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NICOLE, M., D. NANDRIS et J.-P. GEIGER. 1983. Cinétique de I’infection de plants d’Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de
Juss) Mull. Arg. par Rigidoporus lignosus (K1.) Imazeki. Can. J. For. Res. 13: 359—364.

A Tl'aide d’une technique d’inoculation artificielle, une étude de la cinétique de I’infection de I’hévéa par Rigidoporus
lignosus a permis de mettre en évidence trois phases dans le processus infectieux: (i) la phase de contamination est particu-
lierement rapide puisqu’aprés 15 jours de confrontation la totalité des plants présente des rhizomorphes sur leurs pivots;
(ii) cette propagation épiphytique du mycélium tout le long du pivot s’accompagne de nombreuses pénétrations ponctuelles
qui facilitent, par leur multiplicité, la colonisation des tissus. A partir de 1’apex se développe une pourriture ascendante qui,
en moins de 3 mois, concerne prés de 40% du pivot des plantes infectées. En réponse & cette attaque, la plante met en place
des mécanismes réactionnels décelables tant au niveau cellulaire qu’a I’échelle de la plante; (iii) a ce stade, il s’instaure entre
I’héte et le parasite une phase d’équilibre caractérisée par une stagnation de la progression de la maladie. L’efficacité des
différentes manifestations réactionnelles observées chez la plante est discutée.

NICOLE, M., D. NANDRIS, and J.-P. GEIGER. 1983. Cinétique de I’infection de plants d’Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr.
de Juss) Mull. Arg. par Rigidoporus lignosus (K1.) Imazeki. Can. J. For. Res. 13: 359—364.

Using an artificial inoculation technique, a kinetic infection study of Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss) Mull. Arg.
by Rigidoporus lignosus (K1.) Imazeki has shown the existence of a. three-stage infection process: (i) a particularly fast
contamination stage. After 15 days of exposure, all plants showed rhizomorphs to be present on taproots; (if) the spread of
epiphytic mycelium all over taproots is associated with numerous punctual penetrations allowing tissue invasion and infection.
Beginning at the apex, a rot develops and progresses upward; in less than 3 months, it affects nearly 40% of the invaded plants’
taproot. In response to this, the host develops reaction mechanisms which become evident at the celtular level and on the entire
plant; and (i) at this time, a state of equilibrium is reached between the host and the parasite which is shown through a stagnant
disease progress. The efficiency of the various host reactions observed in the plants is discussed.

[Journal translation]

Introduction et cytologique (Nicole et al. 1982). Afin d’étayer
ces différentes approches, il a été nécessaire de définir
la succession des étapes du processus infectieux de

ces parasites. Dans ce but, une étude de la cinétique

Les agents de pourriture racinaire, Rigidoporus
lignosus (K1.) Imazeki et Phellinus noxius (Corner)
G. H. Cunn, basidiomycetes répandus dans les zones

tropicales humides (Pichel 1956) se signalent en Cote-
d’Ivoire principalement par les dégits qu’ils occa-
sionnent aux plantations d’Hevea brasiliensis (Willd.
ex. Adr. de Juss) Mull. Arg. En effet, ces parasites,
existant a I’état endémique en forét primaire sous forme
de foyers ponctuels, se développent considérablement
lorsque survient la rupture de I’équilibre naturel et
I’implantation d’une monoculture sensible tel ’hévéa
(Fassi 1964).

L’ampleur des dégéts et I’absence de méthodes effi-
caces de lutte ont conduit notre groupe a entreprendre
un vaste programme de recherches portant sur la mor-
phogénese fongique (Boisson 1968, 1973) et les inter-
actions hote—parasite au niveau biochimique (Geiger
et al. 1976, 1981), écologique (Nandris er al. 1981)

'Révision recue le 22 décembre 1982.

de T'infection de jeunes plants d’hévéa a été réalisée
selon’un protocole d’inoculation artificielle (mis au
point au laboratoire par Nandris et al. 1983). La
présente note rend compte uniquement des résultats
concernant la cinétique de I'infection de plants d’hévéa
par R. lignosus.

