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INTRODUCTION

Les activités anthropiques conduisent a une contamination de I'environnement par des composés chimiques potentiellement toxiques, susceptibles de
perturber le fonctionnement des sols cultives. L'évaluation du risqgue écotoxigue associe a ces contaminations necessite le développement d’outils sensibles et
sélectifs pour évaluer d’éventuels effets néfastes. Dans ce contexte, les champignons filamenteux présentent de nombreux atouts dans la mesure ou ils
produisent des systemes enzymatiques variés dont I'activité et la production peuvent étre affectées a la suite de leur exposition a des contaminants chimiques.
Les profils d’expression enzymatiques pourraient étre utilisées comme des biomarqueurs d’écotoxicité pertinents.

OBJECTIFS

Notre objectif est d'étudier les profils de sécretion des proteines exocellulaires par le champignon filamenteux Trametes versicolor exposé a un
contaminant organique, la 2,5-diméthylaniline (xylidine) et a un contaminant métallique, le cuivre (Cu), dans des cultures liquides.
L’approche protéomique est privilegiée, en complément d’approches transcriptomigues ou fonctionnelles de¢ja realisées (Mougin et al., 2002; Lebrun et al.,

CULTURES

e Le basidiomycete T. versicolor ATCC
32745 est cultivé selon Lebrun et al. (2010,
2011). Apres 3 jours d’équilibration a 28°C,
3 conditions sont testees en parallele :

- témoin non traite,
\ ‘ - essai traité avec la xylidine a 0,3 mM,

| - essail traité avec le cuivre a 20 ppm.

e Apres 7 jours d’exposition, le milieu de cultures est récupéré, centrifugé a
4000 g pendant 10 min. Les proteines sont concentrées pour disposer de
100 ug par gel 2D, puis filtrées a 0,2 ym, et un cocktail d’antiprotéases est
ajoute a la solution.
e La premiere dimension électrophorétique est obtenue par isofocalisation
(IEF) sur des strips de 18 cm (IPG strips) dans une gamme de pH allant de
3 et 10 unités; la seconde dimension est réalisée sur gel (Imm, 19 cm,
24cm) SDS-PAGE a 12% de polyacrylamide.

ANALYSE PROTEOMIQUE

RESULTATS
1-GELS 2D 3 - ANALYSE COMPARATIVE

I =
Cu Xyl A0 11110

Cu/
X/7

& AchainA active laccase

;g NI
NI
150 - 33n
...;:r..l.,, 14 Achain A, active laccase
- 34 Laccase
. acH | }g Laccase 1
© Achain A active la
9 .' 13 m( al active laccase
E 21 Predicted proten
o . ‘I { 5(; NI
I
r 3l
| 40 N
P 25 N
L 18
a ! 3; Putative uncharact erized pr ot ein
NI
- 4 . y . , , N 419N
e Les gels traduisent I'evolution de I'expression des protéines en réeponse a 33 At
I'exposition de T. versicolor au Cu ou a la xylidine. Cette évolution est surtout 36 Hitone us
margquée dans la zone acide du gel, ou sont localisées les laccases. T ‘ 2 "
NI
11m
24
2 — IDENTIFICATION DES PROTEINES 23
26 i
n® Nom de la protéine Numéro d'accés” | Peptide” | pless ' | PMexp Fonction possible 17 ni
1 laccase 2 Q12718 - 65 | 60 b 15 n
2 laccase 2 Q12718 7 6,5 60 | Oxydoréduction et dégradation de la lignine 24
3 laccase 2 Q12718 15 6,5 60 1C NI
4 | Achain A, active laccase 21730578 14 6,2 26 | Oxydoréduction et complexion avec les métaux I8 "
5 NI 73 | 17 16
6 laccase 2 Q12718 11 | 65| 60 Laccase 2
7 laccase 2 Q12718 12 6,5 | 60 |Oxydoréduction et dégradation de la lignine 42 Laccase2
8 laccase 2 Q12718 13 6,5 60 3g Laccase 2
9 NI 73 | 17,8 45 Laccase 2
10 NI 72 | a8 1 l Laccase2
11 NI 78 | 17,3 2 Laccase2
12 laccase 1 Q99044 13 3,2 60 | Oxydoréduction et dégradation de la lignine 3 Laccase
13 _ NI 54 | 83 _ | : 7 -
14 | Achain A, active laccase 21730578 10 5,7 26 | Oxydoréduction et complexion avec les métaux 8 accase
15 NI 5,8 32 Laccase 2
16 laccase 2 Q12718 7 6,5 60 | Oxydoréduction et dégradation de la lignine 6 Laccase 2
17 NI 7,3 33 4] Laccase 2
18 NI y s ) 49 4€ Laccase 2
19 NI 7,2 23,5 : . i i . .
gg Predictehclliprotein AB6R705 g:g g Constituants structurels des pores nucléaires ® L analyse Comparatlve deS donnees revele 3 groupes de prOtelneS
2 N o | 37 - le groupe | caractérisé par des spots protéiques augmentés en
4 69 | 253 , -
% EE os | = présence de xylidine,
27 N 63 | 343 - le groupe lla comprend les spots réprimés en presence de I'un ou
34 laccase 1 Q99044 12 9,6 60 | Oxydoréduction et dégradation de la lignine ,
35 | Achain A, active laccase 21730578 15 54 | 26 | Oxydoréduction et complexion avec les métaux aUtre deS eﬁ:eCteu I'S,
36 Histone H4 QSHDFS 4 5 17,5 | Régulation et réparation de I'ADN , ,
z |Cathn mdemiatnd|  pgpeyy 7t | 2sia ROk ghysidaes, comglenon decaton - le groupe IIb comprend les spots augmentes en presence de Cu.
zg laoc:;e 2 Q12718 9 g:g 2(5) Oxydoréduction et dégradation de la lignine
40 NI 85 | 27,8
41 laccase 2 Q12718 10 65 | 60 T . . i
coksa : Oxydoréduction et dégradation de la lignine
el e d0 e CONCLUSIONS
44 actine 2 QSY707 8 7 27,4 | Complexion avec les protéines et I'ATP , ] . ]
45 cease2 QU 7 183 [ 8 oxydoréduction et dégradation de a lignine e Nos résultats montrent la pertinence de la démarche mise en place,
a) Numéro d'acces extraits a partir d'"uniprot”™ (http://www.uniprot.org/), sauf pour les spots 4, 14, 35 qui ont été identifiés ® Le manque d,lnformatlonS, danS IeS bases de données, Sur IeS

par recherche "DENOVO" a "NCBI" (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
b) Numéros de peptides retenus "matched peptides”.
¢) Exp: valeurs expérimentales pour le point isoélectrique (pl) et le poids moléculaire (PM) de chaque protéine.

séquences proteiques fongiques, limite I'utilisation des profils de

sécretion comme biomarqueurs,

e Ces resultats a I'echelle protéique confirment ceux obtenus
precédemment au niveau transcriptomigque ou fonctionnel,

e |l reste necessaire de developper les protocoles d'extraction des
protéines a partir des sols agricoles contaminés.

e Le tableau rapporte la liste des proteines du secrétome fongique (identifiées
par spectrometrie de masse LC-MS/MS Orbitrap), dont les volumes sont
modifiés en réponse a I'exposition au cuivre ou a la xylidine (NI : non identifiées)
e Peu de segquences proteigues sont repertoriees dans les bases de données.
Seules des laccases ont été majoritairement identifiées
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