ANATOMIE ET ECOLOGIE FONCTIONNELLES DES PLANTES SUPERIEURES
TRAVAUX PRATIQUES

TP4 — Structure des tissus foliaires : bioindication du stress biotique et abiotique

Introduction

Ce TP est consacré aux effets du stress biotique et abiotique et aux réponses des végétaux
supérieurs. C’est le domaine de la bioindication, une discipline importante dans la
perspective d’'une compréhension approfondie des interactions plantes-environnement.
Dernier de la liste, ce TP développe donc de maniére systématique des notions abordées
précédemment, notamment lors du TP3. L’article de synthése en annexe' passe en revue
différents types d’altérations structurales et leurs causes environnementales et fait le lien
avec les changements physiologiques a 'origine des altérations structurales constatées. Il
sert de base scientifique a ce TP.

Le matériel a disposition fournit des exemples de changements structuraux causés par trois
types de facteurs de stress dans les organes foliaires de 4 espéces d’arbres différentes :

- stress biotique : infection fongique chez le Douglas (Pseudotsuga menziesii) par le
champignon ascomyceéte parasite Rhabdocline pseudotsugae

- stress biotique : infestation de pucerons chez le chéne (Quercus robur, petraea &
pubescens)

- stress abiotique : dégats d’'ozone dans des aiguilles de pin ponderosa (Pinus ponderosa)
prélevées dans les montagnes (San Bernardino Mountains) surplombant Los Angeles (USA)
- stress abiotique : dégats d’'ozone dans des feuilles de hétre (Fagus sylvatica) provenant
d’une expérimentation en forét sur les effets de 'ozone (CASIROZ)

Ces facteurs de stress ont occasionné non seulement des symptdmes microscopiques mais
aussi des altérations du feuillage visibles a I'ceil nu ou avec une loupe/Nurugo (symptémes
visibles). Des branches symptomatiques ainsi qu’une documentation sous la forme de photos
ou de posters illustrant les symptémes visibles sont fournies pour chaque type de matériel.
Sur cette base, il conviendra d’analyser la relation entre la localisation des symptémes et le
mode de pénétration ou de développement de I'agent stressant incriminé et d’analyser la
contribution des différentes modifications structurales aux caractéristiques morphologiques
des symptdmes visibles.

Pour effectuer les observations nécessaires dans ce TP, il est nécessaire d’utiliser toute la
gamme d’objectifs a disposition sur les microscopes et ainsi d’'observer dans le détail la
morphologie des tissus et des cellules (cf. TP 3). Quelques micrographies sont fournies pour
chaque type de facteur de stress qu’il conviendra de compléter avec des photos macros
(Nurugos) et des micrographies personnelles (caméra digitale et téléphone portable monté
sur adaptateur) illustrant les détails structuraux (avec barre d’échelle). Enfin, des
micrographies de microscopie électronique - a légender pendant le TP - permettent d'illustrer
les changements ultrastructuraux en réponse a du stress oxydant (causé par I'absorption
d’'ozone dans les deux cas illustrés).

! Gunthardt-Goerg, M.S. and Vollenweider, P., 2007. Linking stress with macroscopic and microscopic
leaf response in trees: New diagnostic perspectives. Env. Poll. 147: 467-488.
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Objectifs

o Observer, comparer et comprendre la structure foliaire dans les zones
asymptomatiques et symptomatiques.

e Analyser les changements structuraux (observations macro, microscopie photonique,
MP) et ultrastructuraux (microscopie électronique a transmission, MET) et en déduire
les modifications physiologiques causées par le facteur de stress responsable.

e Comparer la structure et la distribution des symptémes micro- et macro-
morphologiques et analyser la contribution des différentes composantes structurales
a I'expression des symptémes visibles.

e Comparer les altérations structurales causées par les différents facteurs de stress :
identifier les critéres diagnostiques, aussi sur la base de I'article fourni.