Matériels et méthodes

Le matériel biologique

La plante hote

Les expériences sont réalisées sur de jeunes pldnts issus
de graines d’H. brasiliensis, famille illégitime GT,, récol-
tées dans les plantations expérimentales de I’Institut de
Recherches sur le Caoutchouc (IRCA) a I’Anguédédou
(Région d’Abidjan). Quinze jours aprés la germination des
graines en bacs de sable humide, les plants sont repiqués en
serre, en bacs de végétation d’un volume de 1 m’, (terre de
forét) puis inoculés a I’ge de 3 mois.

Fonds Documentaire ORSTOM
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TABLEAU 1. Baréme phytosanitaire servant & noter chacun des plants prélevés
en fonction du degré de sévérité de Iattaque

Note

Appréciation de la sévérité de 1’attaque

Rhizomorphes

OO ND W -~

Mort de la plante

Aucune trace mycélienne
Filaments mycéliens non agrégés

Rhizomorphes + pénétrations ponctuelles

Rhizomorphes + nécrose localisée visible a I’oeil nu
Rhizomorphes + pourriture partielle du pivot <20%
Rhizomorphes + pourriture partielle du pivot de 20 & 50%
Rhizomorphes + pourriture partielle du pivot >50%
Symptdmes foliaires de la maladie

NOTE: La “pourriture du pivot” est appréciée par la proportion des tissus nécrosés par rapport

4 I’ensemble de la racine.
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Fic. 1. Evolution, en pourcentage, de la contamination
des plantes (@) et de la note sanitaire moyenne NS (%) a
chaque prélevement en fonction du temps (semaine).

Le parasite

La souche de R. lignosus utilisée a été isolée au laboratoire
(janvier 1978) a partir d’un pivot d’hévéa naturellement para-
sité provenant de la plantation de I'IRCA. Elle est cultivée 2
28°C sur milieu malté a 2% et gélosé a 2%.

Les inoculations artificielles

L’infection des plants d’hévéa est obtenue selon la méthode
précédemment décrite (Nandris e al. 1983), en appliquant
contre le pivot de la plante des buchettes de bois colonisées
in vitro par le champignon. Les essais sont conduits en bacs
pour lesquels le taux d’humidité de la terre, maintenu a 14%
d’humidité volumique, est strictement contrdl€ & I’aide d’une
sonde & neutrons. Cette valeur a été retenue parce qu’elle
correspond au taux moyen d’humidité des sols de la région
d’Abidjan (Nandris ef al. 1983).

Réalisation de I' étude de la cinétique
L’essai est réalisé sur un lot de 100 plants inoculés simulta-
nément. Des prélevements successifs de neuf plantes, choi-

sies au hasard dans la population, sont ensuite effectués les
17, 2° et 3° semaines puis tous les 15 jours jusqu’au terme des
5 mois de I’expérience. Les observations réalisées & chaque
prélévement, sur chacune des plantes, correspondent a:
(i) une description morphologique puis une mesure de la
longueur de la tige et de celle de la racine; (ii) une analyse
microscopique de coupes de racines effectuées au rasoir et
colorées au bleu coton (Langeron 1949); cet examen a pour
but de rechercher les sites de pénétration du parasite, de
préciser sa localisation dans les tissus racinaires et, enfin, de
déceler la formation de nécroses et de manifestations réac-
tionnelles de 1’héte; (iii) une caractérisation de la présence du
parasite dans le pivot par révélation colorimétrique de 1’ac-
tivité laccase d’origine fongique (Geiger et al. 1976). Cette
analyse est effectuée en mettant a incuber pendant 24 h dans
le substrat de I’enzyme 1’ensemble des portions du pivot. De
ce fait il est possible de caractériser de maniére exhaustive les
pénétrations ponctuelles difficilement décelables au micro-
scope. Un second lot de plantes non inoculées sert de témoin.

L’analyse de ces différents paramétres permet d’affecter a
chaque plante prélevée une note sanitaire établie selon les
criteres définis dans le tableau 1. Pour chaque prélévement,
la moyenne des notes sanitaires individuelles est indiquée
par NS.

Résultats

L’ensemble des résultats acquis a chaque préleve-
ment est consigné dans le tableau 2; la cinétique du
processus infectieux est illustrée par la figure 1.

