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Biodiversité fonctionnelle fongique : indicateur décotoxicité des métaux dans les sols ?

Résumé —L’objectif principal de ce travail a été d’évaluler potentiel de la biodiversité
fonctionnelle comme indicateur de I'écotoxicité steesseurs chimiques (métaux) retrouvés
dans les sols. Dans un premier temps, une appeachbamp a permis d’étudier la variabilité
spatiotemporelle d’activités enzymatiques du solleetrs réponses a lintroduction de
contaminants (Cu) dans différents contextes agrc@prairies et grandes cultures). Dans un
second temps, l'impact de métaux sur les systemmstibnnels extracellulaires, i.e. les
sécrétomes, a été étudié au niveau enzymatiqueotdique chez des organismes clés du
fonctionnement des sols, les champignons. Plussaushes fongiques cultivées en milieux
liquides ont été exposées au Cu, Zn, Pb ou Cdétekes se sont focalisées sur deux familles
d’enzymes impliqguées dans les cycles biogéochimsigies sols : les hydrolases et les
oxydoréductases. A I'échelle de I'écosystéme, ksultats ont montré que les activités
enzymatiques du sol sont sensibles au travail du malgré leur grande variabilité
spatiotemporelle. Toutefois, elles ne semblent§ies des descripteurs d’'une contamination
métallique. A I'échelle de 'organisme, les cultsifengiques ont permis d’établir des profils
de sécrétion caractéristiques d’exposition métadlig.a réponse des hydrolases aux métaux
présente une grande variabilité intracommunaut@espar la spécificite, la sensibilité et la
généricité de leur réponse, les oxydoréductasegicdoas se sont avérées étre des
biomarqueurs potentiels d’exposition aux métawesli maintenant nécessaire de valider
situ ces outils biochimiques pour évaluer I'écotoxicles métaux dans les sols.

Mots-clés : activités enzymatiques, hydrolases, oxydoréductasestamination, métaux,
champignons, sécrétomes, biomarqueurs d’exposition

Functional biodiversity of fungi: indicator of the metal ecotoxicity in soils?

Abstract — The main objective of this research was to asdesspotential of functional
biodiversity as indicator of the ecotoxicity of chieal stressors (metals) found in soils. In a
first step, a field approach allowed to study that®temporal variability of soil enzymatic
activities and their responses to a metallic comation (Cu) in different agricultural
contexts (grasslands and cropped soils). In a sectep, the impact of metals on the
extracellular functional systems, i.e. the secre&®mvas studied at the enzymatic and protein
level in key-organisms of soil functioning, the §linSeveral fungal strains cultured in liquid
media were exposed to Cu, Zn, Pb or Cd. The stidezdized on two families of enzymes
involved in the biogeochemical cycles of soils: tojdses and oxidoreductases. At the
ecosystem scale, results showed that the soil emtayractivities were sensitive to tillage
despite their great spatiotemporal variability. Bloey did not seem to be descriptors of a
metallic contamination. At the organism scale, thagal cultures allowed to establish
characteristic secretion profiles of metal expostiree response of hydrolases to metals had a
great intracommunity variability. Because of thedfcity, sensitivity and genericity of their
response, fungal oxidoreductases could be potetf@dsure biomarkers to metals. It is now
necessary to validate situ these biochemical tools to assess the ecotoxafityetals in
soils.

Keywords: enzymatic activities, hydrolases, oxidoreductasestamination, metals, fungi,
secretomes, exposure biomarkers






Remerciements

Jans - *m‘) ‘ona\ Ceat ce Klen ‘;&j % dice aun debodt ol'une these

3ans - .. '\(‘OY couit ! LO\-x\_u‘a» cealse e it c‘,ue,\c‘u.,g chowx W passionne .

Aans. .. wn dvel uen‘\i;\ic‘m, wn c\a\\emie_ ne URE GrpeTionce WniCiue. el

enndussaite tart sucle ?\cu. § essionne) I reladionnel . Cleat poompuc,, ¥
v ;\ s ‘Da,r‘kagc, wn lodt de chemin damudt

> dons ... en QAYC@_\\' Cn'awer &4—.‘0&({ ﬁ?rs'&nne ‘.

Xiens a vemercier teus ceuso arec

Tcﬁ\ datord | &e temerce OholewreusemEit mes duiredteurs de ‘ﬂ&"‘s% Ohaeshian
qmﬂin et Taahele %&&m de w axos (%Uic\é ok Mw"“?‘ﬂ“’“ oot le \u\c\-\c\ﬁ 3 iry
belle averttnre . a“exu pous \es tiches conversations a Lea Qretiesse consedls | ﬁerc;
a Christian de wmasoir \%‘Xﬁ /1\ Yo Ae cda Qm\sl \‘OWQ'TU\;_J@' de m ’u\%nﬁo_r-
sur il an(}& wie Kot \a rechehe |

?ﬂmc Qe memores dus &ut\;& o\ cnoe cxu,éf?ﬁ:: A'Dvoluer e tveuaal .

eres o Oliver Le Goll (btreﬁeurch\ cie’fri,?\_me&\’ SPe de 1 'Tor ) de s buanr

:1361 b posiblde de rediges ma Wexe enteote Acente .

Q\e.ﬁe,ns o wemender men encodwie Nobholie ’D%O?WCQ»\WLUMYU&E
Yos 7/ Tce Verailles ) de w ouvair enseige A(Lﬂ:auuxr de lo Bicchimic ¢ la
t‘nl\\assc Lm?fe‘s aNolf Suive Ay Qn&eic&w&i\\s sur e Yeanes de o Toc
Lorsdc &'é\raﬁs encef® un '\eune, etoducend ). ‘Teru poue le s c{ﬁeﬁ\\& of ('tnestis
Senén—\_ dany \4 veelisekon de \'Nib'\va,\m?)ﬁ Sut ‘¢\& monde 1K c,onsﬁbe,r—!\\—
\es roteinas!

S]'ac\\'es&v med mestiements a Karine Laval ot ‘oner accweills e sein
de son éw oF PV S &Jﬁéﬂfons onstnetoyes cw(‘eis et ow L"“Q“\“l ™on
‘\Ské.sza. Nen gm&’te ;(c,\( Emesciesr tow \% memwres de UPW %io&i ‘f’tbf
le coh*;,d e /&axofob\f- st @ fermis, enlre acdres, o realisetien dea '\m.w?w
(LL\('\UJ\ air “on boecn milien de o Llafmcmc\(ti



e cemerce ausst Lous mes (;o“élg:luex de Lunite PESSAC G . padie pe am
bon derodemert de mothese : \es gestronnactes, chacwmestolistes , fedhncccens T
gcim’fi&':q»}e& 5‘(m.i & Teobele Laxmi povr m' ai i\d% ‘am;ii‘ief dle son goperience
ek ses connaissances en Chimie . \‘19;&' & Lawwe ﬂa,mii povs s J{,g?m\;.'\u;\/;\é gk
Ses wn&u\k& UL durdn T en .Wts, Ure bonne cumbiance auy sein A'une
o:c‘ui‘)e (fee w*ameb a,\’d:.m;ﬁs, voL(e wne s:‘m?rﬂ\uc‘u(, comacadece . Un
in ' ol d P @ fo(xl(ej\ s laWatfes de dhocolal) , o .\%_‘M (&) ses Yartes
Qo pormimes ) ,d Y\oum (& ses cexess .&u\txxoa\'\s astennis ) eF & Tobe (i gl
ool Nexs Al antves Roriqons --. \e Py des )Q\a.r\c;\wm& Iig

Il \&a\cu&w:s wn debat .. -‘Tuu‘ 6 Tubelle Todhn ot Waller R Kllmann de
ool ke Qupe ‘\e.es \\d‘qﬁ‘g“\*i«sa~cier * lea ‘tfacé’ra/ wn re‘ﬂ\e Scumcuﬁl

ge. femestie e”(&a\eme;w\"\' \ea gefichnes 5 ot cdloleore avec interet o e tresed\ - -
\'cu\/o(‘s ?&ﬂ'&m (.Inm\/er&y.;“u) en s\ie-c\mnéf\nk. de oS p NQ[L'& Welﬂ (Inro
Verclles) en mACoSCope electoniK , Ma¥halie Onhesicon aw(,ﬁm C‘ON\CL‘U.&

( Tare Versailles) pous \ewsr SSaumit - ‘i,_‘,zfe," on Bockimie , Ohashan S‘\‘em\zﬂae}
Cecide Herwd (T bi;\‘cm) pout \es precietses 'u\iorn\[i&(ons suc Yewr '“‘l‘o\p"“{"“

?(r\e\?_xnén—\—, i femestie ON\RLABLSUNEN thea \mﬂx&s Qs ™ oY sodtenie Jans
Lo moments des Y\u& Aekeals e i ant 508 \erar {&(L/oh i cortnlove o cetraual -
~er amis “ebécas de Too (D' Budefuls, Alpr, Casrelte, Delph .
bentol | o vatre Your ) eF mes amis da Dre o 17 - FML‘J;S (Nbno, Elo, Hanw,
Cece ,\fa\w e¥ Anne) ;wn concerdre da orhewr eF da duilireal
- F’(@A Yalen’\s & mon i\(&ce govr lews sodten neendikienqel !

-E\'civha ()w:awm N v -



Table des Matieres

INTRODUCTION GENERALE : Des nouveaux enjeux de I'agiculture a I'écotoxicologie
» Dimension socio-économique

* L’écotoxicologie, un challenge pluridisciplinaire

* Objectif de la these et démarche scientifique

 Organisation du mémoire

A WN P

CHAPITRE | : Eléments d’écologie microbienne et d’€otoxicologie

1. Les sols cultivés, des écosystemes menacés 5
1.1. Fonctionnement des écosystemes terrestres 5
1.1.1. Le sol et ses fonctions : un systéme complexe etarnt 5
1.1.2. Réle et composition de la biocénose tellurique 6
1.1.3. Microorganismes du sol, acteurs des processus emimementaux 7
1.2. Menaces anthropiques sur les sols cultivés 9
1.2.1. Usages et pratiques agricoles 9
1.2.2. Contamination des sols cultivés 10
1.2.3. Cas des éléments traces métalliques 11
1.3. Conséquences de la contamination des sols cultivés 13
1.3.1. Santé humaine 13
1.3.2. Effets des contaminants sur les écosystemes termest 14
Evaluer I'écotoxicité dans les sols 16
2.1. L’écotoxicologie, des approches multiples a différees échelles 16
2.1.1. Limites des approches physico-chimiques 71
2.1.2. Développement d'outils biologiques 18
2.1.3. Difficultés rencontrées en écotoxicologie des sols 19
2.2. Apport de I'écologie microbienne a I'écotoxicologie 20
2.2.1. Les outils moléculaires, accés a la diversité strugelle 20
2.2.2. Vers la diversité fonctionnelle 22

CHAPITRE Il : Biodiversité fonctionnelle comme indicateur d’écotoxicité dans les sols

Enzymes du sol, indicateurs fonctionnels de son é@de santé ? 25
1.1. Acteurs des processus biochimiques des sols 25
1.2. Origine et localisation des enzymes dans les sols 26
1.3. Variabilité des activités enzymatiques &
1.4. Activités enzymatiques et perturbations anthropiquse 29
Enzymes fongiques, biomarqueurs d’exposition aux ni@ux ? 31
2.1. Les champignons du sol 31
2.1.1. Role écologique 32
2.1.2. Taxonomie 32
2.1.3. Diversité fonctionnelle 34
2.2. Traits fongiques comme biomarqueurs d’exposition axcontaminants 36
2.2.1. Interactions des métaux avec les champignons 36
2.2.2. Impacts des métaux sur les traits fongiques 38
2.2.3. Réponses des enzymes fongigues aux contaminants 39



RESULTATS ET DISCUSSIONS

PARTIE A - A l'échelle de I'écosystéeme et des commautés 41

globales du oI, reflet des pratiques anthropiques ?
Article 1 - Copper impact on soil enzymatic activiies is lower than their natural

spatiotemporal variability at the plot scale 43
1. Introduction 45
2. Material et Methods 47
3. Results 51
4. Discussion 58
5. Conclusion 61

PARTIE B - A I'échelle de l'individu, Trametes versicolor 63

CHAPITRE |V : Bases physiologiques de la sécrétiodu systéme fonctionnel fongique
Article 2 - Insights into the development of fungabiomarkers for metal ecotoxicity assessment:

case ofTrametes versicoloexposed to copper 65
1. Introduction 67
2. Material et Methods 69
3. Results 71
4. Discussion 77

CHAPITRE V : Impact des métaux sur les profils fondionnels fongigues
Article 3 - Secretion profiles of fungi as affectecby metals: a study of extracellular system in

Trametes versicolor 81
1. Introduction 83
2. Material et Methods 85
3. Results 88
4. Discussion 94

PARTIE C - Oxydoréductases fongiques, biomarqueurd’exposition aux métaux ? 97

CHAPITRE VI : Généricité des réponses enzymatiqueaux métaux chez les champignons
Article 4 - Study of functional system in soil fung extracellular profiles as tools for metal

ecotoxicity assessment 99
1. Introduction 101
2. Material et Methods 103
3. Results 105
4. Discussion 110

Article 5 - Fungal oxidases as exposure biomarker® metals: influence of metal speciation on

functional responses inframetes versicolor 113
1. Introduction 115
2. Material et Methods 117
3. Results 121
4. Discussion 128
5. Conclusion 131

DISCUSSION GENERALE

* De la parcelle a 'Erlenmeyer : vers des descripurs d’'une contamination métallique 133

CONCLUSION GENERALE & PERSPECTIVES

* Pertinence de I'utilisation de biomarqueurs fongiuesin situ ? 141

BIBLIOGRAPHIE

» Références citées 143

ANNEXES

» Participations et productions scientifiques 163



Liste des abréviations

ADEME
ADN
ARNmM

Cd
CTO
Cu
DDT
EDTA
ETM
HAP
Hg
Mn
MRE

Pb
PCB
PCR

ppm
REACH

Zn

A genceDe I'Environnement et de Il aitrise de [Energie

Acide DésoxyribdNucléique

Acide RiboNucléiquemessager

Carbone

Cadmium

ComposéTraceOrganique

Cuivre

DichloroDiphénylTrichloroéthane
EthylenDiamineTetra-aceticAcid (Acide éthyléne diamine tétra-acétique)
ElémentTraceM étallique
HydrocarburegA\romatiquedolycycliques

Mercure

Manganese

Metal ResponsivélementgEléments sensibles aux métaux)
Azote

Phosphore

Plomb

PolyChloroBiphényles

PolymeraseChain Reaction(Amplification en chaine par polymérase)
partie par million

erRegistrementiEvaluation etAutorisation des substancéslimiques
Souffre

Zinc






INTRODUCTION GENERALE






Des nouveaux enjeux de agriculture a [écotoxicologie

La connaissance et la préservation des sols sentégés enjeux pour le 9% siécle, ne
serait-ce que pour nourrir correctement 11 milbacdhumains d’ici 2050. Cependant, la
contamination croissante des sols due a la réwolutidustrielle et agricole a engendré de
nombreuses perturbations écologiques. Forts de coestats, les nouveaux enjeux de
I'agriculture sont de promouvoir une gestion dueadbks sols tout en répondant a I'urgence et
la sécurité alimentaires ainsi qu’aux exigencedogigues. Partie d’'une éere productiviste,
I'agriculture s’oriente maintenant vers une erepdeservation de I'environnement, soucieuse
des préoccupations des sociétés modernes. Enlaffetnté environnementale et humaine est

actuellement au coeur des préoccupations citoyepoétques et réglementaires.

La préoccupation des citoyens vis-a-vis de la pvésen de I'environnement entraine
une prise de conscience par les pouvoirs publias.eRemple, cette prise de conscience a
conduit a I'élaboration par la Commission Europé&emte directives pour une stratégie
commune de protection et d’utilisation durable dets (European Commission, 2002 et
2006 ; Morvan et al., 2008). En Europe, le reglenf®BACH (enRegistrement, Evaluation et
Autorisation des substances CHimiques), entré guaeur le ' Juin 2007, impose aux
industries chimiques de fournir les données det&@anitaire et environnementale pour les
substances qu’elles mettent sur le marché. Paussll la directive 91/414 fournit les bases de

I’'homologation des produits phytosanitaires (Gumadocument, 2002).

En France, le Grenelle de 'Environnement qui stestu en Octobre 2007 engage les
pouvoirs publiqgues autour de 4 enjeux majeurstedutontre le réchauffement climatique,
préserver et gérer la biodiversité et les milieux naturelspréserver la santé et
'environnement tout en stimulant 'économie et instaurer une démate ecologique. Le
comité opérationnel « Recherche » du Grenelle actstire ses activités autour de cing
groupes, dont « Agriculture, milieux, eaux et biadsité » et « Santé et Environnement »
(ComOp, 2008). Concernant l'agriculture, les miigelieau et la biodiversité, le comité a
souligné I'importance de préserver la biodiversitdes services rendus par les écosystemes,
et de mieux comprendre le fonctionnement des &aar ce, il est questiote renforcer la
recherche surla biodiversité des sols et son importance fonctioelle. Concernant le lien

santé/environnement, les pollutions de I'environaempeuvent avoir des conséquences



Introduction générale

sérieuses et constatées sur la santé de I'hommestIdonc important’améliorer les
connaissances sur les risques sanitaires et envir@mentaux de substances
potentiellement toxiques afin d’élaborer des normesAu-dela de l'analyse et de la
compréhension des processus, le Grenelle proposplam d’action pour concevoir une
agriculture a haute valeur environnementale enldppant la recherche tout en intégrant les

connaissances de I'écotoxicologie des sols.

Dans ce contexte socio-économique, de vastes pnogea scientifiques sont lancés a de
grandes échelles. Par exemple, TADEME (Agence 'Bavironnement et de la Maitrise de
'Energie) a lancé en 2004 un projet national dusipurs années nommeé « Bioindicateurs de
gualité des sols » afin de développer des indicatbinlogiques de I'état de santé des sols
(Bispo et al., 2009). Par ailleurs, la rechercheoagmique est fortement sollicitée pour
répondre aux attentes du Grenelle de I'Environnémen aux nouveaux enjeux de

I'agriculture,ou I'écotoxicologie constitue un champ en pleine pansion

L’écotoxicologie, un challenge pluridisciplinaire

L’écotoxicologie définie en 1969 par René Truhahtubaut, 1977), est une discipline
multidisciplinaire combinant |'écologie, la toxiaaie, la biologie et la chimie de
'environnement. Elle étudie les perturbations piyss et chimiques sur les étres vivants, le
devenir des contaminants dans les milieux natwelsurs conséquences écologiques a des

échelles spatiales et temporelles importantes (Ran2007).

L’écotoxicologie doit répondre a différents objécti’ordre scientifique, méthodologique
et réglementaire. Sur le plan scientifique, I'égatologie doit permettre d’identifier, de
comprendre les mécanismes, d’évaluer et de préeoperturbations physiques ou chimiques
subies par les écosystémes. Sur le plan méthodolegies objectifs sont de développer des
outils destinés a la surveillance biologique ouicstonitoring » de I'état de santé des
ecosystemes. L’expérimentation permet ainsi d'acguies données et de comprendre les
processus, et se situe en amont de I'élaborationatles mathématiques de prévision, et de
toute proposition d’actions. En effet, un domaimecedtte discipline est d’évaluer les risques
ecotoxicologiques des perturbations sur les écesyes afin d’élaborer des normes et de

répondre aux exigences réglementaires. Sur unfplahsé, des outils d’aide a la décision

-2-
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doivent étre fournis aux pouvoirs publics, aux agroes et aux instances chargées de la
protection environnementale pour une gestion dardes sols, qui représentent un patrimoine

non renouvelable a I'échelle humaine.

Objectif de la thése et démarche scientifique

L’objectif général de cette thése est d'évaluer petentiel de la biodiversité
fonctionnelle en tant qu’indicateur de I'écotoxéctte composés chimiques dans les sols. Pour
ce faire, il est nécessaire de comprendre les mBsannementales et physiologiques de la
régulation et de la sécrétion des systéemes fonatisnchez les organismes des sols, et de
définir les impacts d’agents de stress sur ceesyes. Nous nous sommes focalisés sur deux
grandes familles d’enzymes: les hydrolases, commené utilisées pour mesurer le
fonctionnement des sols et les oxydoréductasegpaeligninolytique, plutdt spécifiques aux

communautés fongiques.

Dans un premier temps, une approche au champ aispefétudier la variabilité
spatiotemporelle d’activités enzymatiques globatks sol, ainsi que leurs réponses a
l'introduction de contaminants (le cuivre) dansfdéliénts contextes agricoles (grandes
cultures et prairies). Dans un second temps, ngassaprécisé les mécanismes mis en jeu
lors de la réponse des systemes enzymatiques a&aiaminants meétalliques chez les
champignons filamenteux, acteurs clés du fonctiorere des sols. Différentes activités
hydrolases et oxydoréductases ont été mesuréatiradpacultures liquides de souches pures.
Cette étude a été couplée a une approche protéenmgnant en compte l'impact du
contaminant sur les pools protéiques, tels quesksétomes. La détermination de la
spécificité, de la sensibilité et de la généridés réponses a permis ainsi I'établissement de
profils fonctionnels caractéristiques d’'une expositmétallique. Sur le plan finalisé, les
connaissances acquises au cours de ces travawetpemh de préciser si les profils
enzymatiques fongiques sont utilisables pour évdlaeotoxicité de contaminants dans les

sols, et constituent de ce fait des outils pertsen
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Organisation du mémoire

Ce mémoire est structuré en sept chapitres. Lepitobs | et Il constituent une
synthese des connaissances et des informationss#ues dans la littérature sur I'écologie
microbienne, I'écotoxicologie et la biodiversiténfionnelle. Les pressions anthropiques
subies par les sols cultivés, I'évaluation de létat de santé et la potentialité d’utiliser les
enzymes comme indicateur d’écotoxicité dans les, splsont discutés. Les cing chapitres
suivants concernent les résultats obtenus au amirea these et sont regroupés dans trois
parties : Partie A (Chapitre IIl), Partie B (Chaed Ill et IV) et Partie C (Chapitres V et VI).

La Partie A concerne les expérimentations réalisé&schelle de I'écosystéme et des
communautés microbiennes. L'effet de perturbatamhropiques telles que le travail du sol
ou la contamination métallique, a été évalué sugraigivités enzymatiques globales du sol
(Chapitre 1ll). La Partie B concerne l'acquisiti@® connaissances physiologiques sur la
régulation de la sécrétion des systemes enzymatigGeapitre IV) et 'impact de métaux sur
ces systemes (Chapitre VI) chez le champignon &laeux. Dans I'objectif d’identifier de
potentiels biomarqueurs d’exposition, cette pagiperimentale a été réalisée sur le modéle
fongique Trametes versicolorLa Partie C a pour but de déterminer si les orgdlactases
fongiques répondent aux critéres attendus de bouears d’exposition. La généricité de la
réponse des oxydoréductases aux métaux a étéetturaiz une dizaine de souches telluriques
frequemment isolées de sols cultivés (Chapitre éfl)a sensibilité de cette réponse a été
évaluée en prenant en compte la biodisponibilité deetaux (Chapitre VII), facteur

déterminant dans des conditions environnementales.

L’ensemble des résultats obtenus de la parcdlielanmeyer, a été confronté dans la
partie « Discussion générale ». La faisabilité 'délisation des enzymes fongiques comme
biomarqueurs d’exposition au métaux situ est abordée dans la partie « Conclusion et

perspectives ».
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Eléments d écologie microbienne et d écotoxicologie






Eléments d écologie microbienne et d’écotoxicologie

1. Les sols cultivés, des ecosystemes menaceés

Les sols assurent de nombreuses fonctions essespelur les écosystemes et les sociétés
humaines. Comme supports de la croissance desavggds fournissent aux étres vivants, y
compris I’'homme, la plus grande partie de leur ahitation. Toutefois, les sols agricoles sont
des écosystemes fortement soumis aux pressionsropigihes qui alterent leur
fonctionnement et leur qualité. Par ailleurs, leds ssont également des réservoirs de
biodiversité et le siege de nombreux cycles biogidwicues, et notamment de flux de
contaminants. L’étude de la contamination des pals des composés chimiques et leurs
conséqguences sur le maintien des fonctions audeeges ecosystemes est d’'une importance

capitale pour la préservation de ce patrimoineneoouvelable a I'échelle humaine.

1.1.Fonctionnement des écosystemes terrestres

Comme tout écosysteme, les écosystemes terrestnals farmés d'un ensemble
d’organismes vivants, la biocénose et d’'un milielhiotope. Ces deux composantes forment

un complexe dynamique permettant ainsi le mairgide développement de la vie.

1.1.1. Le sol et ses fonctions : un systeme complexe etarit

Le sol représente la couche superficielle de daiter terrestre, meuble, composée de
particules minérales, de matieres organiques, d'dair et d’organismes vivants. Il résulte
de la transformation de la roche mére sous-jacenteninéraux (silicates, oxyhydroxydes,
argiles...) par des processus climatiques, physiaoighes et biologiques. La fraction
minérale du sol est enrichie par des apports oggasiissus de la décomposition de végétaux
et d’animaux, formant I'humus (Calvert, 26Q3Gobat et al., 200 Bien que le terme
« sol » soit utilisé de fagcon générique, il existge grande diversité de sols de par leur
composition, leur pédogenese, leur recouvremenéta€gu leur utilisation par les sociétés

humaines.
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A l'interface entre la biosphere, I'hydrosphemr lithosphere et 'atmosphére, le sol
assure différentes fonctions essentielles pouwitennement, les écosystemes et les sociétés
humaines (Calvert, 2003 Blum et al., 2004 ; Morvan et al., 2008). Il stitue une source de
matériaux, un réceptacle pour les déchets et uposumeécanique pour les constructions, les
infrastructures et les cultures des sociétés huesai@utre ces fonctions technologiques, il
assure différentes fonctions d’ordre écologiquesdlgoue le réle de :

- réservoir en éléments nécessaires a la viempde I'eau et I'air, permettant la
production de biomasse

- réacteur biologique intervenant dans la mingadibn de la matiere organique et
dans les recyclages des éléments impliqués dangdks biogéochimiques

- déterminant dans la qualité de I'environnementimervenant dans la qualité
chimique de l'air (fixation ou rejet de GON....), de I'eau (transport, filtration...) et en
épurant les contaminants organiques ou inorganiques

- habitat de la biodiversité (réservoir de géemasdffrant une grande variété de niches

écologiques pour les organismes vivants.

