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ANATOMIE ET ÉCOLOGIE FONCTIONNELLES DES PLANTES SUPÉRIEURES 

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 manière systématique des notions abordées 
précédemment, notamment lors du TP3. L’article de synthèse en annexe1 passe en revue 
différents types d’altérations structurales et leurs causes environnementales et fait le lien 
avec les changements physiologiques à l’origine des altérations structurales constatées. Il 
sert de base scientifique à ce TP. 
 
Le matériel à disposition fournit des exemples de changements structuraux causés par trois 
types de facteurs de stress dans les organes foliaires de 4 espèces d’arbres différentes : 
 
- stress biotique : infection fongique chez le Douglas (Pseudotsuga menziesii) par le 
champignon ascomycète parasite Rhabdocline pseudotsugae 
- stress biotique : infestation de pucerons chez le chêne (Quercus robur, petraea & 
pubescens) 
- stress abiotique : dégâts d’ozone dans des aiguilles de pin ponderosa (Pinus ponderosa) 
prélevées dans les montagnes (San Bernardino Mountains) surplombant Los Angeles (USA) 
- stress abiotique : dégâts d’ozone dans des feuilles de hêtre (Fagus sylvatica) provenant 
d’une expérimentation en forêt sur les effets de l’ozone (CASIROZ) 
 
Ces facteurs de stress ont occasionné non seulement des symptômes microscopiques mais 
aussi des altérations du feuillage visibles à l’œil nu ou avec une loupe/Nurugo (symptômes 
visibles). Des branches symptomatiques ainsi qu’une documentation sous la forme de photos 
ou de posters illustrant les symptômes visibles sont fournies pour chaque type de matériel. 
Sur cette base, il conviendra d’analyser la relation entre la localisation des symptômes et le 
mode de pénétration ou de développement de l’agent stressant incriminé et d’analyser la 
contribution des différentes modifications structurales aux caractéristiques morphologiques 
des symptômes visibles. 
 
Pour effectuer les observations nécessaires dans ce TP, il est nécessaire d’utiliser toute la 
gamme d’objectifs à 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 - à légender pendant le TP - permettent d’illustrer 
les changements ultrastructuraux en réponse à du stress oxydant (causé par l’absorption 
d’ozone dans les deux cas illustrés). 

 
1 Günthardt-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 
 Observer, comparer et comprendre la structure foliaire dans les zones 

asymptomatiques et symptomatiques. 
 Analyser les changements structuraux (observations macro, microscopie photonique, 

MP) et ultrastructuraux  (microscopie électronique à transmission, MET) et en déduire 
les modifications physiologiques causées par le facteur de stress responsable. 

 Comparer la structure et la distribution des symptômes micro- et macro-
morphologiques et analyser la contribution des différentes composantes structurales 
à l’expression des symptômes visibles. 

 Comparer les altérations structurales causées par les différents facteurs de stress : 
identifier les critères diagnostiques, aussi sur la base de l’article fourni. 

 
 
Matériel fournis 
- des branches d’arbres avec des symptômes biotiques ou abiotiques 
- Des coupes semi-fines (2 µm) colorées avec du bleu de toluidine / fuchsine acide et 
montrant pour les espèces suivantes des secteurs avec et sans symptômes ainsi que 
différentes caractéristiques structurales: 

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

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

 Aiguilles de pin ponderosa (Pinus ponderosa) prélevées dans la région de Los 
Angeles, USA, et montrant des symptômes visibles et microscopiques typiques pour 
l’ozone. 

 Feuilles de hêtre (Fagus sylvatica) provenant d’une expérimentation allemande sur 
les effets de l’ozone (CASIROZ) et montrant des symptômes visibles et 
microscopiques typiques pour l’ozone. 

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

 
- Une documentation complémentaire sur les symptômes 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 symptômes 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 l’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 à une zone 
symptomatique et procéder de façon similaire. Identifier toutes les modifications structurales 
de la cellule au tissu et repérer la distribution des symptômes à l’échelle de la cellule, du tissu 
et de l’organe foliaire. Comparer les résultats obtenus avec la documentation sur les 
symptômes visibles et déduire les correspondances entre les symptômes microscopiques et 
les symptômes visibles. Documentation des observations : tracer un schéma des tissus en 
utilisant la clé de symboles du document de cours 3/29. Faire la synthèse des observations 
sous la forme d’un protocole d’observation. Annoter les micrographies fournies (identification 
des tissus et des changements structuraux). Compléter les illustrations à 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. 



