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’;\ ‘ RESUME
& L’examen de pivots d’Hévéa partiellement colonisés par le Leptoporus lgnosus

révéle la présence de la laccase dans les seuls tissus infectés. I’activité peroxydasique
est importante dans les tissus sains; elle passe par un maximum soit au niveau du
front de progression du parasite, soit & quelques centimétres en avant de celui-ci.

L’étude chromatographique montre l’existence, dans les tissus parasités, de
deux laccases respectivement identiques 3 deux isoenzymes excrétées par le Cham-
pignon en culture pure. De ces mémes tissus parasités on peut extraire plusieurs pero-
xydases dont le comportement chromatographique est identique 2 celui des peroxy-
dases extraites des tissus sains. Il est donc trés vraisemblable que les laccases soient
exclusivement synthétisées par le L. lignosus; la biosynthése des peroxydases ne
serait assurée que par 1’Hévéa.

Tl en découle que la détection de la laccase peut constituer une technique pratique
et fiable pour détecter le L. lignosus ou d’autres agents des pourridiés de comportement
analogue dans les tissus racinaires de I’Hévéa et y suivre leur progression.

SUMMARY
This work shows that laccase can be found only within the contaminated tissues
of rubber-tree (Hevea brasiliensis) tap-roots partly infected by Leptoporus lignosus
(Fomes lignosus). Within the safe tissues, the important peroxidase activity reaches
a peak either right at the parasite progress line or some centimeters before it.

After a chromatographic study of contaminated tissue extract, two laccases are

Sfound, respectively similar to both isoenzymes produced by the fungus grown in vitro.

The several peroxidases extracted from those contaminated tissues or from the healthy

4 ones show similar chromatographic characteristics. Therefore, the laccases are very

- likely synthesized only by the L. lignosus and nothing but the rubber-tree would biosynthe-,
. ‘{ size the peroxidases. ﬂ @ A[jm‘ !ﬁg?@

The “laccase test” may then be convenient and reliable to disclose and follow the

progress of L. lignosus within the rubber-tree root tissues. @ o % T 5:3 ‘ﬁ‘@{ﬂm
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I. — INTRODUCTION

Parmi les Champignons parasites d’espéces arbustives, les pourridiés blancs et
particulirement le Leptoporus lignosus (K1.) Heim ex Pat. se signalent par I’impor-
tance des dégits qu’ils causent aux plantations d’Hévéas. Conduits par des néces-
sités de rentabilité & court terme, la plupart des travaux entrepris ont eu pour but
la mise au point de méthodes prophylactiques (MARTIN et DU PLESsIX, 1965,
NEwsAM, 1964; Fox, 1966; TAysuM, 1966; Fassi, 1968), laissant dans 1’ombre les
aspects biologiques du processus parasitaire. Le plus souvent les techniques de

lutte, tant chimiques que mécaniques, s’avérent imparfaites. En effet, si elles per- -

mettent de retarder la progression .de la maladie, elles sont en revanche incapables
d’éliminer les foyers d’infection. L’élaboration de méthodes de lutte plus efficaces
nécessite une connaissance approfondie de ’agent pathogéne et de la physiologie
du parasitisme. Aussi des études ont-elles été entreprises dans ce sens : morpho-
genése des éléments du thalle du champignon (Boisson, 1973), propagation du para-
site (PICHEL, 1956; PERIES ef al., 1973), inventaire des enzymes extracellulaires
(GEIGER, 1975).

Pour notre part, nous avens étudié la pénétration et la progression du
L. lignosus dans le systme racinaire de 1’Hévéa. Pour mener a bien cette étude,
il était indispensable de pouvoir localiser le- Champignon au moyen d’une technique
simple et d’exécution rapide. Si & cet égard la cytologie d’organes végétaux adultes
s’avére difficile et longue, en revanche une approche biochimique semble tout
indiquée. En effet, comme tous les pourridiés blancs (KIRK et KELMAN, 1965; KirRK
et al., 1968 a) le L. lignosus se signale par son aptitude 3 excréter une ou plusieurs
laccases, facilement identifiables, lui conférant la capacité de dépolymériser la lignine.
I1 semble donc possible de localiser le parasite au sein du bois par simple caractéri-
sation de la laccase. Cependant ’application de cette technique n’est légitime que
dans la mesure ol la présence de cette enzyme est strictement liée & celle du parasite.
Aussi avons-nous d’une part recherché la répartition de la laccase au sein de pivots
partiellement colonisés et, d’autre part, tenté, au moyen d’une analyse chromato-
graphique, de préciser son origine. ‘

