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Contexte

e Les sols rendent de nombreux services écosystemiques, mais ils
subissent de nombreuses menaces

e Les micro-organismes sont des acteurs clés du fonctionnement des
sols sensibles a ces pressions

» Les activités enzymatiques globales des sols, majoritairement
d’origine micro-biologique, sont utilisées pour evaluer les
perturbations du fonctionnement des sols

» Les résultats obtenus sont souvent contradictoires, notamment au
regard de I'effet de contaminations chimiques
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Objectifs et stratégie

e Connaitre la relation entre exposition aux contaminants,
Secrétion protéique et activité enzymatique

e Développer un outil d’indication de I’écotoxicité des sols

e Deux familles d’enzymes : hydrolases et oxydases

Deux niveaux d’étude : activités et protéines

Des modeles biologiques fongiques

Une approche préliminaire en cultures pures liquides

» Evolution vers la prise en compte de la complexité des sols
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Etudes en cultures pures liquides

<4mmm Contaminant

Milieu J Mesure des activités
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Criblage des activités enzymatigues exocellulaires
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-les 12 souches sécreétent les hydrolases testées (sauf M. Alpina)
- 50% des champignons disposent d’un systéme oxydatif partiel

ALIMENTATION
AGRICULTURE
ENVIRONNEMENT

< X § S
) N
E N




Stimulation

Inhibition

Impact des métaux sur 'expression enzymatique
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- Variabilité de la réponse des hydrolases
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BASIDIOMYCETES
m T. versicolor

A I lacteus

m T. cucumeris

A S. regosum

ASCOMYCETES

m F. solani

A F. oxysporum

m P. brevicompactum
A T. atroviride

4 V. albo-atrum
ZYGOMYCETES

m M. hemialis
A M. racemosus

closed symbol: significant
difference (p<0.05 ; n=3)

(Lebrun et al.,
en préparation)

- Stimulation des activités oxydases quelle que soit la souche
- Chez certaines souches, les oxydases sont spécifiquement produites
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Impact des contaminants organiques sur l'activiteé
laccase de T. versicolor
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Des réponses a des contaminants organiques de structures chimiques variées
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Sensibilité et sélectivité des reponses enzymatiques
de T. versicolor
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Culture of T. versicolor in Aba5 o and Aba2.5 m ; values + SEM (n=9 ; *p<0.05)

(Lebrun et al., soumis a BioMetals)

- Stimulation de la laccase et de la Mn-peroxydase dés 1 uM
- Production spécifique de la lignine-peroxydase dés 1 uM
- Intensité de la réponse augmentée quand le Cu est plus biodisponible (spéciation)
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Analyse comparative par électrophorese des
secretomes de T. versicolor exposé aux metaux
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' N e sLaccases purifiées (Lac) a 60 kDa
50 . ! ‘ (Lebrun et al., soumis)
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Les expositions aux métaux
 modifient les profils électrophoretiques
« diminuent la diversité des protéines sécrétées (disparition de bandes [ |)
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Approches par proteomique
Gel 2D

Milieu '; mm) Analyse d’'image > quantification

- http://lwww.uniprot.org/
- http://www.ncbi.nih.gov

1 I \ Analyse des donnees > identification

Filtration
Dialyse
Ultrafiltration
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Sécretome de T. versicolor en cultures liquides

PG IEF p(;g)ntrc“)le L0 Cu 20 ppm Xylidine 0,3 mM

SDS PAG

50

L’exposition de T. versicolor a des contaminants chimiques métalliques ou organiques
modifie de fagcon sélective les profils électrophorétiques
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Induction des laccases de T. versicolor

e type A (1) : constitutive et inductible par xylidine, gene AF 414109
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Conclusions

e L’'exposition de champignons (du sol) a des contaminants
chimiques (biodisponibles) conduit a la sécrétion sélective et
sensible d’enzymes exocellulaires

e Les réponses des oxydases (laccases) sont plus facilement
interprétables que celles des oxydases, classiquement utilisées

e L’identification de quelques protéines candidates pour constituer
un indicateur d’écotoxicité, de fonctionnement, reste a faire

e La question de I’'abondance de ces protéines dans le sol est posée
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Perspectives

En culture liquide Dans les sols

7p]

g e Bases physiologiques de la sécrétion e Variabilité spatio-temporelle
8 o - Fenétres d’expression e Effet des pratiques agricoles, usages
S ® - Induction par les métaux des sols, contaminants chimiques
5 g - Induction par les contaminants organiques
< N e Régulation des enzymes Programmes Bioindicateurs ADEME

O

e Extraction/quantification
- Protéines endogenes
- Protéines introduites
e Protéomique sur sols

e Protéomique ciblée sur le sécretome
de T. versicolor : hydrolases / oxydases
e Protéomique sur organisme entier

Protéines

» Les activités enzymatiques sont-elles des biomarqueurs de I’écotoxicité des sols ?
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