ocutre les phénorénes de lignification, de stimulation de
l'actvité ceabiele ou  de. dépots de callose, consiste en la
différenciation de nou'-raauz ‘tissus, .épargnés par 1'infection. Ia
deacription de ces réactions ainsi ‘que-1a discuasion au sujet de leur
réle dans les interactions hota—paramta sont rapportées dans 1ls
troisidae chapitre..

ABSTRACT ' : -

Rigidoporus lignosus aad Phellinue noxius. &re iwc Basidiomycelous
seXl reot-roltibg rupgl causing severe daasges In Hevea
brasiliensies plantations. Fost-paresite Interaciions wWeré
Investigated at cellular level on Infected planis . The rirst
part of this paper desls with artificial ipoculations on
rubber-trees under conlroled conditions while the second psri
contsins microscopical ochservations on host aggression by esach
or these tumgi focusing on different stages of Irfectrox
process ranging froa root colomizetion to degredatlion of cell
components. Major results concern penetration of hyphkae. cell
wvall alteraticns &md 1atler cosgulalion. KHosl dJdefense 1s
déscribed In the third pert of thls presentation Fesideés
lignification. stizulation ol canbiun aclIVILF, rall
thickening and callose deposition. the rost reparkadble
reaclion difrerentiated by H. brasiliensis Is tissue rmeogenesis
leading to compartaecntaliration of the Infected root. The role¢
of these reactions in pathogenesis 1s &lso discussed In this
chapter.