Parallélement nous avons étudié les peroxydases, la régulation de leur synthése
étant souvent perturbée au moment de I’établissement des relations hote-parasite
(FARKAS €t STAHMANN, 1966; FEHRMANN et DIMOND, 1967; MAXWELL et BATEMAN,
1967; Smons et Ross, 1970; inter alia...).

II. — MATERIEL ET METHODES

1. Choix et préparation da matériel végétal

Le matériel végétal provient de la plantation expérimentale de 1’Institut de Recherches sur le
Caoutchouc en Afrique (JRCA) Anguededou (Cote-d’Ivoire) qui nous 1’a gracieusement fourni.
Afin de pouvoir réaliser une étude comparative des tissus sains et parasités, seuls les pivots partiel-
lement colonisés sont retenus. Différents critéres permettent de les choisir. Seuls les tissus sains
sont caractérisés par un écoulement de latex aprés incision de 1’écorce. Ces tissus sont de teinte
beige clair alors que les zones parasitées sont de couleur ocre. Le pivot est sectionné dans le sens
de la longueur, en deux parties égales. Chaque moitié est dégauchie afin d’obtenir une surface plane.
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2. Révélation des enzymes

a. Milieux réactionnels

La laccase (paradiphénoloxydase N° : 1. 10. 3. 2) est révélée par son activité sur le gaiacol’
en solution a 0,2 % dans un tampon phosphate 0,05 M, pH 6.

La peroxydase (N° : 1. 11. 1) est testée dans un milieu ayant la composition suivante : gajacol
40,2 % et eau oxygénée a 0,1 % dans un tampon phosphate 0,05 M pH 6. Dans les deux cas les
réactions sont effectuées dans un volume final égal 4 5 ml.

b. Révélation in situ

Suivant I’enzyme recherchée, I'un ou ’autre milieu réactionnel est répandu au brumisateur
sur la surface de coupe fraichement dégauchie d’un demi-pivot. Une coloration caractéristique,
rouge violacé, se développe alors au niveau des tissus possédant une laccase ou une peroxydase
(suivant la nature du milien réactionnel utilisé).

c. Recherche de Iactivité enzymatique d’échantillons de bois

A T’aide d’un emporte-piece de 18 mm de diamétre, on préléve des échantillons de tissus sur
toute la surface de coupe du pivot. Chaque rondelle, d’une épaisseur de 3 4 4 mm est séparée en
deux parties égales, 'une étant utilisée pour révéler la laccase, I’autre la peroxydase. A cet effet
I"échantillon est plongé dans 5 ml de milieu réactionnel constamment agité. L’activité enzymatique
est exprimée en DO X 1 000/min/échantillon.

L*impossibilité de répéter une mesure sur le méme échantillon, une certaine imprécision dans
le calibrage de 1’épaisseur des rondelles due a des différences notables des gualités mécaniques du
bois sain et parasité introduisent une incertitude dans les mesures dont il faut tenir compte. Aussi
n’attribuons-nous 4 ce test qu’une valeur semi-quantitative. Cette technique permet néanmoins
de déceler rapidement la présence ou I’absence d’une enzyme dans les tissus analysés.

d. Extraction des enzymes

Des copeaux de bois sont broyés par petites quantités (broyeur Gondard), afin d’obtenir une
sciure plus ou moins fine suivant la nature du tissu. Ce broyat est mis 4 macérer dans deux fois
son poids de tampon Tris-HCI 0,025 M pH 8,4 durant 12 heures a 4°C, puis est trituré dans un mor-
tier en présence de sable. L’extrait séparé des fragments de bois par filtration sur verre fritté est
centrifugé & froid durant 10 mn & 30 000 X g.