Dans les conditions expérimentales retenues, on dis-
cerne trois phases dans le comportement parasitaire de
R. lignosus a I’égard de jeunes plants d’hévéa.

La phase de contamination et d’implantation du
parasite dans I'hbte (jusqu’a 3 semaines)
Une semaine apreés 'inoculation, 80% des plantes
prélevées présentent sur leur pivot des filaments mycé-
liens du champignon. A 15 jours, la totalité des plants
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est contaminée par des rhizomorphes gainant souvent
toute la racine.

La progression €piphytique du parasite, de I’apex
jusqu’au collet, s’accompagne de nombreuses péné-
trations ponctuelles d’assises cellulaires externes par
des hyphes (fig. 2). Les cellules corticales envahies par
le champignon présentent des dégradations pariétales
ainsi que des altérations cytoplasmiques importantes
déja rapportées par Nicole et al. (1982). Trois semaines
aprés I'inoculation, toutes les plantes prélevées pré-
sentent de telles pénétrations dont certaines évoluent en
nécroses au niveau de I’apex racinaire.

Au plan de la morphogenése des parties aériennes,
les plants infectés accusent, dés le ¥ mois, un retard de
croissance par rapport aux témoins (tableau 2). Outre
I’éventuelle perturbation physiologique de la plante lors
de la mise en place de I’inoculum, la nécrose de I’apex
par le champignon est vraisemblablement responsable
du ralentissement de la morphogenése.

La phase de colonisation des tissus (3° d la 9° semaine)

On assiste durant cette période a la “phase expo-
nentielle” de la progression du champignon dans le
systeme racinaire de la plante. Elle se traduit par un net

accroissement de la note sanitaire moyenne (NS) et du
pourcentage de pivot nécrosé par le parasite (tableau 2).
Au terme de cette étape, plus de 35% du pivot (en
moyenne) est nécrosé.

Corrélativement a cette progression interne du para-
site, le ralentissement de la croissance des plants inocu-
1és s’accentue: la différence “croissance des t€émoins —
croissance des inoculés” (différence de croissance)
augmente en effet considérablement (tableau 2), et rend
compte de ce phénomene.

En outre, de nombreuses nécroses ponctuelles jus-
qu’alors décelables uniquement au microscope, sont
maintenant observables a I’oeil nu, du front de progres-
sion du champignon, défini par Geiger et al. (1976),
jusqu’au collet de la plante. Toutefois, 2 ce stade, elles
restent souvent uniquement localisées aux assises corti-
cales sous les points de pénétration.

Cette intense activité parasitaire coincide cependant
avec I’apparition de manifestations réactionnelles de la
plante. Ainsi au niveau des tissus, on constate la mise
en place de foyers cellulaires de nature méristématique
ainsi qu’une activation du cambium subérophelloder-
mique (fig. 3).

Les précédentes réactions enregistrées au niveau
cellulaire sont complétées au plan anatomique par une
exhaltation de la rhizogénése secondaire qui se ca-
ractérise par: (i) une hyperélongation de racines laté-
rales existantes (fig. 5) qui se lignifient précocement;
(i) une différenciation, & partir du pivot ou d’une
racine latérale, d’un (ou plusieurs) axe(s) orthotrope(s)
secondaire(s) (fig. 4).

Analyse de la pathogénése en fonction du temps

TABLEAU 2.

19
6,8(0,24)

15 17
6,8(0,36)

13

Il

Temps (semaines)

4,2(0,52)

6,1(0,30) 6,3(0,36) 6,3(0,33)

5,9(0,29)

3,1(0,10)  3,4(0,44)

2,8(0,33)

1(0,29)

NS (erreur standard)

6

7a
+

6 9,7 35,5 38,4

1,5

0

0

Nécroses des racines (%)

Réactions

Différences de

3,9 3,6 12,4 1,7 14,1 17,1 17,3 16,6 18,9

3,8

croissance (cm)