 P. Vollenweider, AEF cours BGS                                                           3/9 

Résultats 
Les paragraphes ci-dessous détaillent les observations spécifiques recommandées pour 
chaque type de préparation.  
Les résultats attendus comprennent :  

- une documentation macro des symptômes visibles dans le feuillage des échantillons 
frais fournis  

- un schéma histologique des préparations observées  
- un protocole d’observations  
- une synthèse des critères 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 l’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 à Rhabdocline pseudotsugae 
Informations complémentaires sur les symptômes visibles: 

 

 
 

- 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. Établir une liste de critères diagnostiques. 
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Infestation de pucerons 
Informations complémentaires sur les symptômes visibles: 

 

 
 

- 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 l’activité 
des pucerons. Observer les réactions de défense notamment l’obstruction de l’espace inter-
cellulaire par des gels mucilagineux (composition : pectines, polysaccharides, restes 
cellulaires) suite à la libération des contenus vacuolaires épidermiques et à la rupture de la 
paroi cellulaire abaxiale interne. Observer la variabilité des symptômes dans la feuille. Établir 
une liste de critères diagnostiques. 
- Observer les détails structuraux suivants : 
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nervure : altération du complexe tube criblé-cellule compagne / réactions de défense dans 
les parenchymes / obstructions polysaccharidiques dans le xylème 
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 feeding aphids. (a)-(g) 
tracks, some with epidermal plugs, (h)-(j) stylets and their sheaths. (a) Salivary track resulting from intercellular stylet penetration of non-
vascular tissue (by species feeding in this or in vascular tissue) and showing heavy deposits of salivary secretion in 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) Intracellular epidermal track of beaded construction and intercellular compressed track in 
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). (e)-(g) 
Examples of intracellular tracks as produced in cortical tissues of stems and roots by, for example, 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), avoidance of sclerenchyma as shown may occur with intercellular or intracellular 
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, Gebrüder 
Bornträger, Berlin, Stuttgart. 
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Symptômes d’ozone chez le pin ponderosa 
Informations complémentaires sur les symptômes visibles: 

 

 
- 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 symptômes (mottle) à l’échelle de l’aiguille et du 
mésophylle. Noter l’absence de pathogènes ou de dégâts dans la nervure. Établir une liste de 
critères diagnostiques. 
- Observer les détails structuraux suivants : accumulation de matériel pariétal dans l’espace 
intercellulaire (essentiellement des pectines) / épaississement massif des parois cellulaires / 
déstructuration du protoplasme / accumulation de vésicules / dégradation des chloroplastes 
jusqu’à une quasi-disparition / condensation et déformation des noyaux. 
- Observations en microscopie électronique : voir plus loin.  
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Symptômes d’ozone chez le hêtre 
Informations complémentaires sur les symptômes visibles: 

 

 
- 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 symptômes d’ozone à l’échelle de la feuille et 
dans les parties ad- et abaxiale. Noter l’absence de pathogènes ou de dégâts dans les 
nervures. Observer la variabilité des symptômes microscopiques. En vous aidant de l’article 
fourni, repérer les réactions de type « sénescence accélérée » et « réponse hypersensible ». 
Établir une liste de critères diagnostiques. 
- Observer les détails structuraux suivants : gradients de symptômes entre les parties ad- et 
abaxiales / intensité variable des symptômes dans le parenchyme palissadique, îlots 
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 à du stress oxydant induit par l’ozone : 
comparaison de la structures des cellules symptomatiques et asymptomatiques dans le 
mésophylle des aiguilles de pin ponderosa et des feuilles de hêtre. 
 
Pin Ponderosa 

  
asymptomatique    symptomatique 
 
 
hêtre 

  
asymptomatique    symptomatique 
 
- 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. 