e. Chromatographie sur DEAE-cellulose

L’extrait est déposé au sommet d’une colonne de DEAE-cellulose (@ = 2cm, h = 12 cm)
préalablement équilibrée dans du tampon Tris-HCI 0,025 M pH 8,4, puis la colonne est lavée a
I’aide de 50 ml de cette méme solution. La totalité de 1’effluent est recueillie. Les protéines sont
éluées par un gradient de concentration linéaire en KCI : 2x250 ml [Tris-HCI 0,025 M. pH 8.4,
KCI 0,0 M] [Tris-HCI 0,025 M pH 8,4, KCI 0,3 M.] La vitesse d’étution est égale & 30 ml/h;
I’éluat est recueilli par fractions de 5 ml. Les fractions successives sont utilisées alternativement
pour la recherche de la laccase et pour celle de la peroxydase. Les réactions enzymatiques sont
effectuées dans des milieux identiques a ceux décrits plus haut. Les activités sont exprimées en
DO420 X 100/m1/m1n

I, — RESULTATS ET DISCUSSION

A. Observation d’un pivot partiellement parasité

L’examen de nombreux pivots parasités permet de dégager un aspect général
du processus de I’envahissement du bois par le L. lignosus. Ainsi on peut toujours
distinguer, de la base du collet & la partie profonde du pivot, deux zones caractéris-
tiques (fig. 1 A; 2 A, 3 A) : la premiére, de couleur claire, correspond aux tissus
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F1G. 1. — Aspect d’un pivot d’Hévéa partiellement colonisé.
A, avant coloration « laccase »; B, aprés coloration « laccase ».
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Fie. 2. — Répartition de la laccase et de la peroxydase.

A, lieu de prélévement des échantillons; B, répartition des deux enzymes. En abscisse on indique

le numéro de I’échantillon. La fléche indique la position du front de progression du parasite.
P tissus parasités; S tissus sains.

sains : il n’a jamais été possible d’isoler, sur milien malté, le parasite & partir de
fragments de ces tissus. La seconde, de teinte plus foncée, correspond aux tissus
envahis par le Champignon; en effet, celui-ci peut étre isolé dans toute cette partie
du pivot, méme dans les tissus trés anciennement colonisés. Elle adopte trés géné-
ralement, dans sa partie supérieure, la forme d*un « V » plus ou moins ouvert en
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direction du collet et dont la pointe se situe au niveau du cylindre central. Les bran-
ches du V sont le plus souvent d’importance égale; il convient cependant de noter
qu’au niveau des bréches racinaires la progression du parasite est entravée ce qui
peut entrainer une dissymétrie ( fig. 2 A). De récentes études sur le mode de progres-

Fig. 3. — Répartition de la laccase et de la peroxydase.

A, lieu de prélevement des échantillons; B, disposition et numérotation des échantillons prélevés
sur cing axes différents (résultats des analyses : fig. 4).

sion du L. lignosus nous ont permis d’établir que cette forme en V résulte de la faci-
lité relative du Champignon a se développer dans les tissus corticaux et superficiels
(résultats non publiés). On observe que Uintensité de la coloration ocre, maximale
au niveau du front, décroit progressivement -vers ’arriére du pivot. On constate
parallélement une perte graduelle de la cohérence tissulaire.

B. Répartition de la laccase et de la peroxydase

Dans un premier temps nous avons tenté de repérer, globalement, les tissus
contenant une laccase ou une peroxydase. Pour ce faire nous avons appliqué sur
toute la surface du pivot un réactif permettant la révélation de I’une ou l’autre
enzyme. Par cette technique nous avons pu mettre en évidence deux zones. L une,
en avant du front de progression du parasite, est caractérisée par une activité peroxy-
dasique intense, mais se trouve totalement dépourvue de laccase. La seconde zone,
correspondant & la partie du pivot colonisée par le L. lighosus, présente une activité
laccase qui, bien que notable partout, est particuliérement importante au voisinage
du front. En effet si ’on en juge par Uintensité de la coloration, résultant de "oxyda-
tion enzymatique du gaiacol, cette enzyme est spécialement abondante au niveau
des tissus les plus fraichement envabhis.