Bien que le sol soit un systeme hétérogene ebulisw, il dispose d’une structure
caractéristique jouant un réle clé dans le fonct@nent des écosystemes terrestres, la
porosité. Cette porosité, en général proche de¥ 50ermet la circulation de fluides gazeux
et liquides. Ainsi, ce systéeme complexe constituenilieu de vie exceptionnel pour la flore,

la faune et les microorganismes (Calvert, 29@3obat et al., 2004 Voroney, 2007).
1.1.2. Réle et composition de la biocénose tellurique

La biocénose est en interaction avec les compasahtgsiques et chimiques des sols
et permet la dynamique de la matiére organiqueladri, de l'air et le recyclage des
nutriments. Ainsi, I'ensemble des fonctions asssir@@r la biocénose conditionne le
fonctionnement biologique des sols, encore mal gode par sa complexité écologique
(Gobat et al., 2004 Morris & Blackwood, 2007). En effet, la biocéeosest
extraordinairement diversifiée et est représentgd’'nsemble des réegnes : les végétaux, les

animaux, les bactéries, les champignons et lesspst

La biocénose tellurique est plus abondante ensigadiminue en profondeur. Cette

abondance est notamment liee a la présence duneanpais dépend également d'autres
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facteurs : parameétres physico-chimiques et stragtudes sols, pressions environnementales
(climat, humidité...) et anthropiques comme la pdadat (Frey, 2007). LaFigure I.1
représente I'estimation de la répartition des ogyaas dans la couche supérieure des sols
pour I'ensemble des continents. Aprés les racimesesraines, les microorganismes (42%)
constituent la principale biomasse & la surfacesdés Dans un gramme de sol/ bactéries
cultivables, 10 champignons et £(protozoaires sont trouvés bien qu'ils représerdiemgine

2 % du carbone total (Robert & Chenu, 1992).

O Bactéries

B Champignons
O Algues

O Protozoaires

B Faune du sol

B Racines

Figure 1.1. Abondance relative des organismes vivants danscanehe de sol de 20 cm
d’épaisseur contenant une biomasse totale de 1&§)Ba (reproduit d’aprés Calvet, 20P3

1.1.3. Microorganismes du sol, acteurs des processus ensimementaux

Grace a leur capacité a coloniser divers milieux cgmpris extrémes, les
microorganismes sont un maillon indispensable &l yiour tous les écosystéemes. lls sont
représentés par des champignons, des bactéries atglies disposant d’'une grande diversité
taxonomique, physiologique et métabolique. De par fapport surface/volume éleveé, ils ont
une grande capacité d’échanges avec l'environnestesint étroitement impliqués dans le
fonctionnement des sols (Gobat, 2§04La structure poreuse des sols constitue des
microhabitats pour les microorganismes, siéges olmbreux processus biologiques et
biochimiques. Nannipieri et al. (2003) ont estimée B80-90% de ces processus seraient
assurés par les microorganismes. En effet, ils sapiables de minéraliser la matiére
organique tels que les polymeéres végétaux (endfh des apports organiques des sols) et
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de la rendre disponible a d’autres organismessdig de ce fait a la base de nombreuses

chaines trophiques.

Les microorganismes sont également impliqués dassclcles biogéochimiques
d’éléments inorganiques tels que le phosphoreuéfre ou I'azote des écosystemes terrestres
(Plante, 2007 ; van der Heijden et al., 2008). HEoittlien avec les systémes racinaires
(symbiose), ils participent a la croissance destpka Par ailleurs, ils jouent un réle important
dans la structure et la pédogenese des sols etlgmréchanges d’énergie avec les autres

compartiments de I'environnemeritigure 1.2).
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Figure 1.2. Représentation schématique du réle desicroorganismes dans les sol@ssu
de van der Heijden et al., 2008)

1) Décomposition et transformation de la matiéganique et des nutriments

2,3) Réallocation positive des ressources exrplantes

4) Séquestration négative des ressourcesamsmasse ou la matiére organique récalcitrante
5,6) Diminution des ressources par volatilisatarpar lessivage (transformation de I'azote)

7 Fixation de I'azote atmosphérique par desaorganismes

8) Diminution de la productivité des plant@s des agents pathogénes

9) Emission de CQlue a la respiration des microorganismes
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1.2.Menaces anthropiques sur les sols cultivés

Les sols subissent plusieurs menaces (tassemesiprér perte de matiére organique...)
dues a des stress physiques, chimiques et biolegliqui modifient alors leurs structures et
leurs fonctionnements (Lal, 1997). Outre ces deagrads d’origine naturelle, les sols sont
directement menacés par les activités anthropigsegexploitations agricoles, amendements
de déchets, apports de composés chimiques, poldutioLes sols agricoles et notamment les
sols cultivés, sont par conséquent les écosystéenesstres les plus soumis aux pressions

anthropiques.

1.2.1. Usages et pratiques agricoles

En France, la surface agricole utile occupe preS8@enillions d’hectares, soit pres de
50% du territoire. L’agriculture conditionne donenplement le cycle des ressources
naturelles, la biodiversité et le paysage. L'usagensif et les pratiques agricoles accélérent
fortement les processus de dégradation des s@céP& Larson, 1993 ; Gianfreda & Bollag,
1996 ; Smith & Collins, 2007 ; Morvan et al., 2008)

- Le remplacement d’'une végétation primitive par shesocultures conduit a des
modifications de I'humus et de la formation dessol

- Les surexploitations contribuent a diminuer lestes en matiere organique et
en nutriments

- L’apport de composés chimiques peut engendrer dadifieations ou
salinisations des sols

- Le travail excessif (labour) déstructure les solfaeorise leur érosion hydrique
et/ou éolienne

- Le surpaturage, l'utilisation d’engins et les ameEmeénts excessifs participent
activement au tassement des sols (compaction) rmuknt notamment leur

porosité.

Ainsi, ces pratiqgues modifient les propriétés pbgsihimiques et structurales
intrinséques des sols et par conséquent, la cotipogie la biocénose, moteur de leur
fonctionnement biologique. L'impact de ces pratgjur la qualité des sols se traduit
généralement par une diminution de la biodiversitg, la productivité et de la fertilite.

Heureusement, cette dégradation d’origine anthtapigest pas irréversible. L'apport de

-9-



Chapitre I. EIéments d’écologie microbienne et diézicologie

fumier ou de compost limite la diminution de la raet organique, élément important dans la
durabilité des sols. Les rotations de culturesifiaeot le maintien de la biodiversité (Smith &
Collins, 2007). Cependant, la compaction est umph&ne plus problématique. En effet, elle
a un impact négatif direct et durable sur les ¢éarastiques hydrologiques
(imperméabilisation des sols) et sur l'activitélbgque due a une asphyxie des organismes

vivants.

Outre ces menaces identifiées par la Commissiood&enne (European Commission,
2002 et 2006 ; Morvan et al., 2008), la contamoraties sols agricoles constitue également
une préoccupation récente et croissante qui saitnaar des impacts économiques, sanitaires

et environnementaux négatifs.
1.2.2. Contamination des sols cultivés

Contaminant et polluant sont couramment employés désigner une accumulation
anormale de composés dans l'environnement suitees apports anthropiques. La
contamination se définit par une augmentation deues totales en composés sans prejuger
d’'une évolution négative sur la qualité du sol.rEmanche, le terme de pollution est utilisé
lorsque les composés s’accumulent a des quantéserks pour les organismes vivants ou
affectant la qualité du sol (Chassin et al., 1996)terme xénobiotique est parfois utilisé a la

place de celui de polluant, lorsque la substancétemgere au monde du vivant.

Une grande variété de contaminants organiquespupge sous le terme de composés
traces organiques ou CTO, est retrouvée dansoles($acobsen et al., 2005 ; Ramade,
2007 ; Topp et al., 2008 ; Xu et al., 2008) :

- Hydrocarbures aromatiques polycycliqgues (HAP)

- Polychlorobiphényles (PCB)

- Pesticides

- Dioxines

- Dérivés de détergent (nonyphénol,...)

- Plastifiants (phtalates)

- Produits pharmaceutiques (hormones, antibiotigues,.
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Les sols sont contaminés par des CTO mais aussiggamétaux via différentes voies
liées aux activités anthropiques. Les pratiquescalgs constituent une source majeure de
contamination directe et diffuse des sols lors p&afs d’engrais, d’utilisation de pesticides ou
bien d’amendement de déchets organiques (Rama@&°)2@insi, les boues d'épuration
étant issues des eaux usées (industries, hopitdomestiques) concentrent différents
contaminants métalliques (Cd, Pb, Hg...) et orgarsqguemme les pesticides (atrazine,
glyphosate, diuron...) ou les produits pharmaceusigi@@aultier et al., 2003 ; Topp et al.,
2005 ; Ghanem et al., 2007). Actuellement, deslsel@pandage imposent des limites de
teneur en contaminant®ar ailleurs, lirrigation par des eaux usées pEvé une source
potentielle de contamination. Les composés émislgarindustries, les métallurgies, les
combustions fossiles... atteignent les sols agricplsretombées atmosphériques (Ramade,
2007). Par exemple, certains contaminants organiques @osi incriminés tels que les

composes volatils : les HAP, les dioxines...

Fort heureusementine grande partie des CTO est potentiellement dagta par des
facteurs abiotiques (UV, température,...). En odalupart d’entre eux est dégradée par les
microorganismes du sol (Mougin, 2002 ; Gianfredd@déllag, 2002 ; Bouseba et al., 2009 ;
Uhnakova et al., 2009). Ainsi, leurs concentratidass I'environnement tendent a décliner
dans le temps. En revanche, les métaux sont plablgmatiques. Contrairement aux
contaminants organiques, les métaux ne sont pagedmadables et sont susceptibles de

s’accumuler dans les horizons de surface (Chassiin, 4996 ; van Gestel, 2008).
1.2.3. Cas des éléments traces métalliques

Les éléments traces métalligues ou ETM sont libéatsrellement a partir des fonds
géochimiques a de faibles quantités dans I'envieament. Cependant, les activités
anthropiques et notamment les procédés industaelagricoles sont a l'origine d'une
surproduction de métaux, d’'un changement de leéciapon (i.e. transformation en formes
chimiques plus mobilisables) et de leur répartitidinsi, ces activités conduisent a une
contamination diffuse et irréversible a long termsguant de compromettre la fertilité et la
qualité des sols agricoles (Chassin et al., 19R&made, 200]. Outre ces contaminations
diffuses peut s’ajouter un apport de proximité pes exploitations industrielles, les
métallurgies ... menant a des contaminations locatise a d'importantes pollutions (cas de

Métaleurop au nord de la France dont le site assidéré comme le plus pollué d’Europe).
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Dans ce mémoire, nous nous intéresserons plusydatement au Cu, Zn, Pb et Cd,
qui sont les principaux métaux retrouvés dans td#s d’agrosystémes (Ramade, 2007
Zheljazkov et al., 2008). Le Cu et le Zn sont dégoeéléments et donc nécessaires aux
réactions enzymatiques a l'origine des fonctiorddgiques des organismes vivants (Tyler,
1981). A l'inverse, leur apport excessif a destsftexiques sur les organismes du sol. Les
déchets agricoles et urbains, et la protectioncdéisres constituent des sources majeures de
contamination des sols par ces éléments essertligist le cas du Cu qui est utilisé depuis
plusieurs dizaines d’années dans la bouillie bardel pour lutter contre les parasites ou
le « mildiou » Figure 1.3). Ainsi les sols de vignobles, soit prés d’'un ol d’hectare en
France, ont des teneurs élevées en Cu (au del@dp@n ou mg/kg de sol), limitant dans

certains cas l'activité microbienne et diminuantralla fertilité du sol pour toute autre
culture.

o

W Apports

atmosphériques
80%

s0% 4 O Engrais et

phytosanitaires

40% -

B Déchets

20%1 agricoles

O Déchets urbains

Cu : 5300 Zn - 3200

Cd: 68

Pb : 8300

tonnes par an

Figure 1.3. Estimation des apports annuels des principaux reé&tau les sols agricoles en
France (reproduit d’aprés Ramade, 2007

Le Pb et le Cd n'ont pas de réle biologique conbansidérés comme néfastes, ils
entrainent des effets biologiques délétéres a itesaconcentrations (Tyler, 1981)e Pb
contamine les sols principalement par retombéesihériques dues aux combustions.
L'utilisation de fertilisants, comme les engraisopphorés, contiennent des teneurs non

négligeables en métauki@ure 1.3). Elle constitue d'ailleurs un intrant majeur pderCd
(Nziguheba & Smolders, 2008).
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Il faut souligner que la dynamique des ETM dansMimnnement dépend de leur
spéciation (i.e. de leur forme chimique) et desacdristiques intrinseques des sols. La
matiere organique du sol est connue pour sa ré&ctiis-a-vis des métaux, tels que le Cu et
le Pb. Les ETM peuvent également étre complexés Hamgile et/ou adsorbés avec les
hydroxydes de fer, comme le Zn (Tyler, 1981 ; Ladveski et al., 2007 et 2008). Les
guantités de métaux transférées verticalementleersaux souterraines, ou lixiviées, sont par
conséquent trés faibles dans la plupart des sdlasgin et al., 1996). Ainsi, les métaux sont

surtout abondants dans les horizons de surfacesrieh biomasse.

1.3.Conséquences de la contamination des sols cultivés

Selon Crosby (1982), 90% des contaminants seraignellement localisés dans les
sols. En effet, les CTO tels que les pesticidesggdement hydrophobes, ont tendance a se
fixer a la matiere organique et/ou intéragir awebibmasse du sol (Loiseau & Barriuso, 2002
; Kollmann et al., 2003). De plus, les fractiongariques et minérales du sol sont connues
pour complexer les ETM (Labanowski et al.,, 20072608). Le sol constitue donc un
accumulateur de contaminants et de ce fait paetiddeur dissémination passive dans les

autres compartiments de I'environnement : la biésph’atmospheére et I'hydrosphere.

1.3.1. Santé humaine

La contamination des sols n’'est pas sans risque lposanté humaine (Abrahams,
2002). Un transfert de contaminants peut se fa@re qontact direct avec le sol ou par
ingestion (agriculteurs, enfants,...). Elle est ramais surtout vraie pour les composés
organiques trés lipophiles capables de traversepdau. Suite a des phénomenes de
ruissellement ou de lixiviation, les eaux soutemai et de surface destinées a la
consommation peuvent étre contaminées. La cultereédétaux sur un sol pollué conduit a
leur contamination. En effet, en étroit lien aves Imicroorganismes du sol, les plantes
absorbent certains CTO (PCB, dioxines,...) et les E(wbat et al., 2003 van Gestel
2008). Le Cd et le Pb sont alors retrouves a desuts €levees dans les céréales cultivées sur
des sols contaminés (Chassin et al., 1996). Caitbsorption concourt a un phénomene de
bioaccumulation dans les réseaux trophigues. Elargndans sa chaine alimentaire, 'lhomme
peut alors incorporer des toxiques a des concerigaihon négligeables. De méme, ce

phénomene est retrouvé pour les paturages ou déeagads consommant des plantes, des
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céreéales ou des foins contaminés, contribuant aramsfert animal/homme. Les enjeux

sanitaires sont alors ceux d’'une alimentation enpedable et en aliments « sains ».

Bien que la contamination des sols ne semble pais dieffets toxiques aigus chez
’homme, elle contribue a une exposition chronigueertains contaminants. Généralement,
de faibles expositions a des xénobiotiques, a tenge, induisent des effets cancérogénes,
voire tératogenes. Ces risques sanitaires sontagiaplus vrais pour les CTO persistants ou
les contaminants non dégradables comme les ETMRILest connu pour étre neurotoxique
chez 'homme (saturnisme). Le Cd entraine une rpkicité et est également suspecté
d’étre un perturbateur endocrinien chez ’lhomme.nbmbreux pesticides sont pareillement
incriminés pour avoir des effets reprotoxiques fleganochlorés,...). Par exemple, le DDT
est dosable dans I'ensemble des populations odeidsrbien qu’il soit interdit depuis 1971
(Ramade, 200Y.

1.3.2. Effets des contaminants sur les écosystemes termest
L’accumulation de contaminants dans les horizonsutttace des sols est susceptible

de perturber la biocénose et par conséquent ldibmmement biologique des sols. De fagon
générale, la réponse de la biocénose a un stresijak se traduit par (Ramade, 2607

une diminution de 'abondance des espéces

une diminution de la biodiversité

un raccourcissement des chaines trophiques

une diminution de I'efficacité de I'utilisation desssources
Ainsi, ces phénoménes concourent a une diminutien lal productivité des

ecosystemes terrestres et a des perturbationydes biogéochimiques.

La spéciation des métaux conditionne leur mobil@e par conséquent, leur
biodisponibilité (i.e. leur accessibilité aux organes vivants). Dans les sols, cette
biodisponibilité dépend de parametres physico-ap@é (pH, matiere organique,
température,...) et biologiques. En effet, la réaigtides organismes vis-a-vis des meétaux
differe d'une espece a une autre (Sun et al., 20@® Gestel, 2008). En général, la forme
libre ou ionique est la plus toxique. Ainsi, lesten& associés ou non a des particules et

mobilisés dans la solution du sol, sont en cordaett avec les organismesluriques.
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Les microorganismes réagissent vite et avec unedgraensibilité a une exposition
métallique de par leur cycle de vie véloce et lute activité métabolique au sein des
écosystemes terrestres. Les impacts métalliquegepese traduire par une diminution de la
biodiversité, de la biomasse et des fonctions rbiermnes ce qui affecte les processus
environnementaux (Kandeler et al., 1996 ; Lorerad.eR006 ; Sun et al., 2006). Par exemple,
le Cd et le Pb présentent une forte toxicité paurbiomasse et modifient les activités
microbiennes (Vig et al., 2003 ; Tuomela et alQ2)0 Laguerre et al. (2006) ont montré que
méme un stress modéré a un oligo-élément commeuleecddduit a des effets sur les
populations de sols agricoles. Ainsi, I'expositidas microorganismes a des métaux peut
déplacer I'équilibre des communautés vers une g résistante et donc engendrer des
modifications fonctionnelles et structurales dels,seoirein fine, de I'écosystéme en entier.
Cependant, les mécanismes d’actions des métaukesumicroorganismes et leurs effets

ecotoxicologiques sur le fonctionnement des sat$ socore mal connus.

En résumé :Les sols d’agrosystémes sont soumis a différentssst physiques (usages et
pratiques agricoles) et chimiques (amendementsaitaminations). L'impact de ces stress
sur la qualité du sol se manifeste par un déclin ldeproductivité et de la fertilité d’un point
de vue agronomique, et par une diminution de la dhicersité et de son implication dans les

processus environnementaux d’'un point de vue écadog.
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2. Evaluer I'écotoxicité dans les sols

Les perturbations liées aux activités agricolesaeta contamination des sols sont
maintenant bien connues et induisent des enjeuwnoétioues, environnementaux et
sanitaires. Ainsi, la gestion durable et la présgon des fonctions des sols sont devenues des
priorités pour de nombreux pays européens (Bluad.e2004 ; Morvan et al., 2008). De ce
fait, il est nécessaire de développer des outilsibies, rapides et fiables pour évaluer
limpact écotoxicologique des perturbations physgjet chimiques sur les agrosystémes en

se basant sur des critéres de qualité utilisaldetapéglementation et la I€gislation.

2.1.L’écotoxicologie, des approches multiples a différges échelles

L’écotoxicologie étudie :
- les émissions et les entrées des contaminantsdilgtibution et leur devenir dans
I'environnement
- l'entrée et le devenir des contaminants dans le peotiment biologique
(bioaccumulation, chaines trophiques...)
- les effets toxiques (quantitatifs et qualitatif€) composés chimiques a différents
niveaux d’organisation biologique : moléculaire|laire, individu, population,

communauté et écosystentegure 1.4).

Les approches en laboratoime yitro) permettent certes d’avoir une grande réplicatbdit
de renseigner sur la toxicité des substances chesjgmais sont généralement peu
significatives sur leur impact écologique a desaiwx d’organisation biologique supérieurs.
Les approches dans des conditions naturellessifu) sont bien plus réalistes, mais la
réplicabilité est faible de par la complexité dégeaux d’organisation écologique et par la
multitude d’échelles spatiotemporelles. Ainsi, fiidf potentiel de tout stress chimique ou

physique sur un écosystéme est souvent difficieaduer (Ramade, 2007
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Figure 1.4. Les différents niveaux de complexité biologique aamant les approches
expérimentales en écotoxicologie.

2.1.1. Limites des approches physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques (pH, salinité, textaomposition, porosité...) sont
indispensables pour caractériser le milieu tereesttifont partie intégrante des programmes de
biosurveillance de I'état des sols. Par exempldgtarmination de la matiere organique (d’un
point de vue quantitatif et qualitatif) dans ledssest importante car elle conditionne la
durabilité des écosystémes et contribue au maintien la qualité des agrosystemes
(Lagomarsino et al., 2009). De la méme manieralolgage du carbone et de I'azote total
reflete la richesse nutritive des sols. Par aiflewes approches permettent également de
déterminer le niveau de contamination des sols y&toret al., 2008). Cependant, elles
renseignent le plus souvent sur des teneurs totalesontaminants et ne permettent pas
d’évaluer I'impact réel des formes actives et Bponibles sur les organismes vivants (Sun et
al., 2006 ; van Gestel, 2008).
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Il est également possible de doser le carboneiegtzda biomasse microbienne (Wu
et al., 1990). Des variations du taux de carbonerahien ont été observées suite a des
changements de systemes culturaux, a des fertihisabu a des pollutions (Harden et al.,
1993 ; Ritz et al., 1997 ; McCarty & Meisinger, I99Dans le cas d'une contamination
meétallique, le ratio du carbone microbien sur ldboae total du sol est un index plus fiable
gue ces deux parameétres pris indépendamment paluegv'effet des métaux (Kandeler et
al., 1996). Cette approche facilement utilisable reatine et sensible a des stresseurs
physiques et chimiques est alors tres utilisée cenmdicateur de biosurveillance de la

gualité des sols dans de nombreux programmes ensg@/inding et al., 2005).

Cependant, les approches physico-chimiques ne pemhe pas d’'apporter
d’'informations sur la biodiversité (composition @tondance des difféerentes communautés
telluriques) ni d’établir la « qualité biologiquedes sols. Pour appréhender ces aspects il est

préférable d’étudier le compartiment biocénotigMervan et al., 2008 ; Laval et al., 2009).
2.1.2. Développement d’outils biologiques
Ces derniéres années, I'écotoxicologie connait asorequi conduit au développement
accru d'outils biologiques pour évaluer I'état dant® de I'environnement. Ces outils

s’appuient sur les niveaux d’organisation biologdtigure 1.5).

FACTEURS MODIFIANT FACTEURS MODIFIANT FACTEURS MODIFIANT
L’EXPOSITION LA SENSIBILITE LA SENSIBILITE

. . Réponse des
Polluants Organisme Réponse de P .
o . \ . populations ou
dans le milieu exposé I’organisme ,
communautés

*Analyses chimiques <---® «Bioaccumulateurs *Biomarqueurs *Bioindicateurs
* Sentinelles *Indice
biocénotique

Figure 1.5. Méthodologies d’évaluation des événements écottogagues (reproduit d’apres
Ramade, 200y

Les indices biocénotiques, surtout utilisés eniemilaquatique, renseignent sur la

diversité des populations et des communautés. pdeEment de I'équilibre communautaire

-18 -



Chapitre I. EIéments d’écologie microbienne et diézicologie

témoigne alors d’'un événement écotoxicologique.sdan sols, les populations de lombrics
sont parfois utilisées comme indice global de lalitgi des sols. Par ailleurs, certaines especes
sont utilisées comme bioindicateurs et donnent dd¥ermations sur les conditions
environnementales. Ainsi, les lichens étant forteinsensibles aux teneurs de ;S€@nt de
bons bioindicateurs de la pollution atmosphériq® méme, les mousses sont des
bioindicateurs des contaminations métalliques (Ell,..). Les bioaccumulateurs capables
d’accumuler des composés chimiques dans leur reatidante permettent de suivre la
contamination environnementale. Par exemple, ldiustues bivalves tels que les huitres ou
les moules, accumulent des ETM et des CTO enrfiltftaau. Finalement, I'exposition des
organismes a un ou plusieurs contaminants conduiiea réponses physiologiques,
biochimiques ou comportementales, lesquelles sarfbig utilisées comme biomarqueurs
d’exposition. Ces biomarqueurs sont des systemaardie précoces. L’hypersécrétion ou
l'inhibition de molécules de défense comme les dytomes P450 sont souvent utilisées pour
évaluer le degré d’exposition des peuplements ames a divers contaminants (Ramade,
2007).

Actuellement, ces outils biologiques sont essbetrent développés pour les
écosystemes aquatiques. De ce fait, et contraireawencompartiments aquatiques et aériens,
il existe peu de méthodes disponibles pour évdléiat de santé des sols. C'est notamment le
cas des meéthodes normalisées utilisables par leepeses (bureaux d'étude...) et les

pouvoirs publics (consultation de la base de dosdéd’ISO ; Morvan et al., 2008).

2.1.3. Difficultés rencontrées en écotoxicologie des sols

Dans les sols, I'écotoxicologie se heurte a daffés problémes :

i) Le sol est un milieu poreux triphasique et une matbien plus complexe et
hétérogene que I'air ou I'eau. L'incorporation dentaminants dans les sols met en
jeu un ensemble de mécanismes et de processuganabapprecies : distribution,
accumulation, migration, fraction biodisponible tekique des contaminants... ce
qui limite la capacité de prédire leurs devenirkeets impacts écotoxicologiques.

i) L’évaluation des impacts écotoxicologiques est lseavent réalisée en laboratoire
avec des sols artificiels (milieux homogenes) néétant pas la variabilité
spatiotemporelle des parametres biogéochimiqueta rstructuration des sols a

I'échelle de la parcelle.
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iii) Il existe des facteurs de confusion agissant sdiorietionnement des sols comme
leur usage. De plus, les sols agricoles sont soamise contamination multiple a
faibles doses, mais aussi a des contraintes cldéuraes pratiques culturales et
organismes vivants, et par conséquent leur répaunseontaminants.

iv) De par les connaissances limitées sur la biodiéedss sols, le choix des modeles
biologiques reste a étre démontré tant pour learngnces écologiques que pour

leurs réponses aux contaminants.

2.2.Apport de I'écologie microbienne a I'écotoxicologie

De par sa grande sensibilité aux perturbations @t g@on implication dans le
fonctionnement des écosystemes terrestres, le cetmpat microbien constitue un
compartiment de choix dans le développement doyilur évaluer I'état de santé des sols
(Joergensen & Emmerling, 2006 ; Kandeler, 2007valL&t al., 2009). Les caractéristiques
microbiennes mesurables sont alors souvent utlliséenme des indicateurs potentiels de la
gualité des sols, méme si cette qualité dépend énsemble de propriétés physiques,
chimiques et biologiques. En ce sens, la connaissae la diversité structurelle et des
fonctions assurées par les communautés tellurigspgsthése et sécrétion de protéines)
permettent d’accéder a la qualité biologique dds sbaux propriétés résultantes : fertilité,

stabilité de la structure, dynamique des élémeumtstifs. ..

