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INTRODUCTION

Les activités anthropiques conduisent a une contamination de l'environnement par des composés chimiques potentiellement toxigues, susceptibles de
perturber le fonctionnement des sols cultives. L'évaluation du risque écotoxigue associé 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’écotoxicite 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 transcriptomiques 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’equilibration a 28°C,
3 conditions sont testées en parallele :

- témoin non traite,
\ ‘ - essal 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
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séquences proteiques fongiques, limite l'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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