Cette méthode n’autorise qu’une appréciation qualitative des zones d’activité
enzymatique; aussi avons-nous eu recours & la technique dites « des rondelles »
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FiG. 4. — Répartition de la laccase et de la peroxydase
suivant les axes (@1), (@2), (as), (a.) et (as) représentés schématiquement sur la figure 3 B.

qui permet une approche semi-quantitative des phénoménes. Les échantillons sont
prélevés sur la surface de coupe du pivot suivant des lignes coupant 2 la fois les
tissus sains et infectés (fig. 2 A, 3 A et B).

1. Laccase

La laccase n’a jamais pu étre détectée dans les tissus sains, méme aprés une
longue incubation des échantillons. Dans tous les pivots étudiés la présence de cette
enzyme est strictement limitée & la zone de tissus colonisés par le champignon.
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Sa répartition au sein de ceux-ci n’est cependant pas uniforme. L’activité enzymatique
est toujours maximale au niveau du front de progression du parasite. Elle diminue
graduellement & mesure qu’augmente la distance entre le front et le lieu de prélévement
de I’échantillon. Trés généralement les tissus infectés situés a plus de 5-10 cm du
front ne présentent plus qu’une trés faible activité laccase, bien que le L. lignosus
puisse toujours en &tre isolé.

2. Peroxydase

L’activité de la peroxydase est élevée dans toute la partie saine du pivot. Des
variations sont cependant observées & proximité du front de progression. Le plus
souvent l’activité passe par un maximum a 2 ou 3 cm en avant des tissus parasités,
puis diminue brutalement aux abords immédiats de ceux-ci. Bien que le parasite
ne soit pas encore présent, il est vraisemblable que les substances excrétées par le
champignon perturbent 4 distance 1’équilibre métabolique et interviennent en
particulier sur la biosynthése de la peroxydase au niveau des tissus avoisinant le
front de progression. Ce type de répartition souffre certaines exceptions; parfois
la chute d’activité de la peroxydase ne s’observe pas. Ainsi dans la partie supérieure
des branches du « V » elle se maintient souvent & un niveau élevé (fig. 4, axes a,
et as, échantillons 0o 25 et 34). L’augmentation de Vactivité de la peroxydase au
niveau du front d’attaque ou en avant de celui-ci ne constitue pas un phénoméne
exceptionnel. Comme de nombreux chercheurs I’ont signalé, elle est la régle lorsque
les végétaux subissent une agression d’origine virale ou fongique (FARKAS et
STAHMANN, 1966; FEHRMANN et DIMOND, 1967; inter alia...).

C. Origine de la laccase et de la peroxydase des tissus parasités

Les résultats que nous venons de présenter permettent de supposer que la
laccase des tissus parasités est synthétisée par le L. lignosus et non par I’hote, alors
que la peroxydase est exclusivement produite par ce dernier. Nous avons tenté
de vérifier cette hypothése en comparant le comportement chromatographique
des deux types d’enzyme, selon leur origine. Dans ce but nous avons séparé, sur
colonne de DEAE-cellulose, les protéines de quatre extraits différents : tissus para-
sités (fig. 5 a) tissus sains (fig. 5 b), filtrat de culture du Champignon sur ‘sciure
d’Hévéa (GEIGER, 1975) (fig. 5 ¢) et mélange d’extrait de tissus sains et de filtrat
de culture (fig. 5d

1. Laccase

L’examen comparatif des diagrammes d’élution met en évidence certaines
différences caractéristiques. Ainsi, de méme que le filtrat de culture, mais contraire-
ment & P’extrait de tissus sains toujours dépourvus de laccase, la solution issue
de tissus parasités contient deux isoenzymes Li et L, respectivement et systéma-
tiquement éluées par du KC1 0,17 et 0,27 molaire. Bien que les proportions relatives
de ces deux enzymes puissent varier dans certaines limites d*une expérience a 1’autre,
I"activité récupérée au niveau du pic Ly est toujours trés supérieure & celle'du pic L,.

