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Resumé: Rigidoporus lignosus, champignon basidiomycéte agent du pourridié blanc, dispose
d’enzymes impliquées dans la pourriture des racines d 'Hevea brasiliensis. Les dégdts causés
aux tissus de la plante se traduisent par une altération des parois des cellules. Une étude
cytochimique a été menée récemment dans le but de compléter nos connaissances des
mécanismes de ces maladies. L’utilisation de sondes moléculaires permet ainsi de mieux
appréhender le role des enzymes fongiques dans la dégradation du bois et celui de la paroi
Sfongique dans Uinteraction arbre-champignon. Une exoglucanase conjuguée a 1’or colloidal
permet la localisation des liaisons (3-1-4-D glucanes des extrémités non réductrices de la
cellulose. Son application aux coupes ultrafines de racines d’Hévéa infectés a montré que la
cellulose est dégradée des la pénétration des hyphes dans la plante, quelle que soit la nature
des tissus colonisés par le champignon. Ces résultats suggerent que les cellulases de R.
lignosus jouent un role essentiel dans U'initiation de U’infection, elles interviendraient en outre
au début de la dégradation des parois cellulaires lignifiées. Les laccases, polyphénols
oxydases sécrétées par le parasite, sont impliquées dans la dégradation de la lignine. Le
marquage immunocytochimique de ces enzymes dans le bois infecté a révélé que les laccases
de R. lignosus ne se localisent ni dans le bois apparemment sain, ni dans les parois trés
dégradées. En revancne, elles pénétrent toutes les parois cellulaires de méme que la lamelle
moyenne en cours de pourrissement. Ceci suggere que la contribution de ces glycoprotéines
a la dégradation de la lignine est limitée dans le temps mais non dans l’espace. Une lectine
de blé (WGA) reconnait spécifiquement la glucosamine, monomére constitutif de la chitine des
parois fongiques. Le traitement de coupes par cette lectine, suivi de 1’ovomucoide-or, a
montré que la chitine fongique est modifiée lorsque les hyphes pénétrent les parois des cellules
hotes et ce, vraisemblablement pour faciliter la sécrétion des enzymes de dégradation. Une
altération de la chitine a également été observée durant la colonisation des racines. Cette
altération se traduit, dans les cellules hotes, par la libération d’oligosaccharides de chitine,
éliciteurs potentiels de certaines réactions de défense de ’arbre a l’agression parasitaire.

Abstract: Rigidosporus lignosus, a basidiomycete fungus that causes white root rot, has
enzymes that contribute to root rot in Hevea brasiliensis. Damage done to plant tissue leads
to the deterioration of the cell walls. A cytochemical study was recently carried out to
generate information on the mechanisms of this disease. Molecular probes can be used to
better understand the role of fungal enzymes in the deterioration of wood and the fungal wall
during tree-fungus interaction. Exoglucanase together with colloidal gold can be used to
locate the (3-1-4-D glucan bonds in the unaffected ends of the fiber. Applying it to ultrathin
cuttings of the infected rubber plant root shows that the cellulose is decomposed as soon as
the hyphae penetrates the plant, regardless of the nature of the tissue colonized by the fungus.
These results suggest that the cellulase of R. lignosis plays an essential role in initiating
infection. Furthermore, it also has an effect at the beginning of the degradation of the
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lignified cell walls. The laccase, polyphenol oxydase secreted by the parasites are involved
in the lignin degradation. Immunocytochemical marking of this infected wood shows that the
laccase of R. lignosus does not settle in apparently healthy wood, nor in excessively damaged
walls. On the other hand, it penetrates all cell walls and the middle lamella during rot
development. This suggests that the contribution of glycoproteins to the degradation of the
lignin is limited in time, but not in space. A wheat lectin (WGA) specifically recognizes the
glucosamine, the monomer that builds up in the chitin of the fungal walls. Cutting this lectin
and the ovomucoid gold has shown that fungal chitin is modified when the hyphae penetrates
the walls of the host cells, and that it very probably occurs to facilitate the secretion of the
degradation enzymes. Chitin degradation was also observed during root colonization. In the
host cells, this leads to the release of chitin oligosaccharides that potentially elicit certain
defense reactions in trees subjected to heavy parasite attack.