2.2.1. Les outils moléculaires, accés a la diversité strtuxelle

Traditionnellement, la diversité microbienne étpréehendée par l'isolement et le
dénombrement de souches cultivables (Nannipieal.e2003). Cependant, plus de 90% des
souches tellurigues ne sont pas cultivables. Ds, gatte technique est sélective, ce qui
conduit a I'isolement de souches non représentatiecla diversité microbienne. L'essor des
outils moléculaires au cours de ces dernieres déeEera permis le développement de
nouvelles stratégies basées sur I'analyse des ARMDN issus d’échantillons de sol,
contribuant ainsi a améliorer nos connaissanceécetogie microbienneHgure 1.6). Ces
avancées en biologie moléculaire permettent ddratathir de la sélectivité engendrée par
isolement de souches cultivables et ainsi, d'decéa une plus grande fraction des

communautés microbiennes.
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Figure 1.6. Evolution historique de I'’écologie microbienne (iste Maron et al., 200y

Apres extraction de I'ADN du sol et amplificatiorapPCR Polymerase Chain
Reaction de séquences cibles d’intérét, les fragments iiéGgpbont séparés selon leur taille
ou leur composition en bases (Ranjard et al., 20Q@s empreintes génétiques
électrophorétiques ainsi obtenus, renseignent aistrlicture et la diversité génétiqgue des
communautés microbiennes (Nannipieri et al., 20B8driguez-Valera, 2004). Par ailleurs,
analyse des métagénomes ou des métatranscriptpemsettent de suivre l'impact de
contaminants sur la biodiversité génétique et diifier des populations préférentiellement
associées a des perturbations environnementalega(®at al., 2000 ; Martin-Laurent et al.,
2003 ; Maron et al., 2087 Anderson et al., 2008). Toutefois, elle ne dopas de notion de
richesse ni d’abondance des communautés. Ces &yggrawmléculaires possedent également
des limites liées a la difficulté d'extraire de da¢ exhaustive 'ADN du sol et a
'amplification des séquences choisies.
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2.2.2. Vers la diversité fonctionnelle

Les techniques moléculaires apportent des infoonatisur un potentiel génétique
mais ne permettent pas d'évaluer I'expression dieni@l fonctionnel. En effet, elles ont
permis d’identifier de nombreux géenes microbiensism’importance écologique de ces
géenes reste encore largement inconnu. Par aillées, difficile de quantifier I'expression de
ces genes par les microorganismes dans les sas. Zihompson (2002) ont montré qu'il

N’y avait aucune corrélation entre les niveaux d¥Aproduits et les protéines synthétisées.

Actuellement, un intérét particulier est apporté aompréhension de la relation entre
la diversité génétiqgue microbienne et leurs fomdig¢-igure 1.7). Comme les protéines et
plus précisément les enzymes sont impliquées amnprbcessus de biotransformation, elles
constituent une voie précieuse pour caractérisedy@amiques des fonctions microbiennes.
Ainsi, I'écologie microbienne s’oriente vers despaqehes fonctionnelles par analyse des
métaprotéomes ou des métabolomes (Rodriguez-Vaiedd, ; Maron et al., 2007

Microbial potentiality
_.—-"A“'--._

Microbial functionality o Microbial activity

DNA RNA Protein Substrate

wWa s RS

Metagenome Metatranscritpome Metaproteome Metabolome

Figure 1.7. Représentation schématique des différents niveatadd dans I'écologie des
communautés microbiennes (issu de Maron et al7°200

Maron et al. (2007 suggére que les approches protéomiques pour@ientitilisées
pour accéder a la diversité fonctionnelle des comautés telluriques dans différentes
situations environnementales. Selon la stratégmmxentale proposée éngure 1.8, elles
devraient permettre :

)] d’identifier de nouveaux genes fonctionnels et soretaboliques

i) d’identifier des protéines préférentiellement agsex a des stress spécifiques.
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L’étape la plus cruciale est I'extraction qualitatet quantitative des protéines a partir
d’échantillons environnementaux. Cependant, ilcesinu que les protéines sont étroitement
lites aux colloides du sol. A ce jour, aucune ndthoe permet d’extraire efficacement les
protéines et d’obtenir des échantillons représéstdes pools protéiques présents dans les
sols. Une stratégie alternative et indirecte egisageable en analysant les pools protéiques a
partir d’organismes isolés de la matrice environeet@le. Ainsi, Maron et al. (208)7
montrent que la pollution de I'eau par le Cd etigmodifie les pools protéiques de bactéries
indigenes, et donc leur diversité fonctionnelle.

Environmental
Extraction of microbial proteic pool ——  Protein separation

samples / \

2D-gel electrophoresis  1D-gel electrophoresis

ftical analysis it i i 2 =
stat a - 1 -
profile - 0
Link to Modifications of °F eried profile - A R & :
genetic struchire functional sbuctire Fingerpinting of e e -
—

functional structure K &
- /

In situ spot mgestm

TEVETRE

. Identification
Functional genetic Protein uienuﬁmmn by
cofmmunities of new functional < Mass spectrometry
it / \
Functional Physiological
binindicator TespOnse

Figure 1.8. Stratégie expérimentale et sorties possibles darkctérisation du métaprotéome
(issu de Maron et al., 2007

BN

En résumeé : Contrairement a l'eau et a lair, I'écotoxicologieest en peine dan

U

I'élaboration d’outils, notamment biologiques, pouévaluer I'état de santé des sols.
L’appréhension de la diversité fonctionnelle des aroorganismes devrait contribuer a
ameliorer nos connaissances sur leur implicationrdales processus environnementaux|et

pourrait étre un indicateur d’écotoxicité dans le®ls.
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Biodiversité fonctionnelle comme indicateur d’écotoxicité dans les sols

1. Enzymes du sol, indicateurs fonctionnels de son étde santé ?

Tous les systemes vivants renferment une grandét&at'enzymes intervenant dans des
réseaux complexes de réactions chimiques a ladmkevie, les métabolismes. Il existe une
grande similitude entre les enzymes retrouvées tEnsols et celles des autres systemes
vivants, jusqu’aux plus complexes tels que I'hom#iesi, le sol doit étre considéré comme

un « tissu vivant ».

Les activités enzymatiques jouent un réle esdeddies le fonctionnement des sols et
dans la transformation de I'énergie. Impliquéessdbes processus biochimiques d’intérét
agronomique, les enzymes sont souvent utiliséesgxiimer la qualité et la fertilité des sols.

Il a été montré que ces activités fournissent dpsnses rapides aux perturbations naturelles
et anthropiques (Gianfreda & Bollag, 1996 ; Nangripet al., 2002 ; Gianfreda et al., 2005).
Puisque les enzymes reflétent la structure etdastions des communautés microbiennes,
elles pourraient étre considérées comme un ouébratif pour évaluer I'état de santé ainsi
gue les impacts anthropiques sur le fonctionnerbabgique des sols (Dick et al., 1996 ;
Nannipieri et al., 2003 ; Laval et al., 2009).

1.1.Acteurs des processus biochimiques des sols

Les enzymes sont des protéines qui catalysentédesions chimiques spécifiques. Elles
interviennent par exemple dans la minéralisatiordifférents polymeres d’origine végétale
(cellulose, lignine...) ou animale (chitine), le pessus d’humification, la respiration et sont
étroitement impliquées dans les cycles biogéochiggqlu carbone, de I'azote, du phosphore
ou du souffre. De ce fait, elles sont des actelgs dans les processus biochimiques des
ecosystemes terrestres (Tabatabai & Dick, 2002)teCaes aspects fonctionnels, certaines
activités enzymatiques sont également a la basda deansformation de contaminants
organiques, participant ainsi a la diminution dectmtamination terrestre (Gianfreda &
Bollag, 2002).
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Approximativement, une centaine d’activités enzymqmeds a été identifiee dans les sols
(Tabatabai & Dick, 2002). Cependant, il est vraigkaile que la connaissance de cette
diversité fonctionnelle est encore limitée en vela diversité génétique de la biocénose
tellurique et des connaissances actuelles en eragiaadu sol. Quatre familles d’enzymes
sont distinguées selon la spécificitt du type dactién qu'elles catalysent: les
oxydoréductases (E.C.1), les transférases (E.leydrolases (E.C.3) et les lyases (E.C.4).
D’apres la littérature, les activités les plus camément mesurées dans les sols sont

généralement des hydrolases.

Tableau Il.1. Exemples d’hydrolases impliquées dans les cyclegenichimiques des sols

Elément Enzyme E.C.* Fonction Référence

Carbone B-glucosidase 3.2121 Hydrolyse de la cellobiose vaHi& Tabatabai (1988)
B-galactosidase 3.2.1.23 Hydrolyse de disaccharides Eivazi & Tabatabai (1988)
N-acétyl$-glucosaminidase  3.2.1.30 Hydrolyse de la chitabios Schaefer (1963)

Phosphore  Phosphatase acide 3.1.3.2 Hydrolysehdaplpoesters Tabatabai & Bremner (1969)
Phosphatase alcaline 3.131 Hydrolyse des phespirs Tabatabai & Bremner (1969)

Azote Uréase 3.5.15 Hydrolyse de l'urée Kandel&sébber (1988)

Soufre Aryl-sulfatase 3.1.6.1 Hydrolyse des sulferss Tabatabai & Bremner (1970)

E.C. (Enzyme commission) Nomenclature des enzymes de 'union internatiodalbiochimie et biologie moléculaire

Les activités hydrolases que nous avons considére s études, sont présentées dans le
Tableau 1.1 (Laval et al., 2009 Chapitre 11l ). L'activité déshydrogénase (E.C.1.1) est
souvent utilisée comme indicateur global de [l'atdéivmicrobienne intervenant dans
'oxydation de la matiére organique et dans le tmgltame respiratoire des microorganismes
(Schaefer, 1963 ; Trevors, 1984).

1.2.Origine et localisation des enzymes dans les sols

Les enzymes du sol sont d’origine animale, végétalanicrobienne. Il faut distinguer
deux catégories d’enzymes : les enzymes intrae@dd et extracellulaires. Les enzymes
intracellulaires sont localisées dans le compartincellulaire des organismes vivants et sont
impliquées dans leurs métabolismes intracellulailess enzymes extracellulaires sont
activement sécrétées dans I'environnement (Tabiagabéck, 2002 ; Nannipieri et al., 2003).
Bien que certaines enzymes soient secrétées psydesnes racinaires des plantes, elles sont
essentiellement d'origine bactérienne et fongigles enzymes extracellulaires sont
indispensables a la survie de ces organismes emwliigdnt des polyméres et des substrats
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« inaccessibles », i.e. piégés dans les micropde=ss sols. Ces composés sont alors
transformer en substrats simples (oligoméres, menesn..) et sont transportés a travers les
membranes (Quiquampoix et al., 2002 ; Seiboth et28l05). Par ailleurs, cette digestion
extracellulaire microbienne rend la matiere orgaaigt les nutriments accessibles a d’autres
organismes comme les plantes, et contribue a lduptivité primaire des écosystemes

terrestres (van der Heijden et al., 2008).

Lysis

Resting structure

Dead intact cell

L.VSis

Dead disintegrated
cell

Enzyme-substrate
complex

Living cells
Humic acids :

© Entrapped enzymes
(x) Adsorbed enzymes  (ix)

Humus-enzyme complex Clay-enzyme complex

Figure II.1. Localisation des enzymes dans les sdissu de Kandeler et al., 2007) :
I Enzymes intracellulaires
il. Enzymes membranaires
ii. Enzymes attachées a la surface des membranesiceBul

V. Enzymes relarguées au cours de la croissancel@odeasion cellulaire
V. Enzymes retrouvées dans les spores ou graines

Vi. Enzymes attachées aux cellules mortes ou débligaieds

Vil. Enzymes extracellulaires sécrétées ou libéréeslola lyse cellulaire
viil. Enzymes complexées a leurs substrats

IX. Enzymes adsorbées aux argiles ou aux colloidegauixe

X. Enzymes complexées avec les colloides humiques

Il est a noter que les enzymes retrouvées danwyidk@mement sont généralement
associées aux colloides argileux et humiques céequiconfere une résistance aux facteurs
abiotiques et biotiqued-gure 11.1). Cette association évite leur dénaturation staction

des variations physico-chimiques des sols (pH, &atpre,...) et prolonge leur temps de
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demi-vie. De méme, les enzymes sont moins expoddésction des protéases des sols.
Cependant, cette étroite association des enzyness lag colloides rend trés difficile leur
extraction et leur purification a partir d’échalatils de sol. En effet, d’autres phénomenes
sont mis en jeu que de simples liaisons hydrogémesoniques, comme des liaisons
covalentes ou des séquestrations dans des agpegttsilaires (Gianfreda & Bollag, 1996 ;
Nannipieri et al., 2002 ; Huang et al., 2005).

1.3. Variabilité des activités enzymatiques

Bien que la complexation des enzymes avec lesideodu sol favorisent leur stabilité et
leur persistance, elle engendre des changementsre@tionnels des protéines et modifie
leurs activités spécifiques (Ahn et al., 2000 ; dpaimpoix et al., 2002). Par ailleurs, il est
connu que les niveaux d’activités enzymatiques niédgpet des variations d’expression de
genes et sont affectées par des facteurs enviramtaox (Nannipieri et al., 2002 ; Kandeler,
2007).

Les activités enzymatiques sont maximales danBdegons de surface ou la présence de
la matiere organique est la plus abondante. Cé@ esrréler avec la densité et la diversité
des microorganismes (Eivazi & Tabatabai, 1990 y,R2607). Par ailleurs, la distribution des
enzymes est liée a la structure hétérogene et pora@es sols. Cette structure constitue des
niches écologiques ou microhabitats pour les migamsmes sécrétant alors une grande
variété d’enzymes (Nannipieri et al., 2003). Owtes fluctuations d’activités dans I'espace,
les activités enzymatiques sont également sensibbesariations temporelles et climatiques.
Elles sont en effet affectées par 'humidité etdmpérature, et par conséquent fluctuent en
fonction des cycles saisonniers (Gianfreda & BoIERP6 ; Criquet et al., 2002). La sécrétion
des enzymes par les microorganismes, eux-mémesblesnaux variations climatiques,
dépend de l'expression de génes. Cette régulasbrbien souvent liée aux besoins des
microorganismes et a la disponibilité des élémeantsitifs, lesquels agissent sur lI'induction

et la répression de genésqure 11.2).
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Figure I.2. Régulation des activités enzymatiquepar les stocks de nutrimentgissu de
Olander &Vitousek, 2000) :
- Lorsque les stocks sont faibles, il y a une indurctle la production des enzymes
impliquées dans la minéralisation des nutriments
- Lorsque les stocks sont élevés, il y a un feedhaélatif conduisant a la
suppression de la production enzymatique

1.4. Activités enzymatiques et perturbations anthropiqus

Actuellement, il n'existe aucune méthode permetthextraire efficacement I'ensemble
des enzymes du sol sous forme de pools protéi@eese fait, les activités enzymatiques sont
mesurées directement a partir d’échantillons ds. 4d@s protocoles de mesures mettant en
ceuvre des méthodes spectrophotometriques ou dedtemce, sont généralement simples et
sensible, mais fastidieux a réaliser sur de grasdéss d’échantillons de sols (Tabatabai &
Dick, 2002 ; Kandeler, 2007).

Les mesures d'activités enzymatiques sont austisées pour évaluer les impacts
anthropiques sur les sols d’agrosystemes. Des tode montré que l'utilisation des sols
(prairie, grandes cultures,...), les pratiques calag (amendements, fertilisations,...) et les
pollutions peuvent modifier les activités enzymadg (Nannipieri et al., 2002 ; Gianfreda et
al., 2005). Dans le cas d'une contamination méiadlj il est généralement observé une
diminution des activités hydrolases (Eivazi & Tadeti, 1990 ; Kandeler, 1996). Cependant,
la diversité des méthodes utilisées (échantillansals, cosmes de sols tamisés ou non...) et
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des contextes dans lesquels ont été réaliseesumsséd’'impact sur les sols, rend difficile
linterprétation des résultats en vue de l'étallisent d’'un référentiel de qualité des sols
(Kennedy & Gewin, 1997 ; Laval et al., 2009).

VARIABILITE TEMPORELLE

EFFETS ENVIRONNEMENTAUX

Activités
enzymatiques

Diversité
génétique

ENZYME
PRODUCTION

DIVERSITE DIVERSITE
TAXONOMIQUE FONCTIONNELLE

Figure 11.3. Relation schématique entre la diversité génétiqueseactivitées enzymatiques
sous l'influence de différents facteurs (adaptégBa Nannipieri et al., 2002)

En résumeé :Les activités enzymatiques semblent étre des indiga fonctionnels de lg
gualité et de l'impact de perturbations physique$ ehimiques sur les sols. Il est
indispensable de prendre en considération leursiatons spatiotemporelles et 'effet de
facteurs environnementaux sur ces activités, lesgyaourraient masquer I'impact réel des
impacts anthropiques. Cependant, les enzymes du paimettent d'appréhender des
processus métaboliques dans leur ensemble sans eowrinformations sur les especes
activement impliquées. De ce fait, la relation eatla diversité microbienne et I'expressian

de ses fonctions reste encore tres mal connidigire 11.3).
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2. Enzymes fongiques, biomarqueurs d’exposition aux ni&ux ?

Parmi les microorganismes telluriques, les chamgignfilamenteux représentent la
principale biomasse et sont ubiquistes dans les Hokst estimé que la biomasse fongique
dans les sols excede la biomasse de tous les sngasitelluriques combinés, excepté les
racines Figure 1.1 ; Thorn & Lynch, 2007). Par ailleurs, ce sont deganismes trés
résistants aux stress environnementaux (pH, temypérapollution,...). Ce sont donc des
modeles biologiques intéressants dans le dévelogped'outils pour évaluer I'écotoxicité de

contaminants dans les sols.

Contrairement a celle des bactéries, la diversit&tfonnelle fongique a été peu étudiée.
Pourtant, ces organismes disposent d’'un vastersgst@zymatique extracellulaire (Kjoller &
Struwe, 2002). Par ailleurs, les mécanismes delattgu de la sécrétion du systeme
enzymatique, qui peuvent étre sensibles a l'actiencontaminants, sont peu documentés.
L’amélioration de nos connaissances concernaniviergité fonctionnelle fongique devrait
contribuer a une meilleure compréhension du fonaogment des écosystémes terrestres. Par
ailleurs, I'étude de la réponse des sécrétomesidoag (i.e. de I'ensemble des protéines
sécrétées) aux contaminants pourrait fournir desnldiqueurs d’exposition (Maron et al.,
2007).

2.1.Les champignons du sol

Les champignons sont des organismes eucaryotesrotnéphes, dépourvus de
chlorophylles et constituent un régne propre. Lesmpignons peuvent disposer d’une partie
aérienne appelée sporophore mais ils se caractérssgtout par une importante partie
végétative souterraine, le mycélium. Celui-ci esimposé d’'un ensemble de cellules
filamenteuses plus ou moins ramifiées, les hypl@ss cellules expansives et flexibles
permettent aux champignons d’explorer 'environnenp®ur se nourrir ou accéder a d’autres
ressources. En effet, les hyphes ont la capacitpéemétrer différents solides comme les
cellules vivantes, les litieres, les bois ou lels.siis sont le siege d’'une activité métabolique
importante et assurent des fonctions vitales adessance fongique : sécrétion d’enzymes et
absorption de nutriments. Grace a leur grande @&pde biosynthese et de biocatalyse, les
champignons sont alors des colonisateurs clés deesiécologiques terrestres (Baldrian,
2003 ; Thorn & Lynch, 2007).
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2.1.1. Roéle écologique

Les champignons jouent un réle central dans lekesysiogéochimiques du carbone et
de l'azote car ils sont capables de dégrader destrats complexes essentiellement issus des
plantes (Kjoller & Struwe, 2002 ; Thorn & Lynch, @0. Ce sont des décomposeurs de la
matiere organique tout comme les bactéries. Cepéndantrairement a ces dernieres, ils
interviennent dans les étapes initiales de la digian de polymeéres bruts. Ainsi, les
champignons sont les meilleurs dégradeurs potsndel la cellulose, polymeére le plus
abondant sur terre (Baldrian & Valaskova, 2008hd@ra leur systeme enzymatique oxydatif,
ce sont les décomposeurs prédominants de la lignpedymere récalcitrant dans
'environnement (Baldrian, 2003 ; Bouws et al., 800De par leur fonctionnalité, les
champignons sont alors a la base de nombreux prédeaphiques dans les écosystemes
terrestres. Par ailleurs, ils participent a la démmination des sols grace a leur capacité a

dégrader certains contaminants organiques (Giam&efollag, 2002 ; Mougin, 2002).

Etant hétérotrophes, les champignons doivent trolerecarbone nécessaire a leur

développement. lls sont ainsi distingués selors mddes de nutrition :

- Saprophytisme :les champignons se nourrissent de la matiére mpgamorte ou
en décomposition (feuilles mortes, débris végétauanimaux,...)

- Symbiose :les champignons vivent avec des organismes apt@socomme les
algues pour former les lichens, ou bien les plarf@este symbiose avec le systeme
racinaire des plantes est appelée mycorhize et gteators des échanges de
nutriments et d’énergie bénéfiques pour les degarmuismes. Ils jouent donc un
réle important dans la croissance des plantes.

- Parasitisme : ces champignons colonisent et exploitent la matvante. Ainsi,

ils sont souvent pathogenes pour leurs hétes.

2.1.2. Taxonomie

Le regne des mycetes appelés plus communément mreonp, est représenté par
cing divisions: les Chytridiomycetes, les Glomeyogtes, les Zygomyceétes, les
Basidiomycetes et les Ascomycétes. Cette clastditast basée essentiellement sur leur
cycle biologique et notamment sur leur mode dewption (Lutzoni et al., 2004 ; Thorn &
Lynch, 2007).
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Les Chytridiomycetes, champignons unicellulaires g&néralement aquatiques,
produisent des spores flagellées et peuvent éreuvges dans les sols. lls sont considérés
comme les ancétres de tous les champignons. Clagpésavant chez les Zygomycetes, les
Glomeromyceétes constituent maintenant une divisiompart. Ce sont des champignons
mychoriziens, vivant en symbiose avec les racinas grand nombre de plantes. Malgré leur
grand intérét écologique, uniquement une centaieepdces est décrite a ce jour. Les
Zygomycetes essentiellement représentés par lesorslles produisent des spores non
flagellées appelées les zygospores. Les Basidiamg/aegroupant environ plus de 30 000
especes connues se caractérisent par leurs cedpdemlisées, les basides, ou se développent
les spores. Les Ascomycetes comportent le plusdgraambre d’espéces connues. llIs
expulsent des asques qui sont des sacs renfermsuspdres. La plupart des levures connues

appartiennent a cette division.

Autres Aspergillus
3% 6%

Rhizoctonia
5%

Fusarium
17%

Penicillium
18%

Verticillium
6%

m Ascomycétem Zygomycétesm Basidiomycéetes

Figure I1.4. Estimation de la frequence d’isolement de souchesrfgiques a partir de sols.
(Viaud et al., 2000 ; van Elsas et al., 2000 ; Kweast al., 2000 ; Peciulyte, 2001 ; Kjoller & Stejw2002 ;
Deacon et al., 2006 ; Lynch & Thorn, 2007 ; Wulet2008 ; Zinger et al., 2008 ; Collection MIAE HENRA
de Dijon)

La synthése de plusieurs études d’isolement dehgsufongiques a partir de sols
cultivés combinée a la mycothéque élaborée paRIANde Dijon a permis d’estimer les

souches les plus fréguemment isolées des &aisire 11.4). Les champignons telluriques
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sont représentés en grande partie par les Ascoesyd®0 %). Les principaux genres

retrouvés sont :

- les Fusarium les Verticillium et lesTrichodermadont certaines espéces sont connues
comme phytopathogénes

- les Aspergillus et lesPenicillium dont certaines espéces sont tres utilisées aidgs f
industrielles et pharmaceutiques (synthése d’engydiantibiotiques,...).

Les Zygomycetes isolés des sols sont essentielteraprésentés par I'ordre des Mucorales

avec les principaux genres suivants: Mscors les Rhizopus les Mortierella,... Ces

saprophytes trés répandus ont une croissanceapiteret une grande capacité a sporuler. lls

sont de ce fait considérés comme faisant parti atesnpignons les plus efficaces de la

biosphére. Finalement, les Basidiomycétes les fpiggpiemment isolés des sols cultivés sont

du genreRhizoctonia appelé aussThanatephoruselon le stade de reproduction. Certaines

espéeces sont bien connues dans les mycorhizesetle® phytopathogeénes opportunistes

(Lutzoni et al., 2004 ; Thorn & Lynch, 2007).

2.1.3. Diversité fonctionnelle

Grace a leur capacité a s’'adapter a différentescesude carbone et d'azote, les
champignons sécrétent un vaste équipement enzymatigpable de mobiliser et de
minéraliser différents polymeres naturels et desitcomposés tels que des contaminants
organiques (Kjoller & Struwe, 2002 ; Bouws et &Q08). Lors de cultures liquides, les
champignons ont notamment été étudiés pour leuwvitactigninocellulolytique. Ainsi, des
activitésp-glucosidases ou cellulases impliqguées dans laadégion de la cellulose ont été
mesurées chez des Ascomycetes teAgpérgillus oryzae®u chez des Basidiomyceétes tels
guePleurotus ostreatyfhanerochaete chrysosporum, Irpex lacteuslrametes versicolor
(Di Nardo et al., 2004 ; Baldrian et al., 2006 agweiro & Magan, 2005 ; Oda et al., 2006).
Ces basidiomycétes ont notamment été trés étudiés lpur capacité a synthétiser des
oxydoréductases de type ligninolytique, telles tpgelaccases (E.C. 1.10.3.2), les lignine-
peroxydases (E.C. 1.11.1.14) ou les Mn-peroxydéSeS. 1.11.1.13). Les lignin- et Mn-
peroxydases sont des enzymes contenant un hemeuavatome de Fe et sont,®}-
dépendantes. Le Mn joue un réle de cofacteur piMn-peroxydases. Les laccases dont la
structure a été caractérisée par cristallograghég . versicolor(Bertrand et al., 206, sont

des enzymes dont le pouvoir catalytique est méaliéles atomes de Chidure 11.5).

-34 -



Chapitre Il. Biodiversité fonctionnelle comme iratieur d’écotoxicité dans les sols
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Figure 11.5. Mécanisme d’action des laccases fongiqueg :correspond a un site contenant
un ou deux atomes de Cu. T1 extrait un électrosutistrat réduit et T2/T3 forme un centre
trinucléaire ol I'Q est réduit (issu de Bertrand et al., )02

Bien que le rbéle premier de ces oxydoréductases dmidégrader les matériaux
ligninocellulosiques, ce set enzymatique présentes dintéréts industriels et
environnementaux. Pour leur propriété oxydante,obggloréductases sont trés utilisées en
industries (papier, textile,...). Par ailleurs, cagymes peu spécifiques dégradent une grande
variété de contaminants organiques: bromophéndhs?, arylamines... (Mougin et al.,
2002 ; Cajthaml et al., 2008 ; Uhnakova et al., 2P0Grace a ces propriétés de
biotransformation, les oxydoréductases ont été énégg comme des outils potentiels de
bioremédiation des eaux et des s@ependant, les enzymes doivent étre fixées a uposup
afin d’améliorer leur stabilité et donc leur adié&venzymatique (Ahn et al., 2000 ; Mougin et
al., 2003 ; lkehata et al., 2004).