Ces résultats ont pu &tre confirmés par électrophorése sur gel d’amidon
(technique de SmuTHies, 1955). Cette méthode nous a également permis de vérifier
"homogénéité des deux pics en ce qui concerne 1’activité laccase (la révélation
des enzymes, aprés électrophorése, ne fait apparaltre qu’une seule « bande » pour
chacune des deux fractions).
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F16. 5. — Chromatographie sur DEAE-cellulose.

Diagramme d’élution des laccases (L; et L,) et des peroxydases (P; et P,) d’origine différente :

(@) extrait de tissus parasités; (b) extrait de tissus sains; (¢) filtrat de culture; (d) mélange :
extrait de tissus sains - filtrat de culture.

En abscisse : numéro des fractions. Le nombre inscrit sous la fléche indique la molarité
d’élution (en KCI) de ’enzyme considéré.
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Ces observations sont A rapprocher de celles effectuées par MosBacH (1963)
et KRk et al. (1968 a et b) sur les laccases de Polyporus versicolor. Ce parasite,
appartenant lui aussi au groupe des pourridiés blancs, excréte deux laccases, I'une
faiblement, ’autre fortement retenue sur DEAE-cellulose. Encore s’agirait-il plutdt,
d’aprés MAYAUDON et SARKAR (1975) de deux groupes d’enzymes. Ces chercheurs
isolent en effet, par filtration sur gel de Séphadex G 100, trois fractions qui, chacune,
se subdivise, par chromatographie sur DEAE-cellulose, en quatre sous-fractions
a, b, c et d. Les sous-fractions (a) sont faiblement adsorbées sur 1’échangeur anionique
tandis que les autres le sont bien plus fortement. Considérant les fractions isolées
sur G 100, MAYAUDON et SARKAR estiment que la laccase IT de poids moléculaire
intermédiaire, pourrait dériver de la laccase 1 sous I’effet d’une protéolyse partielle.

Dans 1’état actuel de nos expériences sur les laccases de L. lignosus, trois hypo-
théses peuvent étre également envisagées : les deux enzymes seraient codées par
deux génes différents ou bien 1’une dériverait de I’autre soit par suite d*un réarran-
gement éventuel de différentes sous-unités, soit par suite d’une protéolyse ménagée;
Pextrait de tissus parasités, notamment, présente une activité protéolytique modeste
mais non négligeable (environ 0,1 DO/ml/h a pH 8,5; test par la méthode &
I’Azocoll). .

Pour chacune des deux laccases définies (L1 ou L.) et ce quelle que soit leur
origine (extrait de bois infecté ou filtrat de culture de champignon), les comportements
d’élution sur DEAE-cellulose ou de migration en électrophorése sont les mémes.
L’absence d’activité laccase dans les tissus sains et cette identité de comportement,
nous permettra de penser que ces deux enzymes sont exclusivement synthétisés
par le parasite.

2. Peroxydase

Les tissus sains contiennent plusieurs isoperoxydases séparables en trois fractions
(fig. 5 b) : une fraction Pgg non retenue sur la colonne que ’on recueille dans
P’effiuent (d’ol son nom), une enzyme P; éluée 4 0,02 M en KCl et une peroxydase P»
éluée par du KCl 0,12 molaire.

L’extrait de tissus de bois parasité (fig. 5 a) contient la fraction Pgg ainsi que
I'enzyme P, mais est dépourva de l'enzyme P;.

Les peroxydases P, des tissus sains et parasités sont homogénes et se comportent
de fagon identique lorsqu’elles sont soumises & une migration électrophorétique.
I faut noter que les trois peroxydases (Pgse, P1 et P2) ne sont pas les seules enzymes
de ce type présentes dans les extraits de tissus. Ceux-ci comportent d’autres iso-
enzymes qui ne sont décelables sur 1’électrophorégramme qu’aprés une révélation
de trés longue durée (12 & 24 heures). Leur activité ne représente qu’une trés faible
fraction de I’activité peroxydasique totale des extraits. C’est pourquoi ces peroxy-
dases ne peuvent étre caractérisées aprés chromatographie sur DEAE-cellulose.