Rigidoporus lignosus, champignon basidiomycéte agent du pourridié blanc, est responsable de
la pourriture blanche des racines d’Hevea brasiliensis (Nandris et al. 1987), euphorbiacée
cultivée pour sa production de latex. Les recherches antérieures sur les interactions hotes-
parasites (IHP), conduites tant au plan biochimique qu’a I’échelle cellulaire, ont mis en
exergue certains mécanismes de I’agression des racines, de méme que plusieurs réponses des
arbres a I’infection.

Les hyphes mycéliennes pénétrent par les ouvertures naturelles de la racine, les blessures ou
aprés digestion des parois cellulaires de 1’assise peridermique (Nicole et al. 1986¢, Nicole et
al. 1987). La progression des hyphes dans les tissus racinaires se traduit par la dégradation
des différents constituants des parois tels la subérine, la cellulose et la lignine (Nicole and
Benhamou 1991a, Nicole er al. 1982, Nicole e al. 1987). L’altération de ces polymeéres
résulte de I’activité d’enzymes fongiques extracellulaires (glycosidases et certaines oxydases)
dont le role dans le processus de pourrissement est déterminant (Geiger et al. 1986a, Geiger
et al. 1986b, Geiger et al. 1986d). L’aboutissement de la maladie conduit & ’arrét de la
production de latex (Nicole et al. 1982, Nicole et al. 1986b), économiquement préjudiciable
aux plantations villageoises et industrielles.

Parmi les réactions de défense du systéme racinaire a ’infection, les barriéres élaborées au
niveau histologique (hyperplasie, néogénése tissulaire, stimulation des cambiums...) et a
I’échelle de la cellule (hypertrophie, épaississements pariétaux, subérification et lignification
des parois, dépdts de callose...), de méme que la stimulation d’une activité peroxydasique et
la mise en place d’une lignine de défense constituent les réponses les plus significatives
(Geiger et al. 1989, Nicole et al. 1986a, Nicole et al. 1992).

L’apparition récente des techniques de marquages 4 I’or colloidal a ouvert de nouvelles
perspectives dans 1’étude, in planta, des IHP (Bendayan 1984, Benhamou 1989, Herman 1988,
McFadden 1991) autorisant la localisation spécifique d’une, ou plusieurs, molécules a I’échelle
de la cellule. Ces sondes moléculaires, appliquées au couple Hévéa-R. lignosus, ont permis
une meilleure compréhension des mécanismes de la biodégradation du bois (Nicole and
Benhamou 1991a, Nicole et al. 1992), du comportement de la paroi fongique durant I’infection
(Nicole and Benhamou 1991b) et du rdle potentiel de certaines molécules dans la mise en
place des réactions de 1'arbre (Nicole and Benhamou 1991b). Cet article constitue une
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synthése des données acquises au cours de I'étude cytochimique des pourridiés de I’'Hévéa.
Il concerne particuliérement (i) la dégradation de la cellulose (ii) la localisation de la chitine
de la paroi de R. lignosus durant la colonisation du systéme racinaire et (iii)
I’immunolocalisation d’une laccase fongique impliquée dans la biodégradation du bois.

MATERIEL ET METHODES

o Infections artificielles des jeunes plants d’Hévéa: Des plants d’Hévéa agés de six mois
environ ont été infectés par une souche de R. lignosus selon la méthode décrite par Nandris
et al. (1983).

® Purification de la laccase fongique: La laccase L1 de R. lignosus a été produite in vitro et
purifiée selon le protocole décrit par Geiger et al. (1986¢). La pureté de ’enzyme a été
vérifiée en électrophorése sur gel d’acrylamide (Geiger er al. 1986¢).

o Observations ultrastructurales:  Des fragments de racines saines ou infectées
artificiellement, prélevées a4 des temps variables, ont été préparés pour I’observation en
microscopie €lectronique 4 transmission (MET) selon le protocole rapporté par Nicole er al.
(1987). Les coupes ultrafines, contrastées a 1’acétate d’uranyle et au citrate de plomb, ont été
observées au microscope Jeol 1200X (Département de Phytologie, Université de Laval). Des
blocs de bois stériles, ensemencés par R. lignosus (Geiger et al. 1986d) afin de localiser la
production des laccases, ont ét€ préparés comme précédemment décrit pour I’observation en
MET.