Depuis une dizaine d’année, les avancées méthadaksy en électrophorése et en
spectrométrie de masse ont permis I'émergenceétiede de la composition des sécrétomes
fongiques (Kim et al., 2007). Ces études protéomsguonnent accés a des profils
d’expression fonctionnelle dans différentes coodsi Ainsi, il a été montré que la sécrétion
fongique varie selon le type de substrat (liquidesolide), la source de carbone ou lors de
stress salins (Oda et al., 2006 ; Gori et al., 200@ng et al., 2007 Sato et al., 2007). Par
ailleurs, bien qu’un grand nombre de protéinesaeeliulaires restent a étre identifiées, cette
approche a permis de caractériser différentes tagle impliquées dans la dégradation de la
cellulose ou la chitine, protéases et peptidasestalloprotéines, estérases, lipases et

oxydoréductases ligninolytiques (Bouws et al., 3008
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Ainsi, ces outils protéomiques contribuent a amétionos connaissances sur le
systeme enzymatique extracellulaire des champigreinsur ses implications dans le
fonctionnement des écosystemes terrestres. Mal@g® iavestigations, la diversité
fonctionnelle et sa régulation dans des conditioaitsirelles ou de stress chimiques restent

encore limitées chez les champignons telluriques.
2.2. Traits fongiques comme biomarqueurs d’exposition ay contaminants

Un trait est une caractéristique morphologiquechiimique ou physiologique mesurable
au niveau de lindividu sans référence a I'envirement ou un autre niveau d’organisation
(Violle et al., 2007). Chez les champignons, lestdrphysiologiques les plus étudiés sont la
croissance, la survie, la sporulation, la producgnzymatique,... L'effet de contaminants sur
ces traits peut conduire a des réponses carairjgeest et de ce fait, faire I'objet de

développement de biomarqueurs d’exposition.

Récemment, la volonté de développer des méthodessphsibles et plus rapides que
les tests classiques de mortalité ou de reproduetipermis la mise en oeuvre du concept de
biomarqueurs (Forbes et al., 2006). Selon van Gé&steran Brummelen (1996), un
biomarqueur est un changement moléculaire, biochimi physiologique ou morphologique
spécifique constaté au niveau de l'individu. Ce#ggonse biologique indique un changement
par rapport a I'état normal et n'est pas détech®z cin individu « sain ». Un biomarqueur
représente donc une signature biologique d’'une @tpPD persistante ou passée de

'organisme a un xénobiotique.

2.2.1. Intéractions des métaux avec les champignons

Dans I'environnement, les champignons participenia adynamique des ETM et
modifient leur biodisponibilité en les piégeant e les solubilisant (Fomina et al., 2695
llIs sont également connus pour concentrer les médams leurs myceéliums ce qui peut
ralentir leur colonisation dans les sols et leutaiélisme (Gobat, 2063 Baldrian, 2003 ;
Tuomela et al., 2005). Les métaux essentiels (QuF2,...) sont généralement absorbés par
des transporteurs membranaires. Du fait de la dadpécificité de ces transporteurs, les

meétaux non essentiels (Cd, Pb,...) empruntent cesam&uoies d’absorption. Par ailleurs, les

-36 -



Chapitre Il. Biodiversité fonctionnelle comme iratieur d’écotoxicité dans les sols

meétaux peuvent s’adsorber sur les membranes. €@eezhbmpignons, le stress métallique se

manifeste par des altérations physiologiques, noéitales et morphologiquesigure 11.6).
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PHYSIOLOGIQUES METABOLIQUES
Figure 11.6. Représentation schématique des différentes inténscentre les meétaux et le
compartiment fongique

Néanmoins, les champignons sont des organismegesissants aux stress chimiques,
disposant de différentes stratégies morphologig{seterotes, unification des filaments
mycéliens,...) et de mécanismes de défense (Crowds&o®, 2001; Lundy et al., 2001 ;
Fomina et al., 200%). Cette réponse adaptative s’exprime généralependes modulations
d’expression de genes. Les mécanismes de toléfangigue aux métaux sont souvent basés
sur leur immobilisation par la synthése de chélatece qui diminue leur biodisponibilité
(Gadd, 1993 ; Jarocz-Wilkolazka et al., 2006). @ésanismes sont :

- La complexation intracellulaire par des métalloties

- Le piégeage par des composés membranaires

- Le piégeage par la matrice extracellulaire de @mgkarides

- La chélation ou la précipitation extracellulaire das métabolites sécrétes tels que

des acides organiques (oxalates,...).
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Bien que les mécanismes d’action ne soient pas biemus, certaines réponses
fongiques aux métaux ont été décrites dans laditiée Figure 11.6). Crowe et al. (2001) ont
montré gu’un stress oxydatif s’accompagne d’uneirdition de la biomasse fongique et
déclenche différentes voies de signalisation iediaaire. Ainsi, cette signalisation conduit &
une sclérotisation des filaments et une inductienlattcases cheRhizoctonia solaniPar
ailleurs, il existe des séquences sensibles auauxéhMetal Responsive Elements (ou MRE),
qui agissent sur la régulation transcriptionnekbegénes. De telles séquences sur des genes
codant pour des oxydoréductases ont ainsi éetéifiéestchez différents champignons comme

T. versicolorou Pleurotus ostreatuglohansson & Nyman, 1996 ; Giardina et al., 1999).

2.2.2. Impacts des métaux sur les traits fongiques

Au niveau morphologique, les métaux provoquent lsiemvent une perméabilisation
et des changements dans la composition et la pigt@m membranaire (Baldrian, 2003). Il a
été montré que le Cd provoque de séveres altésatinorphologiques du mycélium
contrairement au Cu lors de cultures liquided deersicolor(Figure 11.7). Une altération de
la structure du mycélium par le @dégalement été observée en microscopie Diaezlalea

guercina (Gabriel et al., 1996). Cependant, ces observatopralitatives sont difficilement

guantifiables, notamment dans des milieux complerasme les sols.

Figure I1.7. Observations en microscopie électronique a balayd§600) du mycélium de
Trametes versicoloexposé a 1 mM de Cu ou de Cd (Lebrun et al., 2007)

Au niveau physiologique, les métaux peuvent affelet@eproduction (maturation des
spores, germination,...) et la croissance des charmopg(Baldrian, 2003). Dans la littérature,
ce dernier trait est souvent utilisé pour apprébendd toxicité des métaux. En effet, les
meétaux, en inhibant la croissance fongique, incuigge diminution de la production de
biomasse. Ainsi, le Hg et le Cd sont généralemenplus toxiques. Bien que le Cu et le Zn

soient des oligoéléments, le Cu présente des etfététeres a de bien plus faibles
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concentrations que le Zn. Par ailleurs, la toxidgs métaux dépend également de leur
spéciation et de la fenétre d’exposition du champmiy i.e. sa phase de développement
(Forbes et al., 2006 ; Sun et al., 2006 ; van GeXi68).

Au niveau métabolique, les métaux peuvent affdetemactivités et la production des
enzymes intracellulaires et extracellulaires (Balur 2003). Les métaux sont en général des
inhibiteurs de réactions enzymatiques. En effet,senfixant aux groupements thiols des
protéines, ils répriment I'activité enzymatiquer Rdleurs, le Cu et le Cd sont connus pour
leur capacité a se lier aux acides aminés aronmeiqe qui conduit alors a une oxydation des
protéines. Les métaux peuvent également moduleroiduction des enzymes en agissant au
niveau transcriptionnel (Collins & Dobson, 1997gld@ian, 2003).

Il est clair que les interférences des ETM sur f@scessus physiologiques,
enzymatiques et reproductifs des champignons ost amséquences écologiques. La
limitation de croissance ou de reproduction engnés de métaux conduit a des changements
de communautés. Les effets métalliques sur lesigstienzymatiques influencent les flux

d’énergie dans les écosystémes terrestres.

2.2.3. Réponses des enzymes fongiques aux contaminants

En raison du rble important joué par les champigndilamenteux dans le
fonctionnement du sol et de leur capacité a sécréés enzymes extracellulaires, la
connaissance de leurs réponses enzymatiques atantdoants est une étape clé vers le

développement de nouveaux biomarqueurs d’écotéxilihs les sols.

Les ETM peuvent affecter les activités extraceitea de type cellulolytique et
ligninolytique lors de cultures de souches puresdiBan et al. (2005) ont montré que les
hydrolases telles que la glucanase, la xylanasmllialase ou Ig-glucosidase ont tendance a
étre inhibées par le Fe, Cu, Mn, Pb et Zn dPlerirotus ostraetusA I'inverse, certains de ces
meétaux stimulent l'activité laccase. La réponse degdoréductases aux meétaux a été
notamment étudiée chez les Basidiomycetes (Bald#@a3). Par exemple, le Mn joue un
réle important dans la régulation de I'expressies dxydoréductases de type ligninolytique
chezPhanerochaete chrysosporiushle Cu dans I'expression des laccases theersicolor

ou Rhizoctonia solaniL’action du métal au niveau transcriptionnel gkue par la présence
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de séquences MRE. En effet, de telles séquencest@imentifiées sur un gene codant pour
une laccase chd2leurotus ostreatust sur un cluster de génes codant pour des Mignie
peroxydases chek. versicolor(Giardina et al., 1999 ; Johansson & Nyman, 1986)si, la
stimulation de I'activité laccase par le Cu s’acpagne d’'une augmentation de son ARNm
chezT. versicolor(Collins & Dobson, 1997). Par ailleurs, il a éténtré que certains CTO
tels que des pesticides, des composés industrielformestiques (nonylphénol, aniline,
phtalates, organochlorés, HAP...) augmente la mtimtude laccases extracellulaires chiez
versicolor (Mougin et al., 2002). Cela a été observé cheamtéa champignons filamenteux

commePleurotus eryngibu Rhizoctonia solanfMunoz et al., 1997 ; Crowe et al., 2001).

Les oxydoréductases fongigues sont parfois sésrééas plusieurs isoenzymes,
lesquelles disposent de séquences différentes idesaaminés mais catalysent la méme
réaction chimique. Ainsi, des isoenzymes de Mn-pg@tases a été observées clrrercus
ilex (Di Nardo et al., 2004). De méme, il existe quaeupes phylogénétiques d’isoenzymes
de laccases chék versicolor(Necochea et al., 2005). Les deux isoenzymes a@adas les
plus connues et abondantes chez ce champignodisestle type A et de type B (Cassland &
Jonsson, 1999). Lors d’exposition a des contamspaihtpeut y avoir une stimulation
préférentielle d’une isoenzyme donnée. Par exenwlgroduction de lI'isoenzyme de type A
ou LacA, est stimulée par la xylidine (une arylae)ithezT. versicolor Par ailleurs, en
présence de ce xénobiotique, cing isoformes glyéesyde LacA ont été observées. Cette
isoenzyme qui a été cristallisée présente en affetsites de N-glycoslylation possibles
(Bertrand et al., 2002 La glycosylation est un processus post-tradnogd favorisant la
stabilité et la résistance des protéines a la plyggé. Cependant, de telles modifications post-

traductionnelles restent a étre démontrées dazasldes métaux.

En résume: La présence d’ETM dans [I'environnement affecte le étabolisme
extracellulaire des champignons. Il existe une rése adaptative des enzymes fongiques a
une exposition aux contaminants : modulations d’'adgtés et d’expression de genes, [de
production d'isoenzymes et d’isoformes glycosylésisque les contaminants conduisent/ a
des modifications fonctionnelles et post-traductimglles, ces enzymes pourraient étre
utilisées comme biomarqueurs d’exposition pour awal I'état de santé des sols. En effet,
des profils enzymatiques extracellulaires caractfiques ou des formes particuliéres

d’enzymes pourraient étre reliés a une expositiom métal ou a une famille de métaux.
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PARTIE A : A léchelle de [écosystéme et des communautés

N\ 713z

La partie A concerne les expérimentations réalisééschelle de I'écosysteme et des
communautés microbiennes. Les travaux présent@sceivent dans un programme de
recherche initié par TADEME en 2004 et nommeé «iBdlicateurs de qualité des sols ». Afin
d’identifier et de quantifier les perturbationss léransformation du sol et les impacts
anthropiques sur les écosystéemes, ce programmeavid&velopper les recherches sur la
composante biologique des sols pour compléteruéks @hysico-chimiques déja disponibles
(Bispo et al., 2009 ; Laval et al., 2009). Ainsvats indicateurs biologiques ont été évalués
par plusieurs équipes au niveau national: divergmicrobienne, composition des

communautés, absorption des métaux par les orgasides sols, activités enzymatiques...

Dans les sols, les activités enzymatiques jouentdle important dans les cycles
biogéochimiques. De ce fait, elles sont souverisaés comme indicateurs d’'impact de
composés chimiques sur les communautés microbieaneseau fonctionnel (Chapitre 11.1).
Néanmoins, ces activités peuvent étre égalemerdildes aux pratiques agricoles, aux
propriétés physico-chimiques des sols... (Nannigeal., 2002 ; Frey, 2007). Ces facteurs de
confusion pourraient alors masquer l'effet réel nd'stress chimique sur les activités

enzymatiques.

Ainsi, I'objectif duChapitre 11l a été de répondre aux questions suivantes :

- Quel est l'effet des facteurs environnementaux lssr activités enzymatiques
globales du sol ?

- Est-ce que l'usage du sol affecte les activitésymatiques et leur variabilité
spatiotemporelle ?

- Est-ce que les activités enzymatiques globales slmst descripteurs d’une
contamination métallique des sols ?

- Est-ce que les facteurs environnementaux et laitrdu sol affectent la réponse

des activités enzymatiques a un stress chimique ?
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Résultats et discussions. Partie A

Nous avons choisi de mesurer un indicateur glat®all’activité microbienne, la
déshydrogénase (Trevors, 1984), ainsi que cinqvi@di hydrolases impliguées dans
différents cycles biogéochimiques (P, C et N) :dkesphatases acide et alcaline, la N-acétyl-
B-glucosaminidase, IB-glucosidase et 'uréasédbleau 11.1 ; Lagomarsino et al., 2009). Les
activités phosphatase acide feglucosidase sont souvent utilisées comme indicsitees
changements en qualité et en quantité de la matigganique (Gil-Sotres et al., 2005).
L’activité N-acétylg-glucosaminidase joue un réle important dans letesydu C et du N car
elle participe a la dégradation de la chitine eoresti aminés, qui sont une source majeure
d’azote minéralisable dans les sols (Ekenler & Taitmi, 2009). Cette activité est par ailleurs

considérée comme un indicateur indirect de la bgsmdongique (Miller et al., 1998).

Une des originalités de cette étude a été d’évalars un premier temps la variabilité
spatiotemporelle des activités enzymatiques suk cies localisés en Haute-Normandie,
soumis a deux usages agricoles contrastés (petigeande culture). Dans un second temps,
impact du Cu sur ces activités a été évalué ettameen place des cosmes (écosystemes
terrestres miniaturisésje sols non déstructurés incubés a I'extérieurCes conditions
expérimentales se rapprochant alors des conditiendein champ, constituent une approche
originale par rapport aux études classiquement egenicubation en laboratoire de cosmes
remaniés (de sols tamisés) a température et a harnahtrélées (Kennedy & Gewin, 1997 ;
Taiwo & Oso, 1997 ; Martin-Laurent et al., 2003aval et al., 2009).
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Activités enzymatiques globales du sol, reflet des pratiques anthropiques ?
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Résume -Cette étude a pour but d’évaluer le potentiel dgw/ités enzymatiques comme
indicateurs de I'état du sol en vue de I'élaboratitoutils d’aide a la décision agronomique.
Dans un premier temps, nous avons mesuré la idaBpatiotemporelle des activités
enzymatiques, qui sont les phosphatases acidecainal la3-glucosidase, la N-acétfa-
glucosaminidase, l'uréase et la déshydrogénasegoats d'un cycle cultural. Deux sites
(Yvetdt et $ Georges-sur-Fontaine, localisés dans le nord-odesta France) et deux
pratigues culturales contrastées (prairie et ogltintensive) pour chaque site ont été
considérés. Nos résultats ont montré une grandebiléeé des activités enzymatiques dans
'espace et le temps, qui est plus élevée danpdeges que dans les sols cultivés. Dans un
second temps, nous avons évalué I'impact du cuviaide de cosmes incubés au champ
pendant 70 jours. Une concentration agronomiqumsp(@) et une concentration correspondant
a une forte contamination (100 fois plus élévéd)édé prises en compte. L'addition du cuivre
ne cause pas dimpact significatif sur les acts/itéstées par rapport a leur variabilité
spatiotemporelle naturelle. Nous avons démontréndeessité de prendre en compte la
variation spatiotemporelle de descripteurs biologg pour évaluer I'impact réel de
contaminants dans des conditions agronomiquestésili

Mots-clés :prairie ; culture ; cosmes ; qualité des solglicateurs enzymatiques

Abstract - This study aimed at assessing the potential of ex#lymatic activities to be
indicators of solil state, in order to elaborateoagmic decision tools. Firstly, we measured
the spatiotemporal variability of enzymatic aciest namely acid and alkaline phosphatases,
B-glucosidase, N-acetf-glucosaminidase, urease and dehydrogenase, darioge year
cultural cycle. Two sites (Yvetot and Saint GeorgesFontaine, located in the north-west of
France), and for each of them, two contrasted alui@l practices, were considered
(grassland and intensive crop). Our results inditat great variability of enzymatic activities
according to space and time, greater in grassléotd than in cropland plots. Secondly, we
assessed the impact of copper in Terrestrial MBdekystems (TMES) incubated at the field
during 70 days. Both an agronomic (2 ppm) and woase (100-fold higher) concentrations
of metalswere taken into account. Copper addition did netiitein a significant impact on
enzymatic activities, when compared to their natuspatiotemporal variability. We
demonstrated the high requirement to consider paéatemporal variation of the biological
descriptors to assess the real impact of contartsnamealistic agronomic situations.
Keywords: grassland; crop; TMEs; soil quality; enzymatic oators
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1. Introduction

Soils are currently threatened by different typésiegradation linked to agricultural
overexploitation, industrial pollution, sewage gadspreading... (Pierce & Larson, 1993;
Gianfreda & Bollag, 1996). Soil use modifies theunal state which originates from the
pedogeochimical background. Soils were first ofdaécribed by their physical and chemical
components but these components are insufficieneaon about soil functioning. Thus,

considerable research into soil biological quaiiég been undertaken in the last decades.

Among soil biological state indicators, enzymadittivities play an essential role in
soil functions. Since enzymes reflect structure famdtion of microbial communities and, are
key actors of biogeochemical cycles, they could domsidered as an integrative tool.
Moreover, it has been shown by different authoest #nzymatic activity is able of rapid
response to natural or anthropic changes (Nannigpieal., 2002). Then, they should be of
interest to evaluate the ecological functioningoifs and the anthropic impact (van Beelen &
Doelman, 1997).

Copper is added to agricultural soil by two maiye: It is widely used in agricultural
practices against fungal or bacterial pests. Thalated amount corresponds to 2 ppm for the
superficial soil layer (0-10 cm) for one year. Térganic waste spreading is also a potential
source of metal contamination (Christie & Beatfi®89; Madejon et al., 2001). Copper can
then reach important amounts in agricultural ssdmetimes with values higher than the
European limit of 100 ppm (Svenson, 1986; Allowh995; Flores-Vélez et al., 1996).

Enzymatic activities are used to evaluate the ahpapollutants in soil but results are
often incompatible with each others (Ranjard et 2006). Moreover, studies using soil
enzymatic activities as indicators focus mostlytle® impact of agricultural practices (Deng
& Tabatabai, 1997) or pollutants (Avidano et al002; Ranjard et al., 2006) on their
expression, considering a limited number of sampdesong these studies, few have, up to
now, taken into account the spatial and temporaialbdity of the soil activities. This
approach is, however, particularly important in thee evaluation of the impacts observed in
the extremely contrasting systems. Furthermoris, viery difficult to compare the results of
the studies because of the diversity of approadhads, soil type and experiment conditions.

Many studies are carried out in controlled labaratmnditions and can not be extrapolated to
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natural plot conditions. Although these studiesvmle data describing biological indicators, it
is important to understand how molecules used ncature can affect the functioning of

microbial communities in realistic conditions.

The elaboration of a soil biological quality indéy statistical analysis needs the
acquisition of references at national or internaloscale when soil properties present great
spatial variability and soil research studies aregally carried out on limited area. As seen
previously, enzymatic activities are sensible tonyekind of stress among which
physicochemical parameters of soil play an impartate. Then, it is fundamental to know
the spatial and temporal variability of enzymatotiaties measured in order to identify the
effect of trace element or pollutants on these adtiVities. The objectives of our study are to
(1) assess at the plot scale the spatiotemporalbiily of 6 enzymatic activities under two
soil practices (grassland and intensive crop) &jdiq measure the impact of two copper
concentrations on soil activities: 2 ppm as a sahdagricultural dose and 200 ppm
corresponding to contaminated soils.
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2. Material and methods

2.1.Chemicals

Hach reagents were obtained from VWR (Fontenag-8nis, France). All other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich-FlukaQuentin Fallavier, France). Solvents

were from Carlo Erba (Val de Reuil, France).

2.2.Site and Soil characteristics

The field experiments were established in twossitgcated in the north-west of

France, Saint-Georges sur Fontaine and Yvetot.

Soils were luvisols, comprising 18.0% clay, 67.2%# and 14.8% sand for Saint-
Georges, and 18.2% clay, 62.1% silt and 19.7% $andvetot. Their main characteristics
(pH, organic C, total N, C/N and CEC) are preseiitgole I11.1.

For both sites, we considered two agricultural ngan@ent practices: permanent
grassland and intensive crop. Both permanent gnadslare characterized by permanent
cover and no-tillage for more than 25 years. Intast, intensive crops have a history of long

term cropping (wheat, maize, flax or beat croptrotg with ploughing and fertilization.

Table IIl.1. Physicochemical characteristics of stdied soils

Saint-Georges sur Fontaine Yvetot
Grassland Cropland Grassland Cropland
Organic Carbon % 3.06 1.34 3.12 1.00
0.60 0.10 0.53 0.20
Total nitrogen % 0.27 0.15 0.27 0.10
0.03 0.01 0.03 0.04
C/N ratio 11.17 9.31 11.40 9.90
0.57 0.14 0.60 0.60
CEC (cmoles+/g dry soil) 6.77 9.45 10.15 7.06
0.06 0.05 0.01 0.04
pH 4.97 6.82 5.84 6.72
0.47 0.54 0.40 0.15

Bold number is the average values (n = 20 for gdgahsampled in April 2005). Italic number
corresponds to the standard deviation.
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2.3.Soil sampling

Soil sampling was performed in April, June anddbet 2005 in the upper sub-layers
(0-10 cm). Multiple sampling, 20 replicates as diésc in Figure 111.1, were taken from
each plot in order to consider the spatial varigbdf each of the 4 plots. For each replicate,
10 soil cores were collected and mixed to congtimtcomposite sample. Each composite
sample (3-4 kg) was sieved (2 mm screen) and keljol-hoist, then stored at 4°C for the

measurement of enzyme activities which was perfdriess than one week after sampling.

Corresponding to 3 to 4 kg sample @

Depht: 0 —10cm |

Figure 111.1. Sampling design in grassland (a) andcrop (b) at Saint-Georges sur
Fontaine. The experimental design was similar on the sitévatot.

2.4.Enzymatic activities assessment
Measurement of dehydrogenase activity (DH; E.@.111), indicating the level of

global metabolic process in the soil, was adapteah Schaefer (1963). 24 mL distilled water
and 1 mL aqueous solution of 5% 1,3,5-triphenydtattium chloride (TTC) were mixed with
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5 g fresh soil in 30-mL centrifuge tubes. Contwkre prepared without TTC. Incubation was
performed at 25°C for 16 hours. After that perig@,mL acetone was added to the mixture
which was shaken for 5 min in the dark. Subsequesfithkings were carried out every hour.
Finally, TTC was added to the control and all thgtores were centrifuged 5 min at 6000 g.
The absorbance of the supernatant (red coloursa o&formazan formed) was measured at

485 nm. Results were expressed in nmoles TPF ger gpil for 1 hour.

Acid phosphatase (PAC; E.C. 3.1.3.2), alkalinegphatase (PAL; E.C. 3.1.3.13;
glucosidase (GLU; E.C. 3.2.1.21) and N-ac@rdtucosaminidase (NAG; E.C.3.2.1.30)
activities were measured according to a methodtaddpom Dick et al. (1996). 200 pL of
toluene were added to 1 g of sieved soil in ordenhibit microbial activity. Soils were then
incubated with 4 mL of buffer at pH 6, except foklPactivity (pH 11). 1 mL of substrate
was added before a 2-hour incubation at 25°C. Boh sample, a control without substrate
was also incubated. At the end of the incubatiaml1of CaC} (0.5 M) was added in order to
stabilize humic acid, then, 4 mL of NaOH (0.5 M)sagsed to stop the reaction. At this step,
1 mL of substrate was added to control samplessatples were centrifuged at 9000 rpm for
3 minutes. The amount of p-nitrophenol (PNP) wataioked by the measurement of the
supernatant absorbance at 410 nm. Results weressgal in nmoles PNP per g dry soil for 1

hour.

Urease activity (URE; EC 3.5.1.5) was measurearaatg to Kandeler and Gerber
(1988) with slight modification. 50 mL of distilledvater were added to 1 g fresh soil and
shaken for 10 min. Aliquots of the soil solutio®(5uL) were supplemented with 100 pL of
0.4 M urea, which was omitted in the controls. Thixtures were shaken vigorously and
incubated at 25°C for 4 hours. Subsequently, 100f1& salicylate solution (Hach reagent
n°23952-66, 1 bag dissolved in 1 mL water) wereeddd he mixtures were shaken and the
reaction was sustained for 3 min. 100 pL of a cyateusolution (Hach reagent n°23954-66, 1
bag dissolved in 1 mL water) were then added. @tntrvere supplemented with urea. After
mixing, the reaction continued a further 30 mimédHy, the mixtures were centrifuged 2 min
at 10000 g. The absorbance of the supernatant ¢olloerr in case of N-Ni released) was

measured at 610 nm. Results were expressed in amelH," per g dry soil for 1 hour.
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2.5.Impact of copper on soil enzyme activities

This experiment was started in March 2006. We uBsdestrial Model Ecosystems
(TMEs, PVC cylinders of 12.5 cm diameter and 121% deep) fitted with undisturbed soill
columns from 5 representative locations in Yvetoasgland or crop plots. TMEs were

incubated in field conditions during a 70-day pdrimoistened and maintained bare soil.