L’analyse des filtrats de culture ( fig. 5 ¢) révéle qu’aucune de ces trois peroxy-
dases n’est excrétée, in vitro, par le L. lignosus. Il convient de rappeler que ’activité
« pseudo-peroxydasique » enregistrée au niveau des pics Ly et L, (fig. 5 ¢ et d)
résulte de ’action des laccases sur le substrat « peroxydase » (GEIGER, 1975). Ces
deux pics n’apparalssent pas lors de ’analyse de I’extrait de tissus parasités en
raison de la différence d’échelle utilisée pour représenter les deux types d’enzyme,
Pactivité globale des peroxydases étant généralement, dans ces extraits, 10 & 30 fois
supérieure & celle des laccases.
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Enfin, une évaluation quantitative de ’activité peroxydasique mesurée dans
les différentes fractions (tableau I) révéle I’intervention, au niveau des tissus para-
sités, d>un mécanisme de régulation ayant pour effet de privilégier la biosynthése de
la peroxydase P, aux dépens de celle des autres isoenzymes (résultats non publiés).

TABLEAU 1

Pourcentage d’activité laccasique et peroxydasique récupérée dans les différentes fractions,
aprés chromatographie,
par rapport a lactivité totale de Iextrait brut déposé sur la colonne (fig. 5)

. Peroxydase Laccases
Olrigine de
“extrait ] ‘
P P Py L L,

T. parasités _
(Fig. 5 (2)) 1 66 53 7
T. sains .
(Fig. 5 (b)) 67 1,6 7,6 0 0
Filtrat .
(Fig. 5 () 0 0 0 73 6
Filtrat + T. sains
(Fig. 5 (4)) 52 0.7 5,2 43 12

L’ensemble des informations résultant de 1’analyse par chromatographie
sur colonne permet de supposer que les laccases des tissus parasités sont synthé-
tisées par le champignon, tandis que les peroxydases le sont uniquement par ’héte.
A cet égard D’expérience de fractionnement des enzymes d’un mélange d’extrait
de tissus sains et de filtrat de culture (fig. 5 d) parait démonstratif, le diagramme
d’élution obtenu étant identique A celui résultant de la séparation des protéines
de DI’extrait de tissus parasités (& ’exception du pic Py).

Cependant, pour vraisemblables qu’elles soient, ces conclusions ne sauraient,
pour deux raisons principales, présenter un caractére de certitude absolu. D’une
part, seule la comparaison de leur structure primaire permet d’affirmer sans équi-
voque que deux protéines sont identiques ou non. D’autre part rien ne permet
d’exclure, @ priori, que le génome de I’Hévéa comporte deux génes codant deux
laccases identiques 2 celles qui sont excrétées par le L. lignosus, la synthése de ces
enzymes n’étant induite qu’au moment de ’infection.

IV. — CONCLUSION

Cette étude nous a permis de préciser la répartition et I’origine des laccases
et des peroxydases décelables dans les tissus racinaires de 1’Hévéa envahis par le
L. lignosus. Elle montre que la présence des laccases est strictement liée a celle du
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parasite, les tissus sains en sont totalement dépourvus et que les deux isoenzymes
extractibles des tissus parasités présentent un comportement chromatographique
et électrophorétique identique a celui des deux laccases excrétées, in vitro, par le
Champignon. Aussi peut-on estimer que ces deux enzymes, présentes dans les
organes infectés, sont synthétisées par ’agent pathogéne, alors que les peroxydases

le sont exclusivement par 1’héte.

Il apparait donc que la mise en évidence de la laccase permet de préciser la
situation occupée par le L. lignosus dans les tissus racinaires. La simplicité de la
méthode, a laquelle nous avons donné le nom de « test laccase », et la rapidité de
son exécution lui conférent un avantage certain sur les méthodes de cytologie.
En principe elle ne permet pas de détecter spécifiquement le L. lignosus (elle ne
dispense pas d’une identification du parasite par les techniques classiques de myco-
logie), mais plus généralement, I’ensemble des agents de pourritures blanches qui
tous présentent la caractéristique d’excréter une ou plusieurs laccases.
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