NoOTE: Temps, durée entre I'inoculation des plantes et leur prélévement; NS, moyenne des notes sanitaires des plantes prélevées et erreur standard; Nécroses des racines, (Moyenne des longueurs des nécroses
des pivots)/(moyenne des longueurs totales des pivots) X 100 (en pourcentage); Réactions, mise en évidence de manifestations réactionnelles (d’ordre cellulaire et (ou) morphologique) au sein du lot de plantes

prélevées: différences de croissance, différence des moyennes de la hau=ur des plantes témoins par rapport a celle des plantes infectées.
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La phase de stagnation de [I'infection

Au stade de la pathogénése atteint aprés 2 mois de
confrontation, le dépérissement des plants non encore
prélevés pourrait sembler inéluctable. En fait on ob-
serve, dés la 11° semaine, un net fléchissement déns
intensité de ’attaque. Cette tendance évolue en une
phase “palier” qui se poursuit jusqu’a 5 mois, terme de
’essai. Celle-ci se caractérise par une quasi stagnation
de I’évolution des parametres suivants: (/) note sani-
taire moyenne des plantes prélevées (variations de 6,1
4 6,8), (i) proportion moyenne de tissus parasités (jus-
qu’a la 15° semaine), (iii) croissance par rapport aux
témoins des plants inoculés. Non seulement le retard
enregistré durant les premiers mois de I’essai est com-
blé, mais encore la taille des tiges dépasse, & I’issue de
I’expérience, celle des plantes témoins.

Discussion

La phase d implantation se caractérise par une in-
tense prolifération du mycélium de R. lignosus sur les
pivots des jeunes plants. Cette aptitude a établir le con-
tact avec I’hdte est liée, chez ce champignon, a sa
capacité i différencier des rhizomorphes dont la crois-
sance, extrémement rapide, est de I’ordre de 0,8 cm par
jour (Nandris et al. 1981). Cette remarquable vitesse
de contamination ainsi que la multitude des points d’in-
fection le long du pivot peuvent étre apparentées au
mécanisme décrit par Garrett (1970) sous le nom
d’“ectotrophic-infection habit” pour caractériser le
mode de propagation de Fomes annosus (Fr.) Karst. sur
les racines du pin. En effet, aprés une phase de con-
tamination épiphytique de I’hdte par le mycélium, ce
parasite pénétre également en de nombreux points dans
la racine. Selon Garrett (1970), la multiplication de ces
foyers ponctuels d’infection permettrait au parasite de
“diluer les réactions de défense de la plante et éven-
tuellement de les submerger.”

De maniere concommitente, les premiéres péné-
trations ponctuelles d’hyphes dans le cortex initient la
phase de colonisation des tissus racinaires. Celles-ci
provoquent rapidement des nécroses partielles de la
racine, vraisemblablement responsables du ralentis-
sement de la croissance des tiges des plants inoculés.
L’examen microscopique de ces racines révele cepen-
dant qu’en réponse & ’attaque, la plante manifeste des
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réactions au niveau tissulaire dés la 5° semaine apres
I'inoculation. L’intensification de ce phénomeéne se
poursuit jusqu’au terme de I’expérience.

Ces manifestations réactionnelles deviennent vrai-
semblablement et rapidement fonctionnelles puisqu’un
équilibre s’instaure entre les deux protagonistes: c’est
la phase de stagnation de I’infection. Deux mécanismes
réactionnels, vraisemblablement li€s, pourraient expli-
quer cette modification du processus infectieux. En pre-
mier lieu, les barrieres histologiques précédemment
décrites s’intensifient et s’accompagnent, au niveau
biochimique, de modifications importantes du métabo-
lisme enzymatique de I’héte (Geiger et Huguenin
1981). Celles-ci concernent plus particuliérement cer-
taines peroxydases révélées dans les tissus parasités et
réactionnels, impliquées dans la biosynthése des li-
gnines (Nicole ez al. 1981). En second lieu, d’un point
de vue trophique, la différenciation d’axes secondaires,
consécutive 2 la rupture de la dominance de 1’apex
racinaire, permet 4 la plante de compenser les per-
turbations métaboliques liées & la perte de son pivot.

L’efficacité de I'ensemble de ces réactions varie
toutefois d’un individu a 1'autre puisque, déja apres
3 mois d’infection, certaines plantes dépérissent et
meurent. Il y a ainsi lieu de penser qu’au niveau de
chaque couple hote—parasite s’établit un rapport de
force dont I’évolution dans le temps conditionne I’issue
de I’infection. Cette hypotheése est étayée par diverses
études réalisées in vivo en plantation sur des agents de
pourridié.