Matériel fournis

- des branches d’arbres avec des symptémes biotiques ou abiotiques

- Des coupes semi-fines (2 um) colorées avec du bleu de toluidine / fuchsine acide et
montrant pour les espéces suivantes des secteurs avec et sans symptdémes ainsi que
différentes caractéristiques structurales:

e Aiguilles de sapin douglas (Pseudotsuga menziesii) infectées par le champignon
ascomycete parasite Rhabdocline pseudotsugae.

e Feuilles de chénes (Quercus pubescens) asymptomatiques ou présentant des
altérations structurales dans le limbe et les nervures suite a une infestation par des
pucerons (Aphidoidea).

¢ Aiguilles de pin ponderosa (Pinus ponderosa) prélevées dans la région de Los
Angeles, USA, et montrant des symptdmes visibles et microscopiques typiques pour
'ozone.

¢ Feuilles de hétre (Fagus sylvatica) provenant d’'une expérimentation allemande sur
les effets de 'ozone (CASIROZ) et montrant des symptdmes visibles et
microscopiques typiques pour I'ozone.

Il Matériel de recherche, s.v.p., veuillez manier les lames avec soin !!!

- Une documentation complémentaire sur les symptomes visibles sous la forme de photos, de
posters ou d’extraits de publications (voir sous résultats).

- 4-5 Micrographies digitales (MP & MET) par type de matériel

- 1 catalogue des micrographies fournies

Méthode

- Observations : examiner d’abord les symptdmes visibles et leur distribution sur les
échantillons frais fournis. Documenter les observations avec des photos macro (Nurugo).

- Passer aux préparations permanentes et commencer par observer une lame
asymptomatique ou une zone moins affectée de I'échantillon (Pinus ponderosa) et identifier
les tissus, les types cellulaires et les organelles visibles en microscopie photonique. Se
familiariser avec les caractéristiques du tissu asymptomatique. Passer ensuite a une zone
symptomatique et procéder de fagon similaire. Identifier toutes les modifications structurales
de la cellule au tissu et repérer la distribution des symptémes a I'échelle de la cellule, du tissu
et de 'organe foliaire. Comparer les résultats obtenus avec la documentation sur les
symptomes visibles et déduire les correspondances entre les symptémes microscopiques et
les symptdmes visibles. Documentation des observations : tracer un schéma des tissus en
utilisant la clé de symboles du document de cours 3/29. Faire la synthése des observations
sous la forme d’un protocole d’observation. Annoter les micrographies fournies (identification
des tissus et des changements structuraux). Compléter les illustrations a disposition avec des
photos des micrographies personnelles (caméra digitale sur microscope, avec barre d’échelle
/ téléphone portable monté sur adaptateur).

- Analyse des micrographies en microscopie électronique : identifier les organelles et les
structures sub-cellulaires dans les micrographies MET, préparer une légende et analyser les
changements ultrastructuraux en réaction au stress oxydant.
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Résultats
Les paragraphes ci-dessous détaillent les observations spécifiques recommandées pour
chaque type de préparation.
Les résultats attendus comprennent :
- une documentation macro des symptémes visibles dans le feuillage des échantillons
frais fournis
- un schéma histologique des préparations observées
- un protocole d’observations
- une synthese des critéres diagnostiques macro- et microscopiques, sous la forme
d’un tableau comparatif pour les différents types de préparation
- des micrographies annotées
- des photos macros et des micrographies personnelles.
Chaque groupe observe I'ensemble du matériel fourni (=> au sein de chaque groupe,
répartition du travail en début de séance de TP et communication ensuite des résultats).

Infection fongique a Rhabdocline pseudotsugae
Informations complémentaires sur les symptdmes visibles:

Symptdmes visibles causés par Rhabdocline menziesii dans les aiguilles de sapin douglas
(Pseudotsuga menziesii). A les vieilles aiguilles infectées agées de deux ans séchent et tombent
de l'arbre. B, C symptomes a |'échelle de l'aiguille. D Apothécies fongiques émergeant de
I'épiderme.

- Compréhension de la structure foliaire: repérer les tissus, les cellules et les structures sub-
cellulaires selon les instructions données ci-dessus. Identifier la partie ad- (face supérieure) et
abaxiale (face inférieure) de l'aiguille.