e Techniques cytochimiques

a. Mise en évidence de la cellulose des parois des cellules hotes: Une exoglucanase conjuguée
i P’or colloidal se fixe spécifiquement sur les liaisons 8-(1,4)-D glucanes des extrémités non
réductrices de la cellulose (Berg 1988, Nicole and Benhamou 1991b). Cette sonde permet la
localisation de ce polymére dans les racines d’Hévéa sains ou infectés.

b. Immunolocalisation d'une laccase de R. lignosus: Des anticorps polyclonaux, réalisés
contre la laccase L1 purifi€ de R. lignosus, ont ét¢ utilisés pour la mise en évidence des sites
antigéniques de cette glyco-protéine dans le bois de bouleau infecté. Les conditions de
marquage, fondées sur ['utilisation d’anticorps primaires partiellement purifiés et d’un
anticorps secondaire conjugué a I’or colloidal, permettent ainsi de localiser I’enzyme au cours
de la biodégradation de cellules végétales lignifiées (Nicole ef al. 1992).

¢. Mise en évidence de la chitine des parois de R. lignosus: Une lectine de blé (WGA)
reconnait spécifiquement les liaisons 3-(1,4) glucosamine, monomére constitutif de la chitine.
Le traitement de coupes par cette lectine, suivi de I’ovomucoide-or, permet la visualisation
de la chitine des parois fongiques selon une technique décrit par Nicole et Benhamou (1991b).

d. Controles de la spécificité des sondes moléculaires: Afin de vérifier la spécificité des

sondes utilisées dans le cadre de cette étude, plusieurs contrdles ont ét€ mis en oeuvre parmi
lesquels (Benhamou 1989, Berge 1988, Herman 1988): une pré-incubation des sondes avec
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leur substrats respectifs avant leur utilisation dans le processus de marquage, le remplacement
des sondes par une sonde différente ne présentant pas d’affinité pour la molécule recherchée,
’incubation des coupes dans I’or colloidal seul.

RESULTATS ET DISCUSSION

L’approche cytochimique de la dégradation de la cellulose a révélé que ce polymeére est
dégradée dans les tissus racinaires de I'Hévéa dés les premiers stades de la pénétration des
hyphes dans la plante. Les parois des cellules de I’assise péridermique présentent des figures
d’érosion particuliérement marquées aux sites de pénétration des hyphes. Dans le jeune liége,
les parois se composent de deux couches distinctes, I’une subérifiée et I’autre cellulosique.
Soumise a I’action du parasite, cette derniére montre sans ambiguité une altération profonde
associée a une modification ultrastructurale de sa texture. De telles perturbations pariétales
interviennent également dans le phloéme, bien que la présence des hyphes y ait rarement été
observée (Nicole er al. 1982, Nicole er al. 1986b).

Les résultats les plus caractéristiques, résultant de 1’étude cytochimique de la dégradation de
la cellulose, ont été acquis aprés examen des tissus lignifiés endommagés. Le marquage a
I’or révéle I'existence de zones totalement dépourvues de particules d’or expliquant (i) une
dégradation partielle de la cellulose (destruction des extrémités non réductrices) ou (ii) une
digestion compléte de la cellulose laissant de ce fait apparaitre d’autres composés pariétaux
tels les hémicelluloses et/ou la lignine. Aprés analyse, il apparait que la cellulose serait le
premier polymére du bois 4 étre dégradé par R. lignosus, facilitant ainsi 1’accés 4 la lignine
aux enzymes impliquées dans sa dégradation (i.e. laccases et Mn-peroxydase dépendante)
(Geiger et al. 1986a, Geiger et al. 1986d). Les cellulases de R. lignosus (Geiger et al. 1986b,
Geiger et al. 1986d, Nicole and Benhamou 1991a), trés actives durant ’infection du systéme
racinaire de I'Hévéa, se réveleraient donc étre des enzymes essentielles a colonisation des
tissus et la dégradation des parois ligno-cellulosiques.

Parmi les enzymes impliquées dans la dégradation du bois, les laccases jouent un role
important dans les modifications de la lignine, comme rapporté par Geiger et al. (1986a) dans
le cas d’une laccase de R. lignosus. Les techniques d’immuno-localisation, appliquées au bois
infecté, ont précisé la distribution de cette enzyme durant les mécanismes de pourrissement
(Nicole et al. 1992). 1l apparait ainsi que la laccase, cytoplasmique d’abord, est ensuite
localisée dans ’espace périplasmique du champignon et dans sa paroi, avant d’étre excrétée
dans les cellules hotes.

L’enzyme est localisée soit au contact, soit 4 une certaine distance du champignon. Elle
semble cependant incapable de diffuser dans le bois apparemment sain, probablement en raison
d’un environnement stérique défavorable a son transport, ou de I’inaccessibilité chimique de
son substrat. Dans des parois en cours de dégradation, ’enzyme est distribuée dans tous les
types pari€taux, indépendamment de leur constitution. En revanche, les parois montrant un
stade avancé de pourrissement contiennent peu ou pas d’enzyme, suggérant 1’absence, ou le
masquage, de son substrat.
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Enfin, il est fréquent de constater la localisation de molécules de laccase sur les microfibrilles
des matrices fongiques extracellulaires. Cette observation souléve de fait la question du
transport des enzymes extracellulaires du parasite vers leur substrat spécifique durant
I’altération des composés parétaux de la plante.

Les modifications ultrastructurales du champignon au cours de la pathogénése se traduisent
non seulement par une désorganisation plus ou moins apparente du cytoplasme de certains
hyphes mais aussi, et surtout, par une dégradation de leurs parois. Afin de mieux apprécier
les perturbations que subit cette paroi durant la colonisation des tissus racinaires, une lectine
de blé a été utilisée pour localiser spécifiquement la glucosamine acétylée, monomére
constitutif de la chitine des parois des champignons.

Quelle que soit la nature des tissus infectés (cellulosique, subérfiée ou lignifiée), la pénétration
des parois des cellules hotes par les hyphes mycéliens induit une modification de la chitine
fongique dans les portions de filaments localisées dans la paroi hdte. La chitine est soit
dégradée soit modifiée, ou masquée, de telle maniére a &tre inaccessible 4 la lectine. De tels
changements dans la conformation de la paroi du champignon ne sont vraisemblablement pas
étrangers a sa localisation intrapariétale ol le parasite sécréte un grand nombre d’enzymes
responsables de la dégradation des polyméres végétaux.

Dans cette optique, R. lignosus disposerait d’un, ou plusieurs, mécanisme(s) lui permettant
de moduler ’organisation de sa paroi en fonction de son environnement soit en modifiant la
constitution de la chitine pariétale, soit en modifiant les proportions des composantes de sa
paroi (chitine et glucanes). Par ailleurs, I’examen minutieux des coupes ultra-fines a révélé,
dans le cytoplasme des cellules hétes, de nombreuses particules d’or au voisinage des hyphes
endommagés.

Ce marquage suggére fortement la présence d’oligoméres de chitine dont origine est
probablement attribuable a I’action hydrolytique d’endochitinases de I’Hévéa (Nicole and
Benhamou 1991b, Nicole ef al. 1992). Ces oligosaccharides, connus pour leur pouvoir
éliciteur de certaines réactions de défense des plantes, induisent dans le systéme racinaire de
I'Hévéa, des mécanismes de lignification réactionnelle ainsi que la stimulation du cambium
subéro-phellodermique et des dépdts de callose le long des parois du phloéme (Nicole er al.
1991).

La démarche expérimentale rapportée dans cette article est fondée sur I’étude cytochimique
ultrastructurale des pourritures racinaires de 1’Hévéa causée par R. lignosus. Elle vérifie les
hypothéses précédantes concernant la biodégradation des polymeres des ligneux (Geiger et al.
1986a, Geiger et al. 1986b, Geiger et al. 1986d, Nicole er al. 1982, Nicole ef al. 1986¢,
Nicole er al. 1987, Nicole et al. 1986b, Nicole et al. 1982) et précise, en outre, certains
mécanismes de la pathogénése de ces maladies (Geiger er al. 1989, Nicole er al. 1986a,
Nicole ez al. 1992, Nicole et al. 1991).

La cellulose est dégradée dés les premi€res étapes de la colonisation des tissus racinaires;
dans le xyléme, I’altération de ce polymére créé des voies d’accés d la lignine pour les
oxydases du champignon. Parmi elles, la laccase s’avére présente au cours de 1a dégradation
du bois, a ’exception des étapes initiale et ultime. Enfin, la paroi de R. lignosus subit deux
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contraintes, 1’une liée a ’excrétion active des enzymes impliquées dans le pourrissement des
racines, I’autre liée a I’action des chitinases de I’arbre. Dans les deux cas, la chitine pariétale
du parasite apparait considérablement modifiée.
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