En effet une étude épidémiologique effectuée pen-
dant 5 ans sur des hévéas adultes (D. Nandris, résultats
non publiés) fait ressortir, au sein de cette population,
une nette hétérogénéité en ce qui concerne la durée du
cycle pathogénique (contamination — mort). Ainsi,
selon les individus, le dépérissement des arbres infectés
par R. lignosus intervient généralement entre 6 mois et
2 ans aprés I’infection. Cependant, prés de 25% des
hévéas, déja contaminés au début du suivi, sont tou-
jours vivants plus de 4 ans aprés I’attaque fongique;
I’examen du pivot de ces arbres révele fréquemment
’existence de racines latérales hypertrophiées qui, mal-
gré I’absence de pivot, permettent a ’arbre de survivre
et parfois méme d’étre exploité pour sa production de
latex.

FIG. 2. Pénétration sous le rhizomorphe (rh) de filaments mycéliens dans le cortex racinaire. (¢). Noter I’absence de
manifestations réactionnelles. (X 1000; coupe tangentielle). FIG. 3. Pénétration de filaments mycéliens (c¢p) dans le cortex
racinaire (c¢), avec activation du cambium subérophellodermique conduisant & la mise en place d’assises corticales sur-
numéraires (fleches). (X430; coupe tangentielle). FIG. 4. Systéme racinaire d’un jeune hévéa infecté par R. lignosus. Con-
sécutivement 2 la nécrose du pivot principal (P,), il y a différenciation d’axes orthotropes secondaires (P,). Noter les
rhizomorphes du parasite sur le pivot et au collet (double fleche). FIG. 5. Systémes racinaires d’un plant infecté (I) par
R. lignosus et d’un plant non infecté témoin, (NI). On observe une nécrose importante du pivot infesté (fleche) ainsi qu’une
hypertrophie des racines latérales (double fléche), précocement lignifiées.
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Enfin, des observations effectuées sur des plantations
d’hévéa adgées de plus de 20 ans font également appa-
raitre, au sein d’importantes clairieres occasionnées par
R. lignosus, I’existence d’arbres ayant survécu a 1’at-
taque fongique. Un piégeage réalisé¢ selon la méthode
de Declert (1961) a permis de démontrer la présence du
parasite au niveau du systeéme racinaire de tels arbres.

Ces différentes données permettent d’affirmer qu’il
existe chez I’hévéa, au champ comme en bacs de végé-
tation, des capacités de défense qui sont, selon les indi-
vidus, susceptibles de circonscrire, au moins momen-
tanément, la progression de R. lignosus dans les tissus
ligneux. Il s’instaure de ce fait un équilibre dynamique
entre 1’hote et le parasite.

Un tel état de “parasitisme contenu” a par ailleurs
également été signalé par Murray (1934) pour le couple
R. lignosus — hévéa. Selon cet auteur, [’état physio-
logique et I’age de I’hdte jouent vraisemblablement
un role dans le maintien de I'état d’équilibre entre ce
dernier et le parasite. De méme, Leach (cité par Pichel
1956) signale chez le couple Armillariella mellea
(Vahl.) Karst. — eucalyptus, l’existence des Ié€sions
radiculaires localisées dans lesquelles 1’action du para-
site est tenue en échec par le mécanisme de défense de
I’héte.

Ces observations soulignent I'intérét du modele d’ex-
périmentation choisi en ce qu’il permet de reproduire et
d’apprécier, en serre, sur de jeunes plants, dans des
délais trés courts, les modalités de 1’interaction hote—
parasite, qui, sur arbres adultes, ne sont observables
qu’a long terme. A

Une expérimentation analogue a celle décrite ci-
dessus a été conduite sur le couple hévéa — P. noxius.
Cependant la non-différenciation, chez ce champignon,
de structures mycéliennes permettant une bonne con-
tamination initiale des plants inoculés, s’est révélée, a
terme, un facteur limitant ’exploitation des résultats
obtenus ainsi que la compréhension de son processus
infectieux (Nandris et al. 1983).
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