Three conditions were considered: control withoapper, agronomic copper addition
(2 ppm) and worst case contamination (200 ppm). $MEere spiked with 25 mL of the
corresponding buffered Cu3Q@olution. Control TMEs received 25 mL water. Cappas
well distributed in soils, either in depth or diaere Five TMEs were analysed before the
addition of copper. Then, analyses were perfornrre® @MEs of each treatment after 7, 35
and 70 days of incubation. Soils were sieved a2 lmefore the measurement of enzymatic

activities.

The representativeness of the soil TMEs regarthiegnatural plots was assessed by
measuring enzymatic activities (acid and alkalihegphatase$i-glucosidase and N-acetyl-
B-glucosaminidase) simultaneously in both situatian, the beginning and the end of

incubation period.

2.6. Statistics

The comparison of soil enzymatic activities in tohand contaminated soils has been
assumed by Mann Whitney test with a significaneellef 5%. Variable component analysis
were assessed in order to identify the respeatigortance of cultural practices, site and date
for the first campaign in 2005 and, that of praesicTME establishment, incubation time and
presence of copper for the second campaign in 2006.
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3. Results

3.1.Enzymatic activities in grasslands and croplands

The mean values of enzymatic activities measuatethe three dates are shown in
Table I11.2. The enzymatic activities were generally 2 to BHieigher in grassland than crop
soils. Only urease activity presented the sameigctn both land use types for the two sites.
At the Saint-Georges sur Fontaine site, dehydraggenativity was not significantly different
for the two studied cultural practices and alkalpteosphatase showed greater activity in
cropland than grassland. The variation coefficiesttiewed that enzymatic activities were
highly variable in grassland and cropland of batssincluding at the lowest level of activity.

Table 111.2. Average values of enzymatic activitiesn crop and grassland soils

Saint Georges sur Fontaine Yvetot
Grassland Crop Grassland Crop
Acid Phosphatasgnmol PNP ¢ h%) 1201.6 457.3 1509.7 464.8
644.8 272.4 482.4 2175
53.7 59.6 32.0 46.8
Alkaline Phosphatasenmol PNP @ h?) 284.9 421.9 619.3 369.4
180.5 364.4 564.5 300.7
63.4 86.4 91.2 81.4
B-glucosidasgnmol PNP ¢ h) 365.3 200.7 950.2 293.0
217.4 116.7 435.7 129.1
59.5 58.1 45.9 44.1
N-acetyl$-glucosamin.(nmol PNP gh?%)  328.0 127.2 243.4 86.4
224.7 100.6 100.6 55.4
68.5 79.1 41.3 64.1
Dehydrogenase(nmol TPF ¢ h?) 9.0 7.5 17.8 55
6.8 4.8 16.8 1.6
75.6 64.0 94.4 29.1
Urease(nmol N-NH," g* h'%) 11.7 10.3 15.1 13.9
2.7 0.6 5.8 5.8
23.1 5.8 38.4 41.7

Bold number is the average value including spatipiaral variability (soils sampled in April,
June and October 2005; n = 20 for each activitg)icl number corresponds to the standard
deviation. Coefficient of variation (%) is in italand bold type
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The variation range of enzymatic activities is prasd inFigure I11.2 .
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Figure 111.2. Spatiotemporal variability in grassland and cropland at Yvetot (a) and at
Saint-Georges sur Fontaine (b)For each enzyme, boxes represent the averagetgctivi
open circles represent minimal and maximal values.

The enzymes which showed the greatest variationewacid and alkaline
phosphatases, and to a lesser efiagiticosidase. The variation was greater in grag<fiaan
cropland. For example at YvetofFid. Ill.2a), acid and alkaline phosphatases dhd
glucosidase activities varied respectively from 182501, 7 to 302and 426 to 1960 nmol
PNP g'h™in grassland soils. For these same activities ahge was lower in cropland soils:
from 210 to 1842, 24 to 1291 and 136 to 641 nmoPRjh™. N-acetylf-glucosaminidase
exhibited less variability in two cultivation prasts. The values for grassland were ranged
from 86 to 552 nmol PNP " and for cropland, 20 to 263 nmol PNPhg. The variations
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of dehydrogenase and urease activities do not appesaly in the graph because of the weak
activity measured. In fact, the levels of actiwigre recorded between 3 and 80 nmol TPF g
! for dehydrogenase and 5 to 25 nmol NANg h for urease in grassland and crop

together.

For the site at Saint-Georges sur FontaiR&.(11l.2b) the enzymatic activities
presented less variability than for the site of tdteOnly the acid phosphatase showed a
greater range of variability in particular in gras&l which varied from 137 to 2808 nmol
PNP g'h™. In the soil under crops, alkaline phosphataseveticthe greatest variation from
34 to 1376 nmol PNP ™. On this site, activities were greater in grass$léman in crops

except for alkaline phosphatase.

A variation analysis was carried out in order tentify the most important factor
affecting the soil enzymatic activities: the cudiilon practice, the site or the sampling date
(Table 111.3). The statistical analysis demonstrated clearlgféect of the cultivation practice
only on acid phosphatase and N-ac@bglucosaminidase activities. Urease activity was
mainly influenced by the sampling date. None ofttiree factors can explain the variation for
the other enzyme activities.

Table 111.3. Influence of natural and anthropic factors on soil enzymatic activities in
plots as affected by variance analysis (%)

Enzymatic activities Cultural Site Date Residual
practices variability
Acid phosphatase 65.6 0.0 14.7 19.7
Alkaline phosphatase 0.0 0.0 43.4 56.6
B-glucosidase 21.6 31.7 36.7 10.0
N-acetyl- B-glucosaminidase 41.8 0.0 28.3 29.9
Dehydrogenase 14.7 3.2 26.5 55.6
Urease 0.0 0.0 93.7 6.3

(2005-campaign; n = 200)
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3.2.Validity of TMEs in relation to the studied plots

Figure I11.3 represents the enzymatic activities measured ibatie Yvetot plots and
the TMEs at the same times: at the beginning aedetid of TME incubation in outside
conditions. The results showed that no matter wigichymes are considered or cultivation
system used, the natural variation of activities fi@and both in the plots and in the TMEs.
For the grassland, no significant difference waseobed between the measurements recorded
in the TMEs and the plots. For the cropland, sigaiit differences existed for acid and
alkaline phosphatase activities. In these casesachvity measured in the TMEs was higher
than that measured in the plot but it remains érdnge of variability previously observed for
these activities.
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Figure I111.3. Comparison of soil enzymatic activites measured both in uncontaminated
cosmes incubated for 70 days in outside conditionand in Yvetot field plots (a,
grassland; b, crop) Symbols * and + indicate significant differendestween cosmes and
plots (p<0.05).

3.3.Impact of copper on enzymatic activities

Control and contaminated TMEs were incubated farddys in outside conditions.
The results of TMEs realized from grassland arevshio Figure [11.4 and from cropland in
Figure 111.5 . The activities varied over time for both the cohtand the contaminated TMEs.
In the case of grassland TMEs, copper did not reggnificant effect on soil activities
compared to the control TMEs, except for acid phaspse. A significant effect on this
activity can be observed in grassland at 7 daysheitwo levels of copper contamination: 2
and 200 ppm. This effect disappeared for the 2 [gwel of copper whereas it persisted in the
TMEs treated with 200 ppm of copper during the bation period. In the case of cropland
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TMEs, two enzymatic activities were affected sigrahtly by the presence of 200 ppm of
copper after 70 days of incubation: dehydrogenasd &l-acetylp-glucosaminidase.
Dehydrogenase activity was inhibited by the metahemgas that of N-acetfl-
glucosaminidase was increased. It is importaniote that the significant variations observed

for enzymatic activities remains in the range datsggemporal variability already established.
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Figure 1ll.4. Soil enzymatic activities in grasslaml cosmes uncontaminated o) or

contaminated to 2 @) or 200 (m) ppm of copper. *, indicate a significant difference
between the control and contaminated cosmes (5 0.
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Figure 111.5. Soil enzymatic activities in cropland cosmes uncontaminated o) or
contaminated to 2 (m) or 200 ®m) ppm of copper. *, indicate a significant difference
between the control and contaminated cosmes (p3 0.
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Analysis of variance was carried out in order teniify the most important factor
affecting the soil enzymatic activities: the cudtivon practice, the presence of copper, the
incubation time and the TMEs establishmérrdlle 111.4). The results confirmed the absence
of effect due to the TMEs establishment on the pra&ic activities. They also showed the
lack of effect of copper on enzymatic activitie®% @o 19.2% of the variation can be
explained by the metal for the six enzymatic atiégi The highest percentage was obtained
for alkaline phosphatase. Therefore the variatian oot be fully explained by any of the

factors in this analysis.

Table I11.4: Influence of factors on soil enzymaticactivities in undisturbed soil cosmes
by variance analysis (%)

Enzymatic activities Cultural Incubation Cosme Copper Residual
practices time variability
Acid phosphatase 0.0 47.0 0.0 10.8 42.2
Alkaline phosphatase 12.0 9.6 14.2 19.2 45.0
B-glucosidase 17.6 39.3 0.0 0.0 43.1
N-acetyl- B-glucosaminidase 49.4 131 9.1 2.0 26.4
Dehydrogenase 1.2 27.9 ND 5.6 65.3
Urease 0.0 89.2 ND 2.8 8.0

(2006-campaign; n=114, except dehydrogenase amdeire=90)
ND means not determined
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4. Discussion

4.1. Spatial and temporal variability

The objective for the first part of this study wasassess the spatial (20 replicates per
plot) and temporal variability (three sampling dteof measured enzymatic activities.
Webster & Oliver (2001) showed that the spatialalality of enzymatic activities could be
very high over short distances. The results of study confirm this finding. Enzymatic
activities are highly variable with variation caefénts sometimes higher than 90% for a
given site. Variability is linked to the distribati of other factors such as humidity and the
level of organic matter (Jordan et al., 1995; Beays et al., 1998; Killham & Staddon,
2002). Other authors have established correlati@mtaeen enzymatic activity and physical
and chemical properties of the soil (Grierson & Ada 2000; Taylor et al., 2002; Gianfreda
et al., 2005). In this study, enzymatic activite® shown to be mainly correlated with the
cultivation practises, i.e. with the levels of aamband total nitrogen which is consistent with
previous results. Other than the spatial varigbdit the physical and chemical properties of
the soll, it is important to highlight the spatiariability linked to the scale of the studied
habitat in microbial ecology. Indeed, the soil mmposed of an assembly of aggregates
forming micro-habitats in which the flow of nutx@& elements, air and water influence the
functioning of the biological communities respomsifor the enzymatic activities (Robert &
Chenu, 1992). Despite the intra-plot variationsenbsd, the statistical analyses carried out
have not highlighted an effect of the sampling sitethe measured enzymatic activities. This
is probably due to the high similarity of the pedinatic characteristics of the sites which is

however encouraging for the robustness of the eatigrtool.

The temporal variability of the measured enzymatvities is very high in cropland
and grassland soils. This is particularly noticedbl urease, aryl-sulfatase ahglucosidase
activities which had 94%, 40% and 38% variabiliégpectively. Taking into account to the
temporal variability is particularly important ingculture because it allows, other than
climatic factors, to integrate the diversity of ttexhnical practices and vegetative growth
stage which have an impact on the microbial pomriatand their activities (Calbrix et al.,
2005). In this study, amongst the physicochemi@abhmeters measured, moisture was the
element which varied most with the sampling da&so%ariation of humidity is linked to the

date of sampling.
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This spatiotemporal variability of enzymatic adies observed in this study and
indicated in the literature (Nannipieri et al., B)Omplies the necessity to establish a data
base-line in the given pedo-climatic conditiongyexsally when the objective of the study is
to assess the impact of an anthropogenic actisiy (hanagement, pollutant..) on the levels
of activity. However, published studies, which aathassessing the impact of a pollutant on
biological communities in the soil, position thermwes most often only at a level of
comparison between a control and a contaminatdd(Ekénler & Tabatabai, 2002 This
study provides the first data base of enzymaticvities at plot level and under realistic

agricultural conditions for the north-west of Franc
4.2. Effect of copper

The originality of our study on the impact of ceppesides in the fact of having
incubated the TMEs in field conditions in a wayttlsaas close as possible to that which can
be found in the original plots. The comparison @asured activities in TMEs and in plots at
the same time clearly shows that the experimempialcach used here is capable of modelling
what happens in the field. The experimental apgroaesented also the interest of not
modifying the structure of the soil, in contrastiioubations of sieved soils which are widely
used to test the effect of pollutants (Ranjard let 2006). Taking into account the large
existing interactions between the components of gbk and exogenous molecules, the

conservation of soil structure is a significant aichage.

If a comparison is made between the control andE3 ldolluted at 200 ppm of copper,
the results are then similar to that found in ttexdture and the enzymes studied are diversely
affected by the addition of copper. The activitied p-glucosidase, N-acety-
glucosaminidase, urease and alkaline phosphataseot@ppear under the experimental
conditions of the study to be affected by the pmeseof copper. These results are in
accordance with other reports which did not fing affect of copper on diverse enzymatic
activities (Demanou et al., 2006; Avidano et a02; Gianfreda et al., 2005). Other studies
have however demonstrated a certain sensitivitgraymatic activities to the presence of
copper: forp-glucosidase (Giller et al., 1998; Hinojosa et 2D04), alkaline phosphatase
(Wang et al., 2007, urease and dehydrogenase activities (Mikano®862 and for a

selection of 11 enzymatic activities (Kandelerlet96).
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Under the experimental conditions, only the atiggi of acid phosphatase and
dehydrogenase appear to have been inhibited byptesence of copper in this study.
Dehydrogenase activity was the most sensitive. Géraig Brookes (1991) showed that
copper present in the soil could interfere at iheetof the measurement of the activity by
limiting the development of the coloration thusuethg an under-estimation of the activity.
Preliminary trials during this study indicated tiiais interaction occurred at concentrations of
copper far superior to those used here. Moreovesgaction in the activity of dehydrogenase
was observed during the 2006-campaign comparetied?®05-compaign; if the effect of
copper was really an artefact of measuring thes ¢ffiect would have appeared as from the
first year of experimentation. However, if it conte the activity of dehydrogenase or acid
phosphatase, the attributed variations to the poesef copper always remains inferior to the
recorded annual natural variation at the levehefplot. Finally, the 200 ppm of copper is far
higher than the authorised agricultural rate; ninetess, the different studies used to assess
the impact of copper are often carried out with mhigher rates between 120 and 1630 ppm
of copper (Avidano et al., 2005; Kunito et al., 20@0ang et al., 2007 Xie et al., 2009).
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5. Conclusion

The present results constitute the first datalokes#ing with enzymatic activities in
plots of the north-west region of France. They ulmge the great natural variability of 6
enzymatic activities. In this study, we show tha tmpact of agricultural practices and land
use is more important than the impact of coppeitiatdon the expressed level of enzymatic
activity. Two hypotheses can explain our results:

) The added copper was not uniformly applied avatailable for micro-
organisms. Giller et al. (1998) showed that metdided at the surface of the soil can be held
in the superficial horizon without disruption ofcerobial activity. Nevertheless, an additional
laboratory experiment showed that our way of copgaplication lead to a homogenous
distribution of the metal, either over the surfawedepth of the TMEs. EDTA extractions
proved the bioavailability of copper.

i) In a bare soiin situ, the amount of available organic carbon shouldtlime
exponential development of microbial biomass. lat thituation, micro-organisms should be
poorly sensitive to contaminants. Clarifying thadim requires the setting up of further
research. Thus, sieving the soil makes organicotaedvailable, with a stimulation of soll
micro-organisms (Jenkinson, 1966), and therefarkamge in their physiological state. If this
hypothesis proves to be true, it could be of camitgportance for agricultural applications.
Indeed, the ecotoxicological effect of chemicaématments should vary according to land use

and soil management.
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PARTIE B : A [échelle de individu, Trametes versicolor

Dans la partie A, nous avons vu que les activitgymatiques testées dans les sols ne
semblent pas étre des descripteurs d’'une contaomnnatétallique, probablement du a la
grande variabilité spatiotemporelle des activieésda redondance fonctionnelle des enzymes
choisies. Cela peut également s’expliquer par smdg diversité microbienne et de ce fait,
limpact d’'un métal peut différer d’'une espece & @aotre au sein d’'une méme communauté.
Par ailleurs, les sols sont des systemes dynamidames lesquels les microorganismes sont
sous difféerents états physiologiques (selon ledasles de développement), ce qui peut
affecter la sensibilité et I'intensité de leursagpes. Ainsi, il est important de comprendre et
d’élucider les mécanismes d’action des métaux ehéde de l'individu afin d’établir des
réponses biologiques spécifiqgues a une exposition.

Parmi les microorganismes telluriques, les changrignconstituent la principale
biomasse des sols. Ces acteurs clés du fonctiommeataes sols sécretent un vaste équipement
enzymatique capable de dégrader différents polysmaturels. Ainsi, les champignons sont a
la base de nombreux réseaux trophiques grace egtande capacité de biocatalyse et de
biosynthese. En culture liquide, il a été obserué tiexposition de champignons a des
contaminants conduit a des modulations d’activii@symatiques et des modifications post-
traductionnelles. Des réponses caractéristiqueggient étre reliées a un stress chimique, et

constituer de ce fait des outils pour évaluer t'émsanté des sols (Chapitre 11.2.).

Puisque I'expression du potentiel fonctionnel deampignons dans un état naturel ou
de stress est mal connue, l'intérét d'utiliser [@®fils fonctionnels fongiques comme
indicateurs d’exposition métallique est avant tiauité. Ainsi, les études réalisées dans cette
partie B ont pour but d’améliorer nos connaissanaas les bases physiologiques de la
régulation et de la sécrétion des systémes enzyuetifongiques, et sur 'impact des métaux

sur ces systémes fonctionnels.

Nos études se sont focalisées sur deux famillesizgiees : les hydrolases,
communément utilisées pour mesurer le fonctionnérdes sols et les oxydoréductases de
type ligninolytique, plutét spécifiques des commuiéa fongiques. Des profils enzymatiques

(mesures d’activités) et protéiques (analyse de®ssmes) ont été établis a partir de cultures
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Résultats et Discussions. Partie B

liquides deTrametes versicoloexposé ou non a des métatlixversicolora été choisi pour sa
capacité a sécréter des oxydoréductases, dontdedactions et leurs activités sont sensibles
a la présence de contaminants (Mougin et al., 2@ plus, les mécanismes de synthése des
oxydoréductases sont mieux décrits dans la liiégafjue ceux des hydrolases (Johansson &
Nyman, 1996 ; Collins & Dobson, 1997 ; Bertranalet2002 ; Necochea et al., 2005).

L'objectif du Chapitre IV a été d’évaluer l'influence de I'état physiologégaur la
réponse du systeme enzymatique a un stress meea(lg cuivre) cheZ. versicolor

Les questions soulevées sont :

- Quelle est la distribution des activités hydrolag¢soxydoréductases dans les
différents compartiments fongiques (intracellulairembranaire/extracellulaire) ?

- Quelles sont les enzymes préférentiellement sé&gét@r le champignon ?

- Est-ce que la phase de développement conditionsictétion des enzymes ?

- Est-ce qu’un stress métallique modifie les prafisssécrétion des enzymes ?

- Est-ce que la phase de développement influencensitslité de la réponse des

enzymes a un stress meétallique ?

L'objectif du Chapitre V a été de déterminer des réponses caractéristiques a
métaux au niveau enzymatique et protéique. L'exjprsideT. versicolora alors été élargie
aux principaux métaux retrouvés dans les solsvédti Cu, Zn, Pb et Cd. Une des originalités
de cette étude a été de tester les métaux sews oacktail, ce qui est plus représentatif des
multi-contaminations des sols.

Les guestions soulevées sont :

- Est-ce que les métaux testés seuls ou en cocktadifient les profils

extracellulaires au niveau enzymatique et protéitjue

- Est-ce qu'il existe une corrélation entre une matioh d’activité et la quantité de

protéines sécrétées ?

- Est-ce que la diversité fonctionnelle est affegigeune exposition métallique ?

- Y a-t-il un effet cumulatif des métaux en présedeeocktail ?

- Les réponses sont-elles caractéristiques a un métalun ensemble de métaux ?

- Est-ce que I'exposition métallique conduit a l'ition d’isoformes spécifiques ?

- Existe-t-il des modifications post-traductionnellesprésence de métaux ?
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CHAPITRE IV

Bases physiologiques de la sécrétion du systéme fonctionnel fongique
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Chapitre 1V. Bases physiologiques de la sécrétinsydstéme fonctionnel fongique

Résumeé -La relation entre I'état physiologique des champignet la réponse de leur systeme
fonctionnel aux métaux n’est pas connue, ce quitdintiutilisation des enzymes fongiques
comme outils pour évaluer I'écotoxicité des meétdars les écosystémes terrestres. Cette étude a
pour but d’établir comment les phases de développémodulent la sécrétion des enzymes du
champignon filamenteuX;rametes versicolgm@prés exposition au cuivre (Cu). Pour ce faies, d
activités hydrolases (phosphatases acide et a¢aml-sulfatasd}-glucosidaseff-galactosidase

et N-acétylB-glucosaminidase) et oxydoréductases extraceladaiflaccase, manganése et
lignine-peroxydases) ont été suivies dans desresltiquides pendant deux semaines. Le Cu a
été ajouté a 20 ou 200 ppm lors de la phase dssamie ou de la phase stationnaire. Nos
résultats ont montré que le Cu a la plus forte eotration modifie la sécrétion des enzymes,
guelque soit la phase d’exposition du champigna@pedant, la sensibilité de la réponse au Cu
dépend de la phase de développement et du typeydensécrétée. De facon générale, la
production des hydrolases est diminuée par le @digaque celle des oxydoréductases est
fortement augmentée. Par ailleurs, la lignine pgilaxe non détectée dans les cultures contréles,
est spécifiquement produite en présence du métals Mvons conclu que les oxydoréductases
fongiques pourraient étre des biomarqueurs d’eposau Cu pour évaluer I'écotoxicité.

Mots-clés :Champignons filamenteux, Hydrolase, Laccase, Mimpgtase, Lignine peroxydase

Abstract - The relationship between the physiological stdtéungi and the response of their
functional system to metals is not known, hencaetilig the use of fungal enzymes as tools to
assess metal ecotoxicity in terrestrial ecosyst@imes.present study attempts to establish how the
development phases modulate the secretion of erzyméhe filamentous fungugrametes
versicolor, after exposure to copper (Cu). For that purpesé&acellular hydrolases (acid and
alkaline phosphatases, aryl-sulfatas@;glucosidase, p-galactosidase and N-acef4-
glucosaminidase) and oxidoreductases (laccase, anasg and lignin peroxidases) were
monitored in liquid cultures for two weeks. Cu vaakled either during the growth or stationary
phases at 20 or 200 ppm. Results of the preseay showed that Cu at the highest concentration
modifies the secretion of enzymes, whatever thesldgwment phase to which the fungus was
exposed. However, the sensitivity of enzyme respont® Cu depended on the phase
development and the type of secreted enzyme. lanargl way, the production of hydrolases
was decreased by Cu whereas that of oxidoreducteesesighly increased. Furthermore, lignin
peroxidase was not detected in control culturesveasl specifically produced in the presence of
Cu. To conclude, fungal oxidoreductases may beraatig biomarkers of copper exposure for
ecotoxicity assessment.

Keywords: Filamentous fungi, Hydrolases, Laccase, Mn-permadaignin peroxidase
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1. Introduction

Soil pollution due to human activities is a worldei problem with serious
consequences on the health of the ecosystems.eldase of metallic pollutants into the soll
and the non-degradability of these elements havéol¢heir important accumulation in biota,
and often cause adverse effects on biological Bystdhe assessment of these effects, at the
least on soil functioning, remains a research suiljecause of the lack of efficient tools. Soil
microorganisms produce extracellular hydrolasesciwhiake part in the initial step of the
mineralization of biopolymers such as celluloselutin, and are also involved in the cycling
of phosphorus, sulfur or nitrogen. As a consequetitese biochemical actors play an
important role in the soil functioning (Nannipieet al., 2002). Thus, global hydrolytic
activities are commonly measured in soils for mdegades to assess their health, functioning
and quality in the presence of pollutants (DickQ71,9Ascosta-Martinez & Tabatabai, 2000;
Kahkonen et al., 2008). It is assumed that higlelewf activity reflect high soil quality
whereas low levels mean toxic effects. Nevertheléss physiological bases of these
assumptions remain to be determined in filamenfongi representing one of the largest

biomass in terrestrial ecosystems (Kjoller & Stru2@02).

Saprophytic fungi, considered as the predominamgratkers of lignin, have been
particularly studied for their ligninolytic oxidodectases, such as laccases or peroxidases
(Bollag & Leonowicz, 1984; Orth et al., 1991; Bouetsal., 2008). An environmental interest
to this fungal set of enzymes has increased beaafudeir ability to degrade a variety of
organic xenobiotics (Donnelly et al., 1997; Mough al., 2003; Cajthaml et al., 2008).
Although fungi have mechanisms for metal tolera(@Baldrian, 2003), the activity of their
extracellular enzymes has been shown to be moduthieng the metal exposures in liquid
cultures. Cu increases the extracellular laccasdifferent filamentous fungi (Crowe &
Olsson, 2001; Levin et al., 2002; Baldrian et 2006). It is also known that Cu induces the
laccase transcription ifirametes versicolofCollins & Dobson, 1997). Heavy metals, such as
Cu, Zn, Mn or Pb, modify the extracellular activdi/cellulolytic and ligninolytic enzymes in
Pleurotus ostreatugBaldrian et al., 2006). In this fungus, the deliytic activities were
generally decreased and the laccase activity wagased by all tested metals. Because of
these functional modulations, it is assumed thag&ll enzymes may be used as tools to assess

the metal ecotoxicity in soil.
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Soil is a dynamic system in where fungi are in dgfowr stationary phaséis a
consequencethe fungal response to metals can depend on tleielaboment phase in
environmental conditions. Since the relationshippeen the physiological state of fungi and
the response of their enzymatic system to a maedssis not known; the predictive interest
in such fungal biomarkers to metal exposure is @elmited. Furthermore, the fungal
responses to metals can be also modulated by &dbtrs such as the physico-chemical
characteristics of soil or the availability of mletdy an inoculation strategy, the influence of
these factors on fungal enzymatic activities canaleessed in terrestrial systems. For
example, the fungal biomass and laccase activitye wigonitored after an inoculation of
versicolor or Cunninghamella elegansn soil contaminated by polycyclic aromatic
hydrocarbons (Rama et al., 2001). Thus, it is fdasp use fungi and their enzymatic system
in bioassay studies. However, before performinglietitaking into account the complex
properties of soil, it is first necessary to impgowur knowledge of the response of the
enzymatic system of fungi to metal stress at tlgamism level, in order to determine the

relevance of using fungal enzymes as biomarkensatél exposure.