- Repérer la zone infectée et les différences de structure avec le secteur moins
symptomatique. Différencier les tissus fongiques et foliaires et relever les altérations
structurales causées par l'infection fongique. Repérer le mycelium végétatif et les ascospores
reproductrices. Identifier les réactions de défense de l'aiguille dans les secteurs avec et sans
contamination. Etablir une liste de critéres diagnostiques.
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Infestation de pucerons
Informations complémentaires sur les symptdmes visibles:

b,

Symptémes visibles causés par des pucerons dans des feuilles de chéne (Quercus robur). A, D, E
les pucerons forment des colonies sur les jeunes rameaux et les feuilles, particulierement les plus
jeunes d'entre elles en phase d'expansion. Les insectes se nourrissent de la séve phloémienne en
insérant leur rostre dans des nervures de grosseur variable, apparemment choisies en fonction de
la taille-méme de l'insecte. B, C L'infestation cause le développement de symptdmes visibles avec
une morphologie variable en fonction de l'intensité de l'infestation et de I'état physiologique de
l'organe concerné. Ces symptémes évoluent au cours de la saison de végétation en fonction des
conditions environnementales. F en réaction aux blessures causées par la perforation des veines,
les nervures développent des tissus cicatriciels riches en composés de défense oxydés (en brun).

- Compréhension de la structure foliaire: repérer les tissus, les cellules et les structures sub-
cellulaires selon les instructions données ci-dessus.

- Repérer les altérations résultant directement (nervures) ou indirectement (limbe) de I'activité
des pucerons. Observer les réactions de défense notamment I'obstruction de I'espace inter-
cellulaire par des gels mucilagineux (composition : pectines, polysaccharides, restes
cellulaires) suite a la libération des contenus vacuolaires épidermiques et a la rupture de la
paroi cellulaire abaxiale interne. Observer la variabilité des symptémes dans la feuille. Etablir
une liste de critéres diagnostiques.

- Observer les détails structuraux suivants :

@ P. Vollenweider, AEF cours BGS 4/9




nervure : altération du complexe tube criblé-cellule compagne / réactions de défense dans
les parenchymes / obstructions polysaccharidiques dans le xyleme

limbe : perforation des épidermes / épanchement des substances épidermiques /
sénescence accélérée des cellules du mésophile.

Fig.161.1. Phloem-sucking insect, inserting its stylet into the sieve tubes and withdrawing phloem sap. (Redrawn from ESAU
1956.)

Fig. 161.2. Xylem-sucking insect, puncturing the xylem vessels with its stylet and pumping large amounts of water through its body.
(Redrawn from ESAU 1956.)

Fig, 161.3. Diagrammatic representation of hypothetical leaf midrib to show some types of penetration by feedingaphids. (a)-(g)
tracks, some with epidermalplugs, (h)-(j) stylets and their sheaths. (a) Salivary track resulting from intercellular stylet penetration of non-
vascular tissue (by speciesfeedinginthisorinvasculartissue)andshowingheavydeposits ofsalivarysecretionin intercellular spaces,
adjacent cells with plasmolysis or migration of nuclei towards track (e.g., Adelges spp., Aphis fabae, Macrosipphum
euphorbiae). (b) Track left by a brief and essentially intercellular probe that has partially penetrated an epidermal cell
(e.g., Aphis fabae, Myzus persicae). (c)Intracellularepidermal track ofbeaded constructionandintercellular compressed trackin
parenchyma (e.g., Aphis gossypii, Myzus persicae). (d) Track resulting from stomata) entry with intercellular penetration of
the intermediate tissues and mixed (intercellular and intracellular) paths in the vascular tissue, with lobular and smooth tracks, both
solid and hollow, and terminations in parenchyma and xylem sealed off by heavy salivary deposits (e.g., Myzus persicae). ()-(g)
Examples of intracellular tracks as produced in cortical tissues of stems and roots by, forexample, Eriosoma lanigerum (e, f),
Trama troglodytes (f, g), and Viteus vitifolii (g). (h) Mixed intercellular and intracellular stylet penetration with the bundle entering
phloem tissue from one side showing aggregation of the contents of a pierced cell to the stylet sheath (e.g., Acyrthosiphon pisum,
Aphis fabae, Macrosiphum avenae). (i) Intercellular stylet penetration, with mainly a thin membraneous sheath, to the
phloem (e.g., Aphis pomi, Shinjia pteridifoliae), avoidanceof sclerenchymaas shownmayoccurwithintercellularorintracellular
penetration (e.g., Aphis craccivora and Eriosoma lanigerum, respectively); stylets shown ending in feeding position, tracks
resulting from phloem probes show (left to right) intercellular non-feeding termination, termination at a former feeding site, and
termination at an intracellular non-feeding Site (as in Myzus persicae). (j) Direct intracellular penetration by stylets ending in the
phloem (e.g., Schizolachnus orientalis) (characteristic feeding position in sieve tube, with maxillary stylet Protracted and opened, is
shown by several species including Aphis fabae and Myzus persicae; heavy salivary depoit shown in one cell as caused by, for
example, Ceratovacuna lanigera). (Redrawn from POLLARD 1973.)

Source: Fink, S. 1999. Pathological and regenerative plant anatomy. Encyclopedia of plant anatomy Vol. XIV/6, Gebrider
Borntréger, Berlin, Stuttgart.
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Symptémes d’ozone chez le pin ponderosa
Informations complémentaires sur les symptdmes visibles:
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11:80 am

Introduction Material and Methods
Experimentsl afte: The study slte 5 located at 1800 m a.s.1. in 3 distrbed
mixed contfer stand [Z] on a westem aspect close o Camp Palvia {CP), a
'E": °L“°$ poikiian ";""E s:i;lﬂemam:nwnla;sn{;ﬂm |ong-term air pollutiondforest nealin monitaring station [1]. It 15 representative or
e WE. NigH =4 TE POVIEK KON TROUNTI=IN WE 35 E the upper San Gorgonie mountains ecological subreglon (M2520h).
;Lm' g EMGITHILT,_ERDEMSHM at?mu: ?:naslmolcie Ozona pmr.rhnrl in 2008, CP and oiner wesiem skes experenced the
S b 2 &t azone poiluti rded In the SBM ing the highest
:TW’MLT“““MMI:T& canceniration period [3] 35 well 35 tha season average [4]
pines Sampling: Afier dacumenting visiie Injury. nedie segments wers tnmmed
range of S5M and sampied material for microscopical SANES. oy qeer tor analysss In ignt (LM} and fransmitted electron [TEM) micrascopy.
S Alma: 1) To document the structural Injury underying visible Sample procassing: 50 m, 2 um and 70 nm thick sedated sections were
sympioms. 2} To validate the Intial ozone diagnosls using processed, stained and analyzed focusing on stuctural changes Inside and
structural and ultrastructural methads. outslde mothes.

3Background: wih AOTED currently reaching 75 ppm-h, current

= Visibie symproms. Meedle Injury. In the form af small mothies
densaly spaciling ihe needie seqmenis exposed to direci sunlight,
W3k ObEErVEd 0N CUTent year [5] of most p pines
with accessible branches at the study siie. Under a hand lens,
molites characteristically showed up as light green dois with diffuse
edges [E]. The swrounding Bght-exposed tissues were shightly
discolored too (phatobleaching). Cider needies showed necrodic
dots with sharp edges, which were also observed at other sites in
the SBM (nat shown).

o = Microscopical changes. Struciural

" changes In needle sections [7] wene found

| In mesophyll (M) only. Those In motiies

[circie In 7 and 8] canfrasted wih

"\ progressive degeneration as found In

¢ surrounding mesophyll calls [10],

Y| especially those more exposad to sunighi.

4 In matties, cells with highly cansensed cell

conient [# In 9] were buried within thick

‘oeposis of call wal matenal [* in 8, 9].

Sizable cytological changes were found

¥ [12 v&. 11] and inciuged the a)

¥ condensation of cytoplasm, b) dismuption aof

ly chioropiasss (ch) s shawn by size

reduction, disnuption of grana and

thylakedds [14-16 vs. 13; s: starch grain]

and s2gregation of the degraged material

[1E] Including lipids {T) In cylopiasm [12]

" ana ) disruption of Inner membrane and

hyperiropiny of mitochondria (m). 10, n =

F8 nuciel. Theee cylologlcal changes were
Indicative of acute oxldative siress and

' suggestad the occurrence of

hypereensitive-Eie responses.

“Conclusions

¥ In the westem SBA, typical strectural markers of acute ozone siress underlying e obvious visibie Injury were found In current year needies af
panderosa pines., 5 the lkely consequence of still very high ozone concentrations. Structural changes in modties are langety unprecedanted.

/Tnemuquennesumemmempueﬁ ¥ those $ed In motiied phyll, for necdle gas and their t Into

more consplcucus visible symploms in umnemnmnﬂmhvesﬂgaﬁuu

Acknowiedgments: we thank the Canter for Aicroscopy and Image Anaiysls (ZME) of the university of Zuerch for he TEM faciitles and technical assisiance.

- Compréhension de la structure foliaire: repérer les tissus, les cellules et les structures sub-
cellulaires selon les instructions données ci-dessus.

- Repérer la distribution caractéristique des symptdémes (mottle) a I'échelle de l'aiguille et du
mésophylle. Noter 'absence de pathogénes ou de dégats dans la nervure. Etablir une liste de
criteres diagnostiques.

- Observer les détails structuraux suivants : accumulation de matériel pariétal dans I'espace
intercellulaire (essentiellement des pectines) / épaississement massif des parois cellulaires /
déstructuration du protoplasme / accumulation de vésicules / dégradation des chloroplastes
jusqu’a une quasi-disparition / condensation et déformation des noyaux.

- Observations en microscopie électronique : voir plus loin.
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Symptémes d’ozone chez le hétre
Informations complémentaires sur les symptdémes visibles:

”“.1\“« Symptomes d’ozone dans le feuillage des hétres des sites RENECOFOR
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des parties exposées a la lnmiére, chlorose (effet faible) ~responsable de 1a mort programmeée de groupes de
= bronzage (effet typigque) points brunétres (necrose) cellules assimilatrices.

Symptomes dus a 'ozone a la surface des feunilles de hétre, de gauche a droite, léger et fort bronzage en 2003 et en 2006.

Chlorose (- dégénérescence des chloroplastes,
\ perte d' autoflucrescence). Bronzage (2>
asgmentation de la concentration et de
I'oxydation des tannins, particuliérement dans
la partie apicale des cellules assimilatrices).
Necrose (mort programmee de groupes de
cellules assimilatrices, = voir o. en haut)

- Compréhension de la structure foliaire: repérer les tissus, les cellules et les structures sub-
cellulaires selon les instructions données ci-dessus.

- Repérer la distribution caractéristique des symptémes d’ozone a I'échelle de la feuille et
dans les parties ad- et abaxiale. Noter 'absence de pathogénes ou de dégats dans les
nervures. Observer la variabilité des symptdomes microscopiques. En vous aidant de l'article
fourni, repérer les réactions de type « sénescence accélérée » et « réponse hypersensible ».
Etablir une liste de critéres diagnostiques.

- Observer les détails structuraux suivants : gradients de symptomes entre les parties ad- et
abaxiales / intensité variable des symptdmes dans le parenchyme palissadique, flots
fortement symptomatiques intercostaux / accumulation de composés de défense dans les
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cellules (tannins condensés) / réduction de la taille des chloroplastes / augmentation de la
taille des plastoglobules dans les chloroplastes.
- Observations en microscopie électronique : voir plus loin.
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Microscopie électronique

Changements ultrastructuraux en réponse a du stress oxydant induit par 'ozone :
comparaison de la structures des cellules symptomatiques et asymptomatiques dans le
mésophylle des aiguilles de pin ponderosa et des feuilles de hétre.

B
b ﬁ

symptotique

L,

asymptomatidae

- identifier les organelles

- identifier chaque structure et légender les micrographies

- résumer dans un tableau les caractéristiques structurales normales et leur modification dans
les échantillons symptomatiques.
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