The present study aims to establish how the dewsop phases influence the
response offrametes versicoloto copper at the functional level. Copper has betaned
because it is a common contaminant of soils fromyregrosystems, amounting from 100 to
1000 ppm (mg/kg of soil), whereas geochemical \&alnenon contaminated soils are between
5 and 30 ppm (Parat et al., 2002; Heijerick et 2006; Laguerre et al., 2006). Two main
families of enzymes involved in terrestrial ecosystfunctioning were monitored: hydrolases
(B-glucosidase, N-acetyl-glucosaminidasej-galactosidase, acid and alkaline phosphatases,
and aryl-sulfatase) and oxidoreductases (laccasagamese and lignin peroxidases) in liquid

cultures ofT. versicolor
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2. Material and methods

2.1.Culture conditions and metal exposure

Trametes versicoloATCC 32745 was grown in a liquid culture mediurantining
maltose and ammonium tartarate as carbon and aiir@gurces (Lesage-Meesen et al.,
1996). A mycelium mat on agar plugs (10 mm diamasuwnoculated into 10 ml of culture
medium in150 ml Erlenmeyer flasks. Cultures weneied out statically in the dark at 25 °C.
After 3 or 9 days of incubation, 100 ul of 8 « 5HO (VWR, > 99% purity) sterilized by
filtration (0.2 pum pore size membrane) were addedthe liquid cultures at final
concentrations of 20 or 200 ppm (g of culture medium). Controls were realized witho
metal addition. The experiments were carried ouhV@ independent replicates (3 fungal

cultures) per treatment (5 conditions) and per sagplay (8 dates).

2.2.Sampling

At different days of incubation over a 16 days perimycelia were harvested by a
nylon screen (40 um) and dried for 48 h at 80 °Omonitor the fungal growth. This
determination of the dry weights of fungal biomagss also used as an indicator of metal
toxicity. The mycelium free culture was used foe thxtracellular activities assays, the
guantification of total proteins by the Bradford thied using bovine albumin as a standard
(Bradford, 1976) and total sugar amounts by thesdelSomogyi method (Nelson, 1944).

For intracellular activities, mycelia were washea ftimes with ice-cold physiological
water (NacCl, 9 g/l), frozen at - 20 °C for 24 h ahéwed to rupture cells. Mycelia were
ground in a mortar to liberate intracellular enzgmiklembrane debris were separated from
the ground extract by centrifugation at 6000 g3omin at 4 °C. Obtained supernatants were
filtered through 0.45 um pore size membranes aed tesmeasure intracellular activities. For
membrane activities, membrane debris pellets warghed twice with cold citrate/phosphate
buffer (0.05 M; pH 5), centrifuged and resuspenttetheasure membrane activities (Seiboth
et al., 2005).
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2.3. Activity assays

Hydrolase activities were assayed using their respesubstrates of conjugated para-
nitrophenyl (Sigma-Aldrich). Assays were carried mu96-well microplates, by mixing 120
pl of substrate solution (25 mM) in acetate buffed M) with 80 pl of enzymatic samples,
followed by incubation at 37 °C. After 45 min, 50qf Na&,CO; (1 M) was added to stop the
reaction. The liberation of para-nitrophenol by yanatic hydrolysis of the substrate was
determined at 405 nm. Acid phosphatase (EC 3.1.B-Zjucosidase (EC 3.2.1.21B-
galactosidase (EC 3.2.1.23), and N-acgtglucosaminidase (EC 3.2.1.30) were tested at pH
4.5, aryl-sulfatase (EC 3.1.6.1) at pH 7 and atlkalphosphatase (EC 3.1.3.1) at pH 10
(Keshri & Magan, 2000; Kim et al., 2004). The staretsolutions of para-nitrophenol were
treated in the same way as the samples.

Laccase (EC 1.10.3.2) activity was measured by toong the oxidation of 2,2'-
azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic) acidniM; &420 = 36 000 M' cmit) at 420 nm in
citrate/phosphate buffer (CPB; 0.1 M, pH 3.0) at@(Wolfenden & Willson, 1982). Lignin
and manganese peroxidases (EC 1.11.1.13 and ECL1.14) activities were monitored
respectively by the oxidation of veratrylic alcolf®lmM; &310= 9 300 M* cm*) at 310 nm in
CPB (pH 3.0) in the presence 0f® (0.6 mM) (Tien & Kirk, 1984) and the oxidation &f
(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-buten-2-one (1 m&fzs = 18 300 M' cmi?) at 334 nm in
CPB (pH 5.0) in the presence of MnS®.1 mM) and HO, (0.4 mM) (Paszczynski et al.,
1986). Solutions of enzymes were added to a fimdlinae of 1 ml and the kinetics were
monitored for 30 s.

Assay mixtures containing membrane debris sampés wentrifuged (10 000 g for 1
min) before absorbance reading. Intracellular, aodlilular and membrane activities were
measured in triplicate and expressed in U/g drghtedf fungal biomass (U/g d.w.). Controls
were done with enzymatic samples boiled to inactihee activities, and treated in the same
way during the enzymatic assays. One unit of agtiwias defined as the amount of enzyme

that catalyzed 1 pumol substrate in 1 min.
2.4. Statistical analyses

Means and standard errors (SEM) were calculatenh fihree independent sets for
each biological variable measured. Statistical ys®s were performed by XLStat
(Addinsoft). The significant differences were teistath p < 0.05.

-70 -



Chapitre 1V. Bases physiologiques de la sécrétinsydstéme fonctionnel fongique

3. Results

3.1.Fungal development and metal toxicity

The growth ofT. versicolorwas first determined in order to identify the deyghent
phases over a 16 d peridéd. 1V.1). In the absence of metdl, versicolorgrew during 8 d.
This growth phase was related to the consumptiocavaflable sugars in the liquid medium.
The fungus then entered in stationary phase fram®d when the source of carbon (sugars)

was exhausted. This stationary phase was followedl decline phase from 9 to 16 d due to a

cell lysis.
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Figure IV.1. Sugar concentration in culture mediumand growth of Trametes versicolor
exposed to Cu at 20 (a) or 200 (b) ppnSymbols: unexposed) or exposed to Cu added
either during the growtha or stationary£) phases. The values are means + SB#8).

Copper was then added at 20 or 200 ppm eithereaBdin 9 d of fungus incubation,
during the growth or stationary phases respectivligatever the concentration of Cu added
during the growth phase @), the metal had no effect on the growth Tof versicolor
compared to the unexposed contfa( IV.1a and 1V.1b). However, the fungus reached the
stationary phase earlier for the concentration@ @pm linked to a faster loss of sugars in
the liquid mediumFig. 1V.1b). When Cu at 200 ppm was added in the stationaage (9 d),

the lysis rate was significantly increased compaoettie control fig. IV.1Db).
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2.2.Distribution of enzymatic activities

Hydrolase and oxidase activities were measure@ximnacellular, intracellular and
membrane compartments in the absence of metaltablisk the localization of enzymes
produced byT. versicolorduring the growth and decline phasésy( I1V.2). Aryl-sulfatase
and lignin peroxidase activities were not deteatb@tever the development phases. Among
the detected activities, it can be observed thathgtirolase activities are principally
associated with cells (> 85 % of total activities)the growth phaseF{g. IV.2a). Acid
phosphatase}-glucosidasep-galactosidase and N-acefidglucosaminidase activities were
distributed between intracellular and membrane @uimments, except for alkaline
phosphatase which was only intracellular. By caifraxidase— laccase and Mn-peroxidase
— activities were preferentially found in the exeHglar compartment (> 45 % of total
activities). This distribution was slightly affedtan the decline phase-i@. 1V.2b). The

principal difference appeared fd-galactosidase activity whose extracellular parts wa

increased five times compared to the growth phase.

.

Figure IV.2. Distribution of enzymatic activities in the different compartments of
Trametes versicolorafter 6 or 12 days of incubation, in growth (a) orstationary
(b) phases respectivelySymbols: extracellula(m), membrane &) and intracellular of)
compartmentsThe activities expressed in U/g d.w. were repoaggercentages<£9). N.D.
means not detected.
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2.3.Protein secretion during the fungal development

The regulation of protein secretion during the dawment of T. versicolor is

presented irFigure IV.3. In the absence of metal, a first peak of seanetippeared during

the growth phase reaching 16.9 jagndg dry weight of fungal biomass on day 3. A second

peak occured during the decline phase of the fumdiese the value of total secreted proteins

amounted to 27.4 mg/g d.w. on day 14. The coppeitiad at 20 ppm either in the growth or

stationary phase slightly modified the protein esdon compared to the unexposed control
(Fig. IV.3a). However, the metal at 200 ppm altered the g of secretionKig. 1V.3b).

Its addition during the growth phase led to a ltergn effect by decreasing the stimulation of

protein secretion occurring during the decline phd3espite variations in the amount of

secreted proteins, its addition in stationary ptthdanot prevent this stimulation.
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Figure 1V.3. Effect of copper at 20 (a) or 200 (b)ppm on the protein secretion by
Trametes versicolorSymbols: unexposed+{¢—) or exposedo Cu added either during the
growth ¢-o--) or stationary--A--) phases. The values are means + SBEM).

-73-



Chapitre 1V. Bases physiologiques de la sécrétinsydstéme fonctionnel fongique

2.4.Secretion of hydrolases and oxidoreductases

Among extracellular enzymes detected and secretesignificant amounts by.
versicolorin the absence of Cu, two sets of enzymes cansti@glished according to their
secretion profile in culture conditions. Each sad la peak of activity either during the growth
or decline phase related to the peaks of protareien of the fungusHig. 1V.3 vs Fig. IV.4
and IV.5). A first set including acid phosphatas@;glucosidase and N-acetyl-
glucosaminidase, was mainly secreted during theitrphasefig. 1V.4 and IV.5). Peaks of
these activities were at least 2-fold higher tHagirtactivity average over the culture period
(Table 1V.1). By contrast, a second set gatherfiigalactosidase and oxidoreductases
laccase and Mn-peroxidase was poorly produced during the growth phase andlgna
secreted during the decline phaseg( IV.4 and IV.5). Peaks off-galactosidase, Mn-
peroxidase and laccase activities were at leasfoRiShigher than their activity average over
the culture periodTable 1V.1).
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Figure 1IV.4. Responses of extracellular acid phosgtase (a) andp-galactosidase (b)
activities to Cu at 20 ppm inTrametes versicolorSymbols: unexposed——) or exposure

to Cu added during the growthf--) or stationary(--a--) phases. The values are means *
SEM (n=9).
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Figure 1V.5. Responses of extracellular hydrolase a( B-glucosaminidase; b, B-
glucosidase) and oxidase (c, laccase; d, lignin perdase) activities to Cu at 200 ppm in
Trametes versicolorSymbols: unexposed-{¢—) or exposed to Cu added during the growth
(--o--) or stationary{a--) phases. The values are means + SEM).

Table IV.1. Averages and peaks of extracellular awtities (U/g d.w.), and effect of
copper in cultures of Trametes versicolor

Copper addition
Control Growth phase Stationary phase
Average  Peak (day) 20 ppm 200 ppm 20 ppm 200 ppm

Acid phosphatase 2.00 4.26 (5) 107 52* 76 44
B-glucosidase 0.93 1.86 (3) 142 43* 174 182*
N-acetyl-B-glucosaminidase 0.24 0.50 (3) 98 25* 89 55*
B-galactosidase 0.29 1.04 (14) 138 21* 164 90
Mn-peroxidase 11.66 34.36 (14) 125 330* 76 149
Laccase 36.33 98.13 (14) 169* 418* 133 730*

Number in parentheses indicates the day of actpeigk. Effect of copper on activities
expressed in % of control is in italic.

* Significant effect of copper during the expospeziod p < 0.05).
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2.5. Effect of copper on extracellular enzymes

The exposure of. versicolorto Cu showed that the metal modifies the produactib
extracellular enzymes. However, this response wae-dependent. Applied at 20 ppm, Cu
slightly altered the secretion profiles of hydr@asand oxidoreductases compared to the
controls, whatever the development phase to wiielfungus was exposed (see examples in
Fig. IV.4). Only the laccase production was significantiynstated by a factor of 1.7 during
the exposure period when Cu was added in growteepliable 1V.1). Applied to 200 ppm,
Cu highly modulated the extracellular activiti€sg, IV.5). In every exposure phase except
for B-glucosidase, all hydrolase activities were de@dady Cu (see N-acetpl
glucosaminidasefrig. IV.5a). The B-glucosidase activity was increased when the nvetel
added in the stationary phagég. IV.5b). The production of extracellular oxidoreductases,
such as laccase and Mn-peroxidase, increased stiakyaby Cu at 200 ppm (see laccase,
Fig. IV.5c). Moreover, the exposure @t versicolorto Cu resulted in a specific response of
lignin peroxidase produced only during the decphase fig. 1V.5d). However, the intensity
of enzyme responses to Cu depended on the phasdopleent Table 1V.1). Acid
phosphatase, N-acetflglucosaminidase,p-galactosidase and peroxidases were more
sensitive to a metal addition during the growthgehthan during the stationary phase. It was
the opposite situation for laccase.
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5. Discussion

Among filamentous fungi, the rot-white species westadied especially for their
ligninolytic oxidases. However, the knowledge abbath their extracellular hydrolases and
functional diversity is still limited. In the presestudy, it was shown thaf. versicolor
produced extracellular hydrolases, such as acidpitaiase or glycosidasésdlucosidasef3-
galactosidase and N-acefAglucosaminidase). These hydrolases are involvethenintake
of phosphorus and the degradation of natural palgnseich as cellulose or chitin. The
distribution of enzymatic activities in differentirfgal compartments provided a snapshot of
the localization of the enzymes. Hydrolases weremsally associated with cells, i.e. in
membrane and intracellular compartments. It coddekplained by the involvement of the
glycosidases in the degradation of di-saccharidegktwcan enter the cell by permeases
(Seiboth et al., 2005). By contrast, ligninolytitzgmes known to depolymerase extracellular
substrates (Baldrian, 2003; Bouws et al., 2008)ewareferentially found in the outside
environment. This is in agreement with the ideadifion of signal peptides involved in the
secretory pathways in genes coding for lignin andpdroxidases iit. versicolor(Johansson
& Nyman, 1996).

The present study showed that the secretion of batddl proteins and enzymes
depends on the physiological stateTofversicolorin these culture conditions. During the
growth phase, there was a panel of oversecretegtipsoincluding acid phosphatade,
glucosidase and N-acetftglucosaminidase. During the decline phase, théeprsecretion
was highly stimulated, related to the increase ahe activities, such as laccase, Mn-
peroxidase an@-galactosidase. When the fungus was submitted tigenti exhaustion like
carbon limitation, it could thus activate metabdallternative pathways associated with a new
enzymatic production pattern. For example, it iswn that the production of laccases and
peroxidases are increased when medium carbon dsh@@gh et al.,1991). A release of
intracellular proteins due to the cell lysis observduring the decline phase can not be
excluded. However, ligninolytic oxidoreductases lamewn to be constitutively produced at
the extracellular level in several fungi of diffatdaxons (Bollag & Leonowicz, 1984; Orth et
al., 1991; Crowe & Olsson, 2001; Baldrian 2003). rbtiver, B-galactosidase activity is
basically extracellular irHypocrea jecorina also known for several filamentous fungi,

including Aspergillus and Penicillium species (Seiboth et al., 2005). In addition, afieali
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phosphatase which was only intracellular, was nahd in extracellular medium during the

cell lysis.

By their adaptation mechanisms to different stressacluding metal tolerance and
their involvement in nutrient cycles (Kjoller &Stue, 2002; Nannipieri et al., 2002; Baldrian,
2003), fungi are of ecological relevance. In thespnt study, copper, one main metallic
contaminant in soils from agrosystems was testadafRet al., 2002; Heijerick et al., 2006;
Laguerre et al., 2006). The originality of the mmtsstudy is to test the impact of copper on
enzymatic equipment according to the fungal phgsjicial state. Results of the present study
showed that the response of extracellular enzymmabd metal was dose-dependentTin
versicolor The copper addition at a geochemical level (2@)pglightly altered the secretion
profiles of enzymes. At a higher contamination 16i200 ppm), Cu modified the secretion
profiles of hydrolases and oxidoreductases indegathd of physiological state off.
versicolor Generally, the production of hydrolases was deswd by Cu whereas that of
oxidoreductases was highly increased. But the Behsof enzymatic responses depended on
the physiological state of the fungus and the tyjpgecreted enzyme. A decrease in activities
of cellulolytic hydrolases includinf-glucosidase, has also been observed in the presdnc
Cu in Pleurotus ostreatugBaldrian et al., 2006). Insofar as incubationseafracellular
enzymes were performed in the presence of coplpisrgecrease in hydrolase activities was
not due to an interaction of Cu with enzymes atdktacellular level in the present study
(data not shown). Among tested hydrolases, frjjucosidase gave a controversial response
according to the exposure phase. Its activity viasutated only when Cu was added during
the stationary phase. This process may be dudllttysis accentuated in the presence of the
metal Fig 1V.1.), releasing consequently intracellufaglucosidases. However, that was not
observed for other hydrolases. An increase in tiglytic oxidoreductases, like Mn-
peroxidase and laccase, has been reported ing¢serpre of Cu in different filamentous fungi
(Collins & Dobson, 1997; Crowe & Olsson, 2001; et al., 2002; Baldrian et al., 2006).
We showed that the exposure ©f versicolor resulted in a specific response of lignin
peroxidase Kig. 1V.5d). This enzyme, not detected in control culturessvepecifically
produced in the presence of Cu which has not regdrt the literature. The stimulation of
oxidase production can be explained by a metab@acit transcriptional level. Indeed, Metal
Responsive Elements or MRE have been characteoameitie laccase gene B ostreatus
(Giardina et al., 1999) and on a gene cluster gpdiom Mn- and lignin peroxidases in.
Versicolor (Johansson & Nyman, 1996). Thus, it has been obdeaivat RNA coding for a
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laccase is increased in the presence of Clu wersicolor(Collins & Dobson, 1997). By the
presence of MRE on their genes, the oxidoreductemas be pertinent fungal biomarkers of

metal exposure in more complex environment.

In summary, filamentous fungi represent one of mdjmmass in the terrestrial
ecosystems and are essentials for their functionfgong these microorganismg.,.
versicolor produces both hydrolases and oxidoreductasesviedah the cycles of nutrient
elements. The exposure of this fungus to coppesstmodulates the secretion of enzymes.
Since a metal stress can lead to functional modukstindependently of the fungal
physiological state, the response of these bioatednaictors may be used as biomarkers of
copper contamination. The fact that oxidoreductasespreferentially secreted and highly
stimulated during the metal stress makes theseneemyseful for this purpose. Finally, the
present study constitutes a first step in the wtdeding of the regulation and the secretion of
functional systems of fungi and their response moe#al stress in order to improve enzymatic
tools for ecotoxicity assessment. Byoculation of fungi specialized in the oxidorechss
production in copper contaminated soils, furthexd&s should allow to assess the influence

of complex properties of soil on these functioraponses.
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Résumeé -Le lien entre la sécrétion du systeme extracetiellat un stress chimique est encore
mal connu chez les champignons. Dans cette étods,avons investigué I'effet du Zn, Cu, Pb et
du Cd testé seul ou en cocktail équimolaire suptefils de sécrétion dérametes versicoloau
niveau enzymatique et protéique. Pour ce faire hgdsolases (phosphatase aciglglucosidase,
B-galactosidase et N-acétdglucosaminidase) et des oxydases extracelluldieezase, Mn-
peroxydase) ont été suivies dans des culturesdkguiLe sécrétome fongique a été analysé par
électrophorese et la sécrétion de la laccase caéaétérisée par western-blot et spectrométrie de
masse. Nos résultats ont montré que toutes legtésthydrolases sont inhibées par les métaux
testés seuls ou en cocktail alors que les actiax§slases sont spécifiquement stimulées par le
Cu, Cd et le cocktail métallique. Au niveau prot&gqles expositions métalliques modifient les
profils électrophoretiques du sécrétome fongiquaffetictent la diversité des protéines sécrétées.
Deux isoenzymes de laccase, LacA et LacB, ideesfigpar spectrométrie de masse sont
différentiellement glycosylées selon I'expositiorétallique. La quantité de LacA et de LacB
sécréteées est fortement corrélée a la stimulatohadtivité laccase par le Cu, Cd et le cocktail
métallique. Ces modifications fonctionnelles ettgosductionnelles confortent I’hypothése que
les enzymes fongiques pourraient étre des biomargukexposition aux metaux.

Mots-clés : Hydrolases, Oxydases ligninolytiques, Laccase, é@écre, Biomarqueurs, Cocktall

métallique

Abstract - The knowledge of the link between the secretionexifracellular system and a
chemical stress is still limited in fungi. In theepent study, we investigated the effect of Zn, Cu,
Pb and Cd tested alone or in equimolar cocktathensecretion profiles at enzymatic and protein
levels in Trametes versicolorFor that purpose, extracellular hydrolases (gtidsphatasef3-
glucosidasep-galactosidase and N-acefiAglucosaminidase) and ligninolytic oxidases (laecas
Mn-peroxidase) were monitored in liquid culturesungal secretome was analyzed by
electrophoresis and laccase secretion was charactdry western-blot and mass spectrometry.
Our results showed that all hydrolase activitiesem@hibited by the metals tested alone or in
cocktail whereas oxidase activities were specifjcstimulated by Cu, Cd and metal cocktail. At
protein level, metal exposures modified the elgdimetic profiles of fungal secretome and
affected the diversity of secreted proteins. Twazdese isoenzymes, LacA and LacB, identified by
mass spectrometry were differentially glycosylaaedording to the metal exposure. The amount
of both secreted LacA and LacB was strongly coreelavith the stimulation of the laccase
activity by Cu, Cd and metal cocktail. These fumcél and post-translational modifications of
extracellular system suggest that fungal enzymekidze used as biomarkers of metal exposure.
Keywords: Hydrolases, Ligninolytic oxidases, Laccase, SeanetdBiomarkers, Metal cocktail
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1. Introduction

Multiple metal contaminations due to human acwgtihave become a major
environmental and health problem. The release délsiénto the terrestrial ecosystems has
led to their important accumulation in biota antenfalters biological systems. These non-
biodegradable contaminants travel up the trophanshand enter bioaccumulation processes
(van Gestel 2008). Thus, essential metals in exagssell as metals with no biological role
can result in adverse effects for living organisrasd consequently on the terrestrial
ecosystem functioning. However, the metal assedsoremiota remains a research subject

because of the lack of efficient tools.

Since fungi represent one of the largest biomassriastrial ecosystems, the response
of their extracellular enzymatic systems to metaffers promising perspectives for
ecotoxicological assessment, providing the mechaisf metal action are well known. By
their ability to adapt their metabolism to varicugtrient sources, saprophytic fungi are key
colonizers of ecological niches and play a majée o the terrestrial ecosystem functioning
(Kjaller and Struwe 2002; Bouws et al. 2008). Theseroorganisms produce extracellular
enzymes involved in the nutrient mobilization anoh@nalization of biopolymers. Proteomic
studies of the totality of secreted proteins, teerstome, have recently begun to emerge in
fungi (Kim et al. 2007). Although a great numbereatracellular proteins still remains to be
identified, various types of hydrolases and oxidagsere characterized (Oda et al. 2006; Sato
et al. 2007). However, saprophytic fungi considessdhe predominant degraders of lignin,
have been rather studied for their set of lignihiolgxidases, such as laccases or peroxidases,
for biotechnological, industrial and environmergpplications (Mougin et al. 2003; Ikehata et
al. 2004). In spite of these investigations, thencfional diversity and secretion of

extracellular enzymatic system in biological oest state in fungi is still limited.

Although fungi have mechanisms for metal toleratice,activity of their extracellular
enzymes can be modulated during metal exposuraliBal2003). Metals, such as Cu, Zn,
Mn or Pb, modify the activity of cellulolytic hydiases and ligninolytic oxidases fieurotus
ostreatus(Baldrian et al. 2006). In particular, Cu is knowm increase the extracellular
laccase in different filamentous fungi (Crowe & §ia 2001; Baldrian et al. 2003 and 2006).
This oxidase response to metals has been explahdarthnscriptional level. Collins and

Dobson (1997) showed that the stimulation of lagcastivity by Cu corresponds to an
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increase in its mMRNA iframetes versicolorindeed, Metal Responsive Elements, or MRE,
have been characterized in the gene of laccagteurotus ostreatu¢Giardina et al. 1999)
and in a gene cluster coding for manganese- arminigeroxidases inT. versicolor
(Johansson and Nyman 1996). Furthermore, laccasbecanduced as different glycosylated
isoforms after exposure to 2,5-xyldine, a well kmowrganic inducer of fungal laccases
(Bertrand et al. 2002a; Kollmann et al. 2005). Tior &nowledge, such post-translational
modifications have not been observed after metabgures. Thus, these functional and post-
translational modifications could provide fungabimiarkers for metal ecotoxicity assessment.
But the influence of metals on the extracellulazyenatic system in fungi remains poorly

documented, limiting the predictive interest oflsfiegngal biomarkers.

In the present study, we investigated the effecinetals on secretion profiles at
enzymatic and protein levels in an efficient ligniagrading fungusl. versicolor The fungus
was exposed to essential metals, Zn or Cu, andessential metals, Pb or Cd in liquid
cultures. Assays with metal cocktails were realized order to reflect multiple
contaminations. At enzymatic level, we monitored #ctivities of two main enzyme families
involved in the terrestrial ecosystem functionihgdrolases (acid phosphatageglucosidase,
B-galactosidase and N-acePAglucosaminidase) and ligninolytic oxidases (laecasin-
peroxidase). At protein level, a comparative analys electrophoresis of total extracellular
proteins was carried out to provide an overviewsedretion profiles. The laccase secretion

was characterized by western-blot and mass speetrpm

-84 -



Chapitre V. Impact des métaux sur les profils fametels fongiques

2. Material and methods

2.1.Culture conditions and metal exposures

Trametes versicoloATCC 32745 was grown on a liquid culture mediumntaining
maltose and ammonium tartarate as carbon and eiiregurces (Lesage et al. 1996). A
mycelium mat on agar plugs (10 mm diam.) was irateal into 10 ml of culture medium in
150 ml Erlenmeyer flasks. Cultures were carried gatically in the dark at 25 °C. After 3
days of incubation, 100 pul of ZngQACuSQ, CdSQ or PbC} sterilized by filtration (0.2 um
pore size membrane) were added into liquid cultatésal concentrations of 0.25 or 1 mM.
Experiments with cocktails of four metals in equiardy were realized at final
concentrations of 0.25, 1 and 4 mM. Controls weralized without added metal and the

experiments were carried out with three independepiicates per treatment.

After 5 days of metal exposure, mycelia were haeaby a nylon screen (40 um) and
dried for 48 h at 80 °C to determine the fungahimss, also used as a toxicity indicator. The
mycelium free culture was filtrated through a 0.@-filter and used for the extracellular
activity assays, the quantification of secretedens by the Bradford method using bovine
serum albumin as a standard (Bradford 1976), amgtbtein preparation for electrophoresis.

2.2.Activity assays

Acid phosphatase (EC 3.1.3.3);glucosidase (EC 3.2.1.21p-galactosidase (EC
3.2.1.23), and N-acetyl-glucosaminidase (EC 3.2.1.30) activities were yassaising their
respective substrates of conjugated p-nitropheBighta-Aldrich). Assays were carried out in
96-well microplates, by mixing 160 ul of substratution (25 mM) in acetate buffer (pH
4.5, 0.1 M) with 40 ul of enzymatic samples, folehvby incubation at 37 °C. After 45 min,
50 pl of NaCQO; (1 M) was added to stop the reaction. The liberatf p-nitrophenol by
enzymatic hydrolysis of the substrate was deterchaie405 nm (Keshri and Magan 2000).

The standard solutions of p-nitrophenol were tréateghe same way as samples.

Laccase (EC 1.10.3.2) and manganese-peroxidase 1(EC1.14) activities were
measured respectively by monitoring the oxidatib@,8-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic) acid at 420 nm in citrate/phosphate buftePB; 0.1 M, pH 3.0) (Wolfenden and

-85 -



Chapitre V. Impact des métaux sur les profils fametels fongiques

Willson 1982) and the oxidation of 4-(4-hydroxy-Zthoxyphenyl)-3-buten-2-one at 334 nm
in CPB (pH 5.0) in the presence of MnsS&hd HO, (Paszczynski et al. 1986). Solutions of

enzymes were added to a final volume of 1 ml.

Activities were measured in triplicate and exprdsse U/g dry weight of fungal
biomass. One unit of activity was defined as thewam of enzyme that catalyzed 1 pumol
substrate in 1 min. Controls performed from boilzymatic extracts to inactive the

activities, were treated in the same way as thekzm

2.3.Extracellular protein preparation for electrophoresis

The extracellular filtrates were concentrated i@@-by an Amicon 10 kDa filter at
4°C and resuspended in 10 ml of Tris-HCI buffer @8, 50 mM) twice to remove salts. For
protein precipitation, cold acetone with 0.0¥4nercaptoethanol (- 20°C) were added in
concentrated protein solutions (3:1 v/v). After mgand incubation of 30 min at - 20°C, the
samples were centrifuged at 14 000 g for 10 mire péllets were washed with cold acetone
and then air-dried. The dry protein pellets wergsdived in 200 pl-solution containing 2 %
SDS, 8 M urea and 50 mM Tris-HCI (pH 6.8) and iratiglol 24 h at 4 °C. The proteins were
separated by SDS-PAGE (poly-acrylamide gel eletiwogsis) using 4% stacking gel and
12.5% separating gel at 110 V with Mini-proteanceigphoresis cell (Biorad) and proteins
were stained using the Coomassie Blue standardochéBiorad). Glycosylated isoforms of
laccases induced by exposureTofversicolorto 2,5-xyldine were purified as described by
Bertrand et al. (200%, and used as controls for the laccase charaatieniz The molecular
weights were estimated by comparison with a comialeprotein mixture (Precision plus

protein standards, Biorad). Electrophoresis gelewlene from three independent sets.

2.4.Western Blot and sample preparation for LC-MS

The proteins were electro-transferred (0.8 mA/ofrgel) from the electrophoresis gel
to a nitrocellulose membrane using a Trans-blot (@brad). Detection of laccase on the
membrane was performed with rabbit anti-bodies amlgination with goat anti-rabbit Ig
conjugated with alkaline phosphatase (Jolivaltle2805). The intensity of revealed spots
was quantified by imager (ImageQuant, Amersham) ratetted to the dry weight of fungal

biomass. Western blots were done in triplicate.
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Bands of interest were excised from the electroggis gel and distained by sequential
washing with 50% acetonitrile in 25 mM ammoniumaslwonate. The samples were then
reduced with dithiothreitol and alkylated with iG@tamide according to the procedure
described by Jolivalt et al. (2005). After digestiwith trypsin, the resulting peptides were
extracted from the gel pieces according to stangaodocols. The peptide mixtures were
separated by nanoflow liquid chromatography (LCi(éhos-ultimate II, Dionex) and
analyzed in a quadrupole/time-of-flight hybrid magsectrometer (MS) (QTOF global,
Waters) equipped with spray ion source. Acquiregca were searched against the protein

databases of Mascot (http://www.matrixscience.com).
2.5. Statistical analyses
Means and standard errors (SE) were calculated froee independent cultures for

each measured biological variable. Statistical ys®sl were performed by XLStat
(Addinsoft). The significant differences were teistath p < 0.05.
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3. Results

3.1.Growth and protein secretion as affected by metals

The ability of Trametes versicoloto grow in the presence of metals was monitored in
liquid cultures. The results after 5 days of metgbosures are given Figure V.1A. Zn and
Pb did not significantly modify the biomass prodot of the fungus compared to the
unexposed control. On the contrary, Cu and Cd bait effect at 1 mM by decreasing the
biomass production at 80% and 71% of control biamwaspectively. The fungal exposure to
metal cocktails at 1 and 4 mM led to decrease enftingal biomass about 81% and 77%

respectively.
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Figure V.1. Fungal biomass (A) and total proteins ecreted (B) by Trametes versicolor
exposed for 5 days to Zn, Pb, Cu or Cd tested alor in equimolar cocktail. Symbols:
final concentrations of 0.2m), 1 (w) or 4 mM @). The values are mean + SE for triplicate
cultures (* p < 0.05).

The quantification of total proteins secretedToyversicolorafter exposure to metals
tested alone or in cocktail is shownhkigure V.1B. At 0.25 mM, metals had no significant
effect on the amount of secreted proteins, exaap€Ctl. At 1 mM, Zn and Pb decreased the
protein secretion about 2-fold whereas Cd incredisisdsecretion about 2.5-fold compared to
the unexposed control. Without effect at 0.25 mM tmetal cocktails provided contrasted
effects on the protein secretion for the highestceatrations. The amount of extracellular

proteins was increased at 1 mM whereas it was deedeat 4 mM.
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3.2.Functional responses to metals

T. versicolor produced significant amounts of both extracellulgdrolases (acid
phosphatasef}-glucosidase -galactosidase and N-acefAglucosaminidase) and oxidases
(laccase, Mn-peroxidase) during liquid cultures.eThroduction of these extracellular
enzymes shown iRigure V.2, is modulated after 5 days of metal exposure. & figsctional

responses to metals differ according to the enzZamdy.

Concerning to the hydrolases, their productionewgecreased by all metals tested
alone or in cocktail, but this response was noeditependent. Some metal exposures.of
versicolor led to total inhibitions of hydrolase activitieslo B-galactosidase activity was
found in the presence of Pb or the cocktail at 4 mhi no N-acetyp-glucosaminidase
activity in the presence of Pb or Cd at 1 mM, a tlocktail at 4 mM. Concerning to the
oxidases, their production was increased only by @i or metal cocktails. However, the
sensitivity of oxidase response to metals depermmtedhe concentration and considered
enzyme. The laccase activity was stimulated froBb GnM of Cu, Cd or cocktail as dose-

dependent way whereas the Mn-peroxidase activigystismulated only from 1 mM.
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Figure V.2. Response of extracellular hydrolases @noxidases ofTrametes versicolor
exposed for 5 days to Zn, Pb, Cu or Cd tested alorge in equimolar cocktail. Symbols:
final concentrations of 0.2@), 1 () or 4 mM @). The values are mean * SE for triplicate
cultures (* p < 0.05).
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3.3.Electrophoretic profiles as affected by metals

The total secreted proteins ©f versicolorexposed for 5 days to metals alone or in
cocktail were run in electrophoresis. Electrophorgtrofiles obtained for the highest
concentrations are shown kigure V.3. In the absence of metal, the protein separation i
electrophoresis allowed to distinguish about 15dsam our conditions. The majority of
secreted proteins exhibited of molecular masset0df00 kDa. The metal exposures led to
the modifications of electrophoretic profiles comgzhto the control. In the presence of Cu,
the intensity of the 50 kDa-band is strongly insexzh In the case of Pb, we can observe a
decrease in the diversity of secreted proteins Wighdisappearance of bands. This decrease
was more important in the presence of cocktail atM. In all culture conditions, a 59 kDa-

band corresponding to that of purified laccaseasut induced by xylidine was observed.
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Figure V.3. Electrophoresis analysis of secretomexd Trametes versicoloexposed for 5
days to Zn, Pb, Cu, or Cd at 1 mM or metal cocktag at 1 (K1) or 4 mM (K4). 1/10 of
total secreted proteins for each culture conditivese run in electrophoresis gel (12.5%).
Symbols: S, standard proteins; Lac, glycosylateddae isoformes induced by xylidine.

3.4.Characterization of laccase secretion

The laccase secretion was characterized by webtetand obtained spots are shown
in Figure V.4. Results confirmed the presence of laccase aré@rikDa. A slight difference
of 5 kDa was observed according to the metal exgo#t 4 mM, the metal cocktail gave 2

spots suggesting the presence of laccases diffaligrglycosylated, as observed with laccase
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isoforms induced by xylidine. It is noted the app@ae of another laccase at around 50 kDa
whose the migration is slightly affected by the ahetxposure. In the absence of metal, the
guantification of spots by imagefFig. V.4B) showed that the 59 kDa-laccase is 5-fold more
secreted than the 50 kDa-laccase. The spot inyensithese two laccase isoenzymes is

notably increased in the presence of Cu, Cd andlroetktails.

A . --~—--._

Ctrl Zn Pb Cu Cd Kl K4 Lac

;&mlﬂﬂﬂ

Figure V.4. Western Blot of laccase#) and quantification by imageBJ of 59 kDa @) and
50 KDa-laccasen) isoenzymes ol rametes versicoloexposed for 5 days to Zn, Pb, Cu, or
Cd at 1 mM or metal cocktails at 1 (K1) or 4 mM {(K#ac, glycosylated laccase isoformes
induced by xylidine.

The 59 and 50 kDa-bands from electrophoresis gele analyzed by using LC-MS.
These obtained peptic spectra allowed to idenfifhe two laccase isoenzymes. The 59 kDa-
band corresponded to a sequenced laccase isoendymype A, called LacA (accession
number D13372), and the 50 kDa-band to laccasenzyoee of type B, called LacB
(accession number U44430). The characteristic gpeptof each isoenzyme are given in
Table V.1 They covered 21 % and 27.9 % of protein sequemdesacA and LacB

respectively.
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Table V.1.Characteristic peptides of two laccase isoenzyohestiied by mass spectrometry
from unexposed cultures ®fametes versicolor

Sequence E value Mass (Da) Accession no.
Type A 55826 D13372
STSIHWHGFFQK 0.00017 1473.7 T versicoloj
LGPAFPLGADATLINGK 2.2e-006 1653.9
SAGSTVYNYDNPIFR 0.0036 1702.8
SPSTTTADLSVISVTPGK 7.3e-006 1759.9
SPSTTTADLSVISVTPGKR 6.7e-011 1916.0
ANPNFGNVGFTGGINSAILR 6.2e-008 2018.0
QAVVVNGGTPGPLITGNMGDR 0.017 2068.1

Type B 55771 U44430
MPVPGSPTPGGVDK 0.00049 1353.6 T.(versicolo}
FPLGADATLINGLGR 3.6e-006 1513.8
DAIVVNGVVPSPLITGK 7.4e-006 1677.9
SASTPTAALAVINVQHGK 2.8e-007 1763.9
SASTPTAALAVINVQHGKR 3.8e-008 1920.0
ANPNFGTVGFAGGINSAILR 7.6e-008 1975.0
YDVDNESTVITLTDWYHTAAR 7.2e-007 2469.1
YQGAPVAEPTTTQTPSVIPLIETNLHPLAR 2.6e-005 3213.7
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4. Discussion

The improvement of the knowledge on the functiahiaérsity of fungal communities
contribute to progress in the understanding oketrial ecosystem functioning. Saprophytic
fungi were particularly studied for their lignindiky oxidase set. However, the knowledge
about both their extracellular hydrolases and fionet diversity is still limited. Our results
showed thaT. versicolorproduces extracellular hydrolases (acid phospbegteglucosidase,
B-galactosidase and N-acefdglucosaminidase) involved in the cycling of phospand the
degradation of natural polymers such as cellulas# ehitin. This fungus known for the
lignin-degrading efficiency is thus able to useesthutrient sources. Despite a toxic effect of
Cu and Cd at high concentratiofis, versicoloris tolerant to metals suggesting its ability to
grow in environment contaminated by metals. It own that fungi have adaptation
mechanisms to different stresses including metpbsure (Baldrian 2003). Thus, fungi have
ecological potential for the development of expesbiomarkers to metals in terrestrial

ecosystems.

In this present study, we hypothesized that metaldify the fungal secretion profiles.
The metal impact on the extracellular enzymatidesysof T. versicolorwas assessed by
exposures to essential or no biological role metalsted alone or in cocktail, more
representative of multiple contaminations of ecteays. When the fungus is exposed to Zn,
Pb, Cu or Cd, all hydrolase activities are decrgaseT. versicolor But the response of
extracellular hydrolases is not dose-dependenexBibits the stronger inhibitive effect, with
75 and 91 % average inhibitions of all tested hlgd® activities at 0.25 and 1 mM
respectively. This average inhibitive effect of atimetals, Zn, Cu and Cd is ranged between
55-65 %. A decrease in activities of cellulolytigdnolases has also been observed in the
presence of Cu, Mn and Pbteurotus ostreatu@aldrian et al. 2006). By contrast, oxidase
activities— laccase and Mn-peroxidase are specifically stimulated by Cu and Cd whereas
Zn and Pb have no effect on these activities. Tineugation of laccase activity by Cu, known
in different fungi (Crowe & Olsson 2001; Baldriahat. 2006), is explained at transcriptional
level inT. versicolor(Collins and Dobson 1997). Furthermore, MRE segeseneere found
on genes coding for laccases or peroxidases imuaifungi (Johansson and Nyman 1996;
Giardana et al. 1999). When the fungus is exposenhdtals in cocktail, the response of
functional system is dose-dependent. Thus, thetaidskat 0.25, 1 and 4 mM lead to the
average inhibitions of tested hydrolase activittee 59, 65 and 95 % respectively. The
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sensitivity of oxidase response to metals also wgp®n the considered enzyme. Although
testing metals in cocktail is an original approaths difficult to discriminate the part of each
metal on these functional responses. Indeed, metitieetotal concentration of cocktails nor
the concentration of each metal in the cocktailsagelated to the effect of a metal taken
alone. There may be competition processes betweenntetals in their distribution in
different fungal compartments and in internalizatexternalization processes (Hu et al.
2003).

In order to obtain an overview of protein secnetpyofiles, a comparative analysis in
electrophoresis of total secreted proteins wasexhout between a biological or metal stress
states ofT. versicolor(Fig. V.3). Although our objective was not to identify thetracellular
proteins, the electrophoretic profile showed a g of secreted proteins in the absence of
metal. In our conditions, it is noted that the sapan of extracellular proteins by
monodirectional electrophoresis is limiting. In @lestress conditions, the fungal secretion
profiles are altered. Pb at 1 mM and metal coclahid mM led to the most important
decreases in protein diversity. That is consistétit the decrease in amount of total secreted
protein and in hydrolase activities. Thus, metdleca the regulation of extracellular system
secretion in the fungus. To confirm this metal itpave chose to characterize the laccase
secretion inT. versicolorbecause the regulation mechanisms of oxidasebedter known
than those of hydrolases. We have thus identifienl isoenzymes of laccase around 59 and
50 kDa, LacA (accession number D13372) and LacBcgsgion number U44430)
respectively. Although the alignment of their pioteequences showed a similarity near 65%,
these two isoenzymes belong to distinct phylogengtoups (Cassland and Jénsson 1999;
Necochea et al. 2005). LacA 5-fold more secreteh thacB in our culture conditions is
known to be the major isoenzymeTinversicolor(Cassland and Jonsson 1999; Mougin et al.

2003) and to be induced by organic compounds ssiglylaline (Bertrand et al. 2002a).

Our results showed that metals can induce theugtmh of LacA, but also that of
LacB which is not yet described in the literatuce dur knowledge. We found a strong
correlation between the total amounts of secrededalse isoenzymes and the stimulation of
laccase activity by Cu, Cd and metal cocktails (y8.421x; R? = 0.89). We have said
previously that metals can act at transcriptioeakl. However, this present study confirms
that the metal action also leads to both the efficiranslation and secretion of active laccase

isoenzymes. Furthermore, glycosylated isoforms wbserved for our two isoenzymes after
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metal exposure affecting their migration during tectrophoresis. The glycosylation is a
post-translational process favoring the stabilihd gproteolysis prevention of the protein
(Yoshitake et al. 1993). In the presence of metaktail at 4 mM, an excess in glycosylation
leads to the appearance of two glycosylated isa$dion LacA. This isoenzyme is known to
be inducible under different glycosylated isoforhys2,5-xylidine inT. versicolor(Bertrand

et al. 2002a).

In summary, fungi represent one of major biomassgeirestrial ecosystems and are
essentials for their functioning. Among these mucganisms,T. versicolor produces
hydrolases and oxidases involved in the nutrientesy The exposure of the fungus to metals
tested alone or in cocktails modifies the secrepimfiles at enzymatic and protein levels. In
the case of oxidases, the enzymatic responsegpeacdis to some tested metals. Cu, Cd and
metal cocktail modulate the secretion of laccasengymes and affect the glycosylation
process. Since metals can lead to functional astipanslational modifications, biochemical
actors of ecosystem functioning such as fungalased could be used as biomarkers of metal
exposure. Further studies are now necessary tdatalisuch enzymatic tools in terrestrial

ecosystems for metal ecotoxicity assessment.
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PARIIE C : Oxydases fongiques, biomarqueurs d exposition aux métaux ?

Un biomarqueur est une réponse biologique spéefigiun organisme a une
exposition a un ou des contaminants (van Gestela& Brummelen, 1996 ; Violle et al.,
2007). Il est donc nécessaire de choisir des osgaes d’intérét eécologique, largement réparti
géographiquement, et dont les différents stadegedsont connus (Forbes et al., 2006 ; van
Gestel, 2008). Sur un plan finalisé, le biomarqueoit étre facilement mesurable et peu
colteux pour étre utilisé dans des programmes decilance biologique. En effet, le
biomarqueur est considéré comme un systeme d’algmdeoce traduisant un événement
écotoxicologique. De ce fait, il doit répondre Hétients criteres :

- La réponse biologique de l'organisme a I'expositibun contaminant doit étre

constante au cous du temps car un effet transisirdifficilement mesurable

- Cette réponse doit pouvoir étre observée dans senmdnle d’organismes ou une

communauté malgré des sensibilités individuell&§gmintes

- Le biomarqueur d’exposition doit étre sélectif aaunune famille de contaminants

- Il doit pouvoir refléter la fraction active et biggonible des contaminants dans les

ecosystemes.

Dans la partie B, nous avons vu qu'un stress tigatal (Cu, Zn, Pb et Cd) affecte la
sécrétion du systéme extracellulaire ch&mmetes versicolorll a été observé des
modulations d’activités hydrolases et oxydorédwegasindépendamment de [I'état
physiologique du champignon ainsi que des répodseg/doréductases caractéristiques de
I'exposition aux métaux. Les activités de la laecasde la Mn-peroxydase ont été stimulées
par le Cu et le Cd, mais pas par le Zn et le Pbligrane-peroxydase est spécifiquement
produite lors d’un stress au Cu. En outre, I'expisidu champignon aux métaux a engendre
laugmentation de la sécrétion d’isoenzymes de dsecet des modifications post-
traductionnelles, en agissant sur la glycosylatiencette oxydoréductase. En conséquence,
les enzymes fongiques pourraient étre des biomargukexposition aux métaux. Cependant,

) ces observations faites a partir de notre modédigue restent difficilement
extrapolables a 'ensemble de la communauté forgiqu
i) la spéciation des métaux n’a pas été prise en elop de ces études, ce qui n'a

pas permis de relier ces réponses fonctionnelleeedorme chimique des métaux.
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Résultats et discussions. Partie C

Ainsi, les études réalisées dans cette partietoaur but de répondre a ces derniers

points afin de conforter la pertinence de tels laoqneurs fongiques.

L'objectif du Chapitre VI a été de déterminer si il existait une généritése réeponses
enzymatiques aux métaux au sein d'une méme comrt@naelle des champignons
filamenteux. Pour ce faire, douze champignons tférdnts taxons ont été cultivés en milieu
liquide et exposés au Cu et au Cd, métaux qui thimontrés pour stimuler les activités
oxydoréductases (Partie B).

Les questions soulevées sont :

- Quelle est la richesse de la diversité fonctiomnathez les champignons

telluriques ?

- Quel est limpact d'un stress chimique sur lI'exgies de ce potentiel

fonctionnel ?

- Est-ce que la réactivité des champignons vis-adds métaux et la toxicité

métallique different selon la souche utilisée ?

- Est-ce que les oxydoréductases sont stimuléesep@ulet le Cd quelque soit la

souche utilisée ?

- Y at-il des productions spécifiques d’'oxydorédeetaen présence de métaux ?

L’objectif du Chapitre VIl a été d’évaluer I'influence de la spéciation detaux sur
la réponse des oxydoréductases. Pour ce fRirgersicolora été cultivé dans des milieux de
culture exhibant différents niveaux de complexatitsra-vis des métaux. Le champignon a
étée exposeé au Cu, capable de stimuler les oxydot&sks et au Zn, sans effet sur ces activités
(Partie B).
Les questions soulevées sont :
- Quelles sont les formes chimiques des métaux acgivbiodisponibles ?
- Y at-il une relation entre la biodisponibilité degtaux et I'intensité de la réponse
des oxydoréductases ?
- Est-ce que le fait de favoriser la biodisponibiliké Zn engendre une réponse des
oxydoréductases ou reste t-elle spécifique au Cu ?
- Quelle est la sensibilité de la réponse des oxyhlmtéses ?

- 08 -



CHAPIIRE VI







Article 4

« Diversité fonctionnelle chez les champignons befiques: Profils enzymatiques

comme outils pour évaluer I'écotoxicité des métauR »

Article en préparation pour Applied and Environmental Microbiology

Functional diversity in soil fungi:

Enzymatic profiles as tools for metal ecotoxicity ssessment?

Authors
Jérémie D. Lebrur?”, Nathalie Demont-Caulét, Karine Lava,
Isabelle Trinsoutrot-Gattfnand Christian Mougih

Affiliations

L INRA, UPR 251 Physico-chimie et Ecotoxicologie @3S d’Agrosystémes Contaminés
Versailles, France.

2 ESITPA, Laboratoire BioSol, Mont-St-Aignan, France

% Université Paris-Diderot, UFR Sciences du Vivé&ris, France.

*INRA, UPR 501 Biologie Cellulaire, Versailles, Rirz.

Running title: Fungal enzymes as biomarkers of metal exposure

Corresponding author*:  Jérémie D. Lebrun

jlebrun@versailles.inra.fr

-99 -



Chapitre VI. Généricité des réponses enzymatiqugsregtaux chez les champignons

Résumé -La relation entre I'expression du potentiel fonetiel et la réactivité des champignons
tellurigues a un stress chimique n’'est pas conmee,qui limite alors l'utilisation des profils
enzymatiques comme outils pour évaluer I'écoto&idies métaux. Cette étude a pour but d’évaluer la
diversité fonctionnelle comme indicateur d’expasitimétallique chez les champignons telluriques.
Pour ce faire, 12 champignons isolés de sols énteétés pour leur capacité a sécréter des hydsolas
(phosphatase acid@;glucosidase $-galactosidase et N-acéfdglucosaminidase) et des oxydases
ligninolytiques (laccase, Mn- et lignine-peroxydslsdans des cultures en milieux liquides. L'impact
du Cu et du Cd a été investigué sur des traits iplogiques (croissance fongique et sécrétion
protéique) et sur les activités enzymatiques. Nmmultats ont montré que tous les champignons
telluriques sécrétent la plupart des hydrolasdédeset que 50 % d’entre eux disposent d’'un systéme
oxydatif partiel. En présence de Cu ou de Cd, @étidn protéique des champignons est stimulée
malgré une toxicité des métaux. Au niveau enzymatides métaux modifient les profils de sécrétion
des champignons. La réponse des hydrolases auxxregidane des résultats complexes et contrasteés.
Cette réponse dépend du métal, de I'enzyme et @mgignon considérés. Au contraire, le Cu et le Cd
stimulent les activités des oxydases ligninolytgjagelque soit la souche fongique. Chez certaines
souches, des oxydases extracellulaires sont gpdmifient produites en présence des métaux. La
généricité de la réponse des oxydases fongiquegésrgque ces acteurs biochimiques du
fonctionnement du sol sont des biomarqueurs petsrdiexposition aux métaux.

Mots-clés :Hydrolases, Laccase, Mn-peroxydase, Lignine-peraggdSécrétion

Abstract - The relationship between the expression of funeligrotential and the reactivity of soil
fungi to a chemical stress is not known, hencetilgithe use of enzymatic profiles as tools forahet
ecotoxicity assessmerfthe present study aims to assess the functionatdiy as indicator of metal
exposure in soil fungi. For that purpose, the gbihf 12 fungal strains isolated from soils to ster
hydrolases (acid phosphatageglucosidase 3-galactosidase and N-acefAglucosaminidase) and
ligninolytic oxidases (laccase, Mn- and lignin-pddases) were screened in liquid cultures. The
impact of Cu or Cd was investigated both on physjial traits (fungal growth and protein secretion)
and enzymatic activities. Our results showed thatadl fungi secreted most tested hydrolases &nhd 5
% of them had a partial oxidative system. In thespnce of Cu or Cd, the protein secretion of fungi
was stimulated despite a metal toxicity as a géneag. At enzymatic level, metals modified the
secretion profiles in soil fungi. The response ydrolases to metals provided contrasted and complex
results. This response depended on metal, enzyohduagus considered. By contrast, Cu and Cd
stimulated the activity of ligninolytic oxidases athver the tested fungal strain. In some strains,
extracellular oxidases were specifically producedttie presence of metal. The genericity of the
response of fungal oxidases suggests that thesdhdmucal actors of soil functioning could be
biomarkers of metal exposure.

Keywords: Hydrolases, Laccase, Mn-peroxidase, Lignin-peraség Secretion
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1. Introduction

Filamentous fungi are ubiquitous in soils and kejonizers of ecological niches
because of their great ability of biosynthesis bintatalysis. They play important role in the
decomposition of organic matter, nutrient cyclingdanatural functions of terrestrial
ecosystems (Kjoller & Struwe, 2002; Thorn & Lyn@®07). The improvement of kownledge
on the functional diversity in soil fungi is of caiderable interest because of their significance
for environmental processes and their potentialiegiplity in biotechnological processes.
Furthermore, their functional responses to a n&talss could provide tools for ecotoxicity

assessment.

Filamentous fungi secrete large enzymatic equiprmemtived in the mobilization and
mineralisation of natural polymers or organic comnpas, such as pollutants. Proteomic
studies of the totality of secreted proteins, therstomes, have recently begun to emerge in
fungi (Kim et al., 2007). Athough a great numberafracellular proteins still remains to be
identified; several types of hydrolases or oxydasese characterized. These approachs
allowed to show the secretion profiles are modifilsdthe carbon source or a salin stress
(Gori et al.,, 2006; Liang et al.,, 2007; Sato et &007). However, saprophytic fungi
considered as the predominant degraders of ligmihcallulose, have been rather studied for
their set of ligninolytic oxidases such as laccasesperoxidases, for biotechnological,
industrial and environmental applications (Mougirak, 2003; Ikehata et al., 2004; Baldrian
& Valaskova, 2008). In spite of these investigasiom some saprophytic fungus, the

expression of functional potential in natural aess state is still limited in soil fungi.

The release of metals into the soils has led tio iimportant accumulation in biota and
often alters biological systems. These non-bioddggske contaminants travel up the trophic
chains and enter bioaccumulation processes (varelG@008). Thus, essential metals in
excess as well as metals with no biological rola oasult in adverse effects for living
organisms, and consequently on the ecosystem umiagj. However, the metal assessment
on biota remains a research subject because tdck@f efficient tools. Since fungi represent
one of the largest biomass in soils, the respofgbedr extracellular enzymatic systems to
metals offers promising perspectives for ecotoxigmal assessment. Although fungi have
mechanisms for metal tolerance, metals can leadohgsiological, morphological or

functional alterations (Baldrian, 2003). At the d¢tional level, the activity of their
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extracellular enzymes can be modulated during te&lnexposures. IRleurotus ostreatys
the cellulolytic hydrolase activities were genegrallecreased and the laccase activity was
increased by Cu, Zn, Mn or Pb (Baldrian et al., 800Cu is known to increase the
extracellular laccase in other filamentous fungiofize & Olsson, 2001; Baldrian et al., 2003
and 2006). This oxidase response has been explajnadnetal action at transcriptional level
(Collins & Dobson, 1991). In a previous study, vilewed that Cu, Zn, Cd and Pb modulate
the enzymatic activities and the secretion of iggeres and glycosylated isoforms of
laccases iT. versicolor(Chapitre V). Since metals lead to functional and posttraiwsiat
modifications, characteristic secretion profilesilcobe related to a metal stress. However, the
reactivity of fungi to metals can vary from one @pe to another (van Gestel, 2008). Thus,
the establishment of generic responses of the ituradt system from several soil fungi is a

key step in development of tools for metal ecotibxiassessment.

In this context, the present study aims to assesfunctional diversity as indicator of
metal exposure in soil fungi. Hydrolase (acid ph@gpsep-glucosidasep-galactosidase and
N-acetyl$-glucosaminidase) and ligninolytic oxidase (laccab-peroxidase) activities
involved in the soil functioning were monitored ohg fungal liquid cultures. We used ten
fungi isolated from agricultural soil as well asotfungi known as efficient lignin-degraders,
T. versicolorandirpex lacteugCajthaml et al., 2008; Uhnakova et al., 2009)! &wigi were
exposed to two main metallic contaminants of s@is,as an essential element or Cd as metal
with no biological role (Zhejazkov et al., 2008hel metal impact was investigated both on
the fungal growth used as a toxicity indicator, sleeretion of total proteins and the enzymatic

activities.
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2. Materials and Methods

2.1.Cultures of soil fungi and metal exposures

Almost studied fungal strains were from the coll@tt“Microorganisms of Agro-
Environmental Interest” (MIAE, INRA Dijon, Francend were selected by their isolation
frequency. Fungi of different phyla were chosea, 4 BasidiomyceteSrametes versicolor
(ATCC 32745),Irpex lacteus(Fr. 617/93),Thanatephorus cucumer{IAE 08.006) and
Stereum rugosurfMIAE 08.005); 5 Ascomycetegiusarium solan(MIAE Fspil), Fusarium
oxysporum (MIAE Fo47), Penicillium brevicompactum(MIAE 08.003), Trichoderma
atroviride (MIAE Tri10) andVerticillium albo-atrum(MIAE Vertl); 3 ZygomycetesMucor
hiemalis (MIAE 08.009),Mucor racemosugMIAE 08.00X) andMortierella alpina (MIAE
08.007).

Soil fungi were grown on a modified Kirk medium,ntaining 10 g/l maltose, 2.5 g/l
yeast extract, 2 g/l KHPOy, 0.5 g/l MgSQ, 0.1 g/l CaC] and mineral salts (Cu, Zn, Fe and
Mn at 0.1 mg/l for each metal) (Rubilar et al., ZRDOA mycelium mat on agar plugs (10 mm
diam.) was inoculated into 10 ml of liquid cultureedium in 150 ml Erlenmeyer flasks.100
pl of CuSQ or CdSQ sterilized by filtration (0.2 pum pore size memb@pwere added into
liquid cultures at final concentrations of 0.1, 13 mM. Controls were performed without
added metal. Fungal cultures were carried outcstllitiin the dark at 25 °C. For each fungal
strain, the experiments were carried out with threkependent cultures per treatment (252

fungal cultures).

After 7 days of metal exposure, mycelia were haedeby a nylon screen (40 um) and
dried for 48 h at 80 °C to determine the fungalniass. The mycelium free culture was
filtrated through a 0.2 upm-filter and used for tlextracellular activity assays, the
quantification of secreted proteins by the Bradforethod using bovine serum albumin as a
standard (Bradford, 1976).
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2.2.Activity assays

Acid phosphatase (EC 3.1.3.3);glucosidase (EC 3.2.1.21p-galactosidase (EC
3.2.1.23), and N-acetfl-glucosaminidase (EC 3.2.1.30) activities were yss$aising their
respective substrates of conjugated p-nitropheBignia-Aldrich). Assays were carried out in
96-well microplates, by mixing 160 pl of substra@ution (25 mM) in citrate/phosphate
buffer (pH 4.5, 0.1 M) with 40 ul of enzymatic sdeg followed by incubation at 37 °C.
After 45 min, 50 pl of N2CO; (1 M) was added to stop the reaction. The liberabf p-
nitrophenol by enzymatic hydrolysis of the substratas determined at 405 nm (Keshri and
Magan, 2000). The standard solutions of p-nitrophemere treated in the same way as

samples.

Laccase (EC 1.10.3.2) activity was measured ressgécby monitoring the oxidation
of 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid (1 mM) at 420 nm in
citrate/phosphate buffer (CPB; 0.1 M, pH 3.0) (Walden and Willson, 1982). Manganese-
and lignin-peroxidases (EC 1.11.1.13 and EC 1.14)l1.activities were monitored
respectively by the oxidation of 4-(4-hydroxy-3-mm&typhenyl)-3-buten-2-one (3 mM) at
334 nm in CPB (pH 5.0) in the presence of MS0.1 mM) and HO, (0.4 mM)
(Paszczynski et al., 1986) and the oxidation oatrglic alcohol (3 mM) at 310 nm in CPB
(pH 3.0) in the presence oh,8, (0.6 mM) (Tien and Kirk, 1984). Solutions of enzsnwere
added to a final volume of 1 ml and the kineticsev@onitored for 30 s.

Activities were measured in triplicate and exprdsse U/g dry weight of fungal
biomass. One unit of activity was defined as thewam of enzyme that catalyzed 1 pmol
substrate in 1 min. Controls performed from boikeizymatic extracts to inactive the

enzymes, were treated in the same way as the ssmple
2.3. Statistical analyses
Means and standard errors (SE) were calculated thwee independent cultures for

each measured biological variable. Statistical ys®s were performed by XLStat
(Addinsoft). The significant differences were tektath p < 0.05.
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3. Results

3.1.Functional diversity in soil fungi

Twelve soil fungi were studied for their abilitp fproduce extracellular enzymes

during the liquid cultures. The distribution of edellular hydrolase and oxidase activities is

presented inFigure VI.1. Only M. alpina produced no tested enzymatic activities.

Concerning to the hydrolases, it has been estalisiat they are widely distributed in soil

fungi. M. hiemalis was found to produce only extracellulgrglucosidase among tested

hydrolases. All other fungi secreted acid phosgefaglucosidasep-galactosidase and N-

acetyl$-glucosaminidase in various amounts according ® dtrain. The most efficient

producers of extracellular hydrolases w8teugosumP. brevicompacturandT. atroviride

Concerning to the oxidases, they were partiallyeted by soil fungi. It was found laccases in

3 fungal strainsT. versicolor T. cucumerisandT. atroviride, Mn-peroxidases in 2 fungal

strains T. versicolorandl. lacteud and lignin-peroxidases in 1 fungal straih Oxysporum

T. versicolorwas the most efficient producer of extracellutaclase with 36.7 U/g d.w.
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Figure VI.1. Distribution of extracellular activities in liquid cultures of soil fungi: PAC,

acid phosphatase;

GLUB-glucosidase; GAL, B-galactosidase; NAG, N-aceth

glucosaminidase; Mn-P, Mn-peroxidase; Li-P, ligperoxidase; LAC, laccase.
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3.2.Physiological traits as affected by metals

The ability of soil fungi to grow in the presenck metals was monitored in liquid
cultures. The biomass produced by soil fungi expdee 7 days to Cu or Cd is presented in
Table VI.1. As a general way, Cd had more toxic effect thanb§ decreasing the biomass
production compared to the unexposed controls. 4seCu had a negligible average effect
on soil fungi at 0.1 mM, the metal decreased tloenlaiss production at 87 and 54 % at 1 and
3 mM respectively. For Cd, the toxic effect occdrfeom the concentration of 0.1 mM in
almost soil fungi (8/12 affected strains). All shihgi underwent a strong average effect of
Cd at 3 mM by decreasing the biomass producti@6%é. T. atrovirideis the most tolerant to
two tested metals with the appearance of toxiaiy o the presence of Cd at 3 mM. In some
cases, the metal exposures led to an increasenmalss production. The growth Bfisarium
species were significantly stimulated by Cu atf@Nl or one ofT. atroviridein the presence
of Cd at 0.1 mM.

The quantification of total proteins secreted by &ingi after exposure to Cu or Cd is
shown inTable VI.2. As a general way, the metal exposures led tonarease in total
secreted proteins compared to the unexposed cenffble average effect on the protein
secretion is more important for Cd than for Cu.3AnM, Cu and Cd stimulated the protein
secretion at 200 and 336 % respectively. The higlséisnulations were observed in
Basidiomycetes. Iih lacteus the amounts of secreted proteins 3- and 5-fatcessed in the
presence of Cu at 1 and 3 mM respectivelyl .Icucumeristhese amounts increased about 8-
fold from the concentration of 0.1 mM in the presemf Cd and above 14-fold at 3 mM of
Cd.
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Table VI.1. Effect of Cu or Cd on biomass productia in liquid cultures of soil fungi

Biomass production (%)

Fungus Control Exposure to Cu Exposure to Cd

Dry weight (mg) 0.1 mM 1.0 mM 3.0mM 0.1 mM 1.0mM 3.0mM
T. versicolor 51.1+15 96.8 78.5* 65.2* 96.4 43.1* 2.7*
. lacteus 56.7+0.9 88.2* 35.5% 4.1* 75.2* 27.2* 3.2*
T. cucumeris 77.38.9 100.0 64.2* 36.5* 11.6* 3.6* 2.4*
S. rugosum 24.64.7 90.5 68.3* 31.2* 106.6 64.2* 25.2*
F. solani 37.841.0 140.0* 106.6 12.6* 100.5 69.2* 29.9*
F. oxysporum 37.541.8 122.1* 131.6* 49.3* 97.2 88.0 73.0*
P. brevicompactum 45.8#1.1 96.3 85.7* 78.3* 85.2* 35.8* 10.3*
T. atroviride 256 3.2 90.0 99.1 113.0 149.8* 92.6 10.6*
V. albo-atrum 44,7114 103.0 117.7* 107.2* 91.1* 118.1* 64.1*
M. hiemalis 45.910.6 90.9* 87.0* 38.9* 89.6* 51.7* 41.1*
M. racemosus 58.1#1.7 101.7 97.7 74.9* 91.8* 67.4* 25.5%
M. alpina 47.12.3 96.7 68.7* 32.9*% 80.4* 25.0* 26.7*
Average of metal effect 101.4 86.7 53.7 89.6 57.2 26.2
(affected fungi) (4/12) (9/12) (11/12) (8/12) (10/12)  (12/12)

* significant effect of metal compared to the unesgd control (p < 0.05)

Table VI.2. Effect of Cu or Cd on protein secretionn liquid cultures of soil fungi

Protein secretion (%)

Fungus Control Exposure to Cu Exposure to Cd
Proteins (mg/g d.w.) 0.1 mM 1.0 mM 3.0 mM 0lmM 10mM 3.0mM
T. versicolor 7.8 0.9 154.4* 128.9* 176.4* 85.2* 197.9* 555.9*
. lacteus 4.1:0.1 137.9* 289.8* 496.5* 220.0* 249.6* 685.2*
T. cucumeris 3.210.2 112.0* 236.7* 330.7* 779.0* 1267.1*  1404.8*
S. rugosum 15.94.3 105.0 124.5 174.1* 69.6* 139.3* 259.5%
F. solani 9.510.7 56.8* 103.4 215.9* 94.4 53.3* 31.1*
F. oxysporum 5.710.7 113.3 104.3 152.3 101.7 59.6* 65.9*
P. brevicompactum 8.410.3 150.0* 95.3 43.7* 164.2* 111.6 237.2*
T. atroviride 37.043.0 107.2 48.7* 22.7* 11.7* 29.0* 108.0
V. albo-atrum 20.911.0 108.0 63.3 18.2* 162.2* 41.8* 26.5*
M. hiemalis 3.7105 118.1 165.1* 295.0* 137.2* 413.1* 282.7*
M. racemosus 3.940.3 90.4 97.2 105.3 67.9* 94.0 33.5%
M. alpina 2.710.3 148.1 272.6* 372.6* 190.5* 458.3* 344.7*
Average of metal effect 116.8 144.1 200.3 173.6 259.5 336.2
(affected fungi) (5/12) (6/12) (10/12) (10/12) (10/12) (11/12)

* significant effect of metal compared to the unesg@d control (p < 0.05)

- 107 -



Chapitre VI. Généricité des réponses enzymatiqugsregtaux chez les champignons

3.3.Responses of extracellular enzymes to metals

At functional level, the metal impact was inveatig on extracellular hydrolases and

oxidases. Since metals at 3 mM led to strong itibis of fungal growth, results for this

concentration do not be showed@laple VI.1). For the concentrations of 0.1 and 1 mM,

enzymatic profiles obtained after 7 days exposar€u or Cd are presented figure VI.2.

These functional responses to metals differed batvisydrolases and oxidases.
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Figure VI.2. Effects of Cu or Cd on extracellular tydrolases and oxidases in soil fungi
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symbols significant differences amapen symbolsno significant differences compared to the

unexposed control (p<0.05)
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Concerning to the hydrolases, a great variabdityactivities was observed in the
presence of metal: the enzymatic responses deperdedetal, enzyme and fungal strain
considered. Hydrolase activities were inclinedessbmulated by Cu at 0.1 mM. Being either
stimulated or inhibited according to the fungahsts, no generic response of hydrolases to
Cu at 1 mM was determined. In the case of Cd, Waisability of enzymatic responses
appeared from the concentration of 0.1 mM. The mexposures led to some specific
productions and total inhibitions of hydrolaskk.hiemalisfound to secrete only extracellular
B-glucosidaseKig. VI.1), producedB-galactosidase in the presence of Cu and Cd. Almost
total inhibitions of hydrolase activities were oo&d in the presence of Cd at 1 mM. In this
stress condition, no activity of acid phosphatas®li racemosusand inT. cucumeris f3-
galactosidase iit. versicolorand N-acetyB-glucosaminidase iM. racemosusvas detected
in liquid cultures. Concerning to the oxidases, dhtvities were stimulated by Cu and Cd in
fungi observed to produce some of ligninolytic emeg Eig. VI.1). In the case of Cu at 1
mM, the highest stimulation was of 115-fold for tlaecase ofl. atroviride Some specific
productions of oxidases were occurred during theahexposures. In the presence of Cd at 1
mM, V. albo-atrumproduced the Mn-peroxydase. In the case of Cugifspproductions
were: the laccase M. racemosugat 0.1 mM) andS. rugosunandF. solani(at 1 mM); the
Mn-peroxidasel. atroviride (at 1 mM); the lignin-peroxidase ih versicolor(at 1 mM). The
only effect of inhibition observed for the oxidaseas found inF. oxysporunfor the lignin-

peroxidase in the presence of Cd at 1 mM.
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4. Discussion

The improvement of the knowledge on the functiafiaérsity of fungal communities
contribute to progress in the understanding oestrial ecosystem functioning. In this present
study, we showed that all tested soil fungi fronffedlent phyla, except the Zygomycete
Mortierella alping produced extracellular hydrolases (acid phosgeafaglucosidase j3-
galactosidase and N-acefAglucosaminidase) involved in the cycling of phosphand the
degradation of natural polymers such as cellulas#® chitin. In the literature, it has been
observed cellulolytic hydrolases includifgglucosidase in different gener&usarium
Verticillium, Penicillium ThanatephorusTrichodermaandMucor (Borgia & Mehnert, 1982;
Joshi et al., 2007; Kovacs et al., 2009). Furtheenthe two BasidiomyceteB. versicolor
and I. lacteus known to degrade the lignin are thus able to useeronutrient sources.
Inversely to hydrolases, the production of extriatel oxidases was not prevalent in soil
fungi. Except the two efficient lignin-degraders) axidative system was found only in a
BasidiomyceteThanatephorus cucumerand in two Ascomycete$richoderma atroviride
and Fusarium oxysporiumAlthough these three fungi have not been repoaeaefficient
producers of ligninolytic enzymes, the laccasevégtihas been measured during the liquid
cultures (Crowe and Olsson, 2001; Verdin et aloZ2®houib et al., 2005).

Soil fungi were exposed to two main metallic @ninants of soils, Cu as an essential
element or Cd as metal with no biological role (Azkov et al., 2008). The metal exposures
affected physiological traits in soil fungi. As argeral way, the fungal growth was inhibited
whereas the protein secretion was stimulated byalsieHowever, these metal effects
depended on both the considered metal and thelfatrgan. Concerning to the metal toxicity,
an average decrease in biomass production of 508®bserved at 1 mM for the Cd and at 3
mM for Cu. It is known in white-rot fungi that Cd more toxic than Cu, which has adverse
effects in excess (Baldrian, 2003). It is cleat tha presence of metals in environment leads
to changes in fungal communities. However, it isoaknown that fungi have defense
mechanisms to different stresses including metaérdace (Baldrian, 2003; Jarocz-
Wilkolazka et al., 2006). Thus, fungi have ecolagiaterest for the development of tools for
ecotoxicity assessment because of their abilitygtow in environment contaminated by

metals.
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In this present study, it has been hypothesizat ietals modify the expression of
potential functional in soil fungi. However, thensdivity of the response to metals can vary
from one species to another within the same comiyRorbes et al., 2006; van Gestel,
2008). The metal impact on the extracellular enzioreystem was then assessed in several
fungi from different phyla. The exposures of saihdi to metals led to modifications of
enzymatic profiles. These exposures provided cstgdaand complex results for hydrolases
activities, insofar as the enzymatic responses rigae on metal, enzyme and fungal strain
considered. Because of this great intracommunitjaladity, it was difficult to determine a
generic response of hydrolases to metals in sagjifuBy contrast, activities of ligninolytic
oxidases were stimulated by metals in each fungalns possessing a partial oxidative
system: three basidiomycef€sversicolor I. lacteusandT. cucumerisand two Ascomycetes
T. atrovirideandF. oxysporumThe stimulation of laccase activity by Cu hasrbesported in
T. cucumerisandT. versicolor(Collins & Dobson, 1997; Crowe & Olsson, 2001).some
strains of different phyla, extracellular oxidasesre specifically produced in metallic stress
conditions: extracellular laccase activity was degd in M. racemosusS. rugosumand F.
solani Mn-peroxydase activity inT. atroviride and lignin-peroxidase activity inT.
versicolor In this last case, this specific response haa peeviously described by Lebrun et
al. (2009 orChapitre 1V). For other fungi, this phenomenon is consisteitl we fact the
laccase activity has been measured during thedliquitures ofF. solaniand aStereum sp.
although a stimulation of oxidase activities by atethas not been reported (Verdin et al.,
2004; Kovacs et al., 2009). It is noted that thestal effects on metabolic processes of soil
fungi may have ecological consequences, notablinfiyencing energy fluxes in terrestrial

ecosystems.

In summary, soil fungi represent one of major kagmin terrestrial ecosystems and
are essentials for their functioning. In this preasgtudy, it has been shown that fungi from
different phyla are able to secrete both extratallhydrolases and oxidases involved in
biogeochemical cycles. This establishment confitlmesrichness of the functional diversity in
soil fungi. The exposure of fungi to metals leanlsrtodifications of secretion profiles at the
functional level. Although the reactivity of funtp metals varies from one species to another,
it is possible to establish generic responses witte same community. Contrary to the great
variability of the response of hydrolases, the flngxidases are either stimulated or
specifically produced in the presence of Cu or Tds validates that enzymatic profiles are

potential tools for ecotoxicity assessment. Furti@e, the genericity of the response of
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fungal oxidases suggests that these biochemiaaisagt soil functioning could be biomarkers
of metal exposure.
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Résumé -La fagon dont la spéciation des métaux influenee rigponses fonctionnelles des
champignons est peu documentée, ce qui limiteéréit prédictif de biomarqueurs fongiques
d’exposition aux métaux. Dans cette étude, nougsairvestigué la sensibilité et la spécificité de
la réponse des oxydases Tmmetes versicoloexposé au Cu ou au Zn dans des milieux de
culture exhibant différents niveaux de complexatsia-vis des métaux pour faire varier leur
biodisponibilité. La spéciation des métaux a étierdinée expérimentalement ou a l'aide d’'un
logiciel de modélisation géochimique pour distingles espéces métalliques libres des espéces
organiques et inorganiques. Nous avons testé |thgse que les espéces libres (i.e2 @uzrt")

sont les formes les plus disponibles et les pldsiGtives des oxydases extracellulaires. Apres
addition de Cu ou de Zn, les activités laccase, diignine-peroxydases ont été utilisées comme
biomarqueurs d’exposition. La biomasse et la mdggie fongique ont été utilisées comme
indicateurs d’impact métallique. Pour des mémesuenen métaux ajoutées dans nos milieux de
culture deT. versicolor les teneurs en Zhsont plus élevées que celles erf’CGependant, le Zn

n'a aucun effet sur les activités oxydases ménhalsdre la morphologie fongique. Au contraire,
le Cu n’a aucun effet sur la morphologie. Maisstimule les activités Mn-peroxydase et laccase
jusqu’'a 41 et 310 fois comparé aux controles ngosés, lorsque la biodisponibilité du métal est
augmentée. Une réponse spécifique de la ligninexgdase au Cu est mesurée uniquement dans
les milieux faiblement complexants. Le potentieluntif du Cu sur les réponses des oxydases est
fortement corrélé aux teneurs en®Cdans les milieux. Dans nos conditions, la sensibilies
réponses fonctionnelles est fortement augmentée.skeils de réponse diminuent lorsque la
biodisponibilité du métal est favorisée. Par ailgua spécificité des réponses fonctionnelles au
Cu comparé au Zn est en accord avec le fait quexigdases fongiques pourraient étre utilisées
comme outils pour I'évaluation de la biodisponiBilet de I'écotoxicité des métaux.

Mots-clés :Biodisponibilité; Especes libres ; Laccase ; Mnepgdase ; Lignine-peroxydase

Abstract - The way the metal speciation influences the fumeiocesponses of fungi is poorly
documented, limiting the predictive interest intsficngal biomarkers to metal exposures. In this
study, we investigated the sensitivity and selé@gtiof oxidase responses irrametes versicolor
exposed to copper or zinc in liquid media exhilgtiarious levels of metal complexation to vary
the metal bioavailability. Metal speciation was aetatined experimentally or computed with
geochemical modeling in order to distinguish freetah species from inorganic or organic metal
species. We tested the hypothesis that free mpalies (i.e., Cti and Zi") were the most
bioavailable and inductive forms of extracellulatidases. Laccase, manganese- and lignin-
peroxidase activities were used as exposure biemadfter Zn or Cu addition. Fungal biomass
and morphology were also monitored as indicatorsnetal impact. For same metal contents
added in our growth media &F. versicolor Zrn** contents were higher compared to®Cu
However, Zn had no effect on oxidase activitiesneealtered fungal morphology. By contrast
Cu had no effect on morphology. But it stimulated-peroxidase and laccase activities until 41-
and 310-fold respectively compared to the unexpasedrols when metal bioavailability was
enhanced. A lignin-peroxidase response to Cu netcted in the control cultures was specifically
assessed in low complexing media. The inductiveng@l of Cu on oxidase responses was highly
correlated to Cti contents in media. In our conditions, the serisjtiof functional responses was
strongly increased. The response thresholds decteslsen the metal bioavailability increased.
Furthermore, the specificity of functional respanse Cu compared to Zn is consistent with the
fact that fungal oxidases could be used as tools&tal availability and ecotoxicity assessment.

Key words: Metal bioavailability; Free metal species; Laccad$én-peroxidase; Lignin-
peroxidase
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1. Introduction

Metal contamination due to human activities hasobex a major environmental and
heath problem. The release of metals into thed&rat ecosystems has led to their important
accumulation in biota and often alters biologicalstems. These non-biodegradable
contaminants travel up the trophic chains by bicaudation processes (van Gestel 2008).
Essential metals in excess as well as metals wathbialogical role can result in adverse
effects on living organisms, and consequently oa thrrestrial ecosystem functioning.
However, the assessment of metal effects on basteins a research subject because of lack
of efficient tools.

Since fungi represent one of the largest biomadsrinestrial ecosystems, the response
of their extracellular enzymatic system to metaitaminants offer promising perspectives for
ecotoxicological risk assessment providing the rmams of metal action are well known.
In no stressing conditions, the extracellular emnegnsecreted by fungi are involved in
biopolymer degradation, in biogeochemical cycles] ¢hus in soil ecosystem functioning.
Among these enzymes, hydrolases are expressed By mmoroorganisms leading to a
functional redundancy in soils while lignin degraghoxidases are more specific to fungal
communities (Kjglleret al. 2002; Nannipieriet al. 2002; Bouwset al. 2008). Ligninolytic
oxidases, such as laccases and peroxidases, igentif various white-rot fungi including
Trametes versicoloare of an ecological interest because of theisiptes use as tools for
bioremediation (Mougiret al. 2003; Gianfreda & Rao 2004; Jarosz-Wilkolastaal. 2006).
Activities of these ligninolytic enzymes can be mladed during fungal exposures to metals.
In particular, Cu was found to increase laccaswificin different filamentous fungi (Crowe
& Olsson 2001; Baldrian 2003). This oxidase respotts metals has been explained at
molecular level. For example, Collins and Dobsof9{) showed that the stimulation of
laccase activity inT. versicolor by Cu corresponds to an increase in its mRNA. Meta
Responsive Elements, or MRE, have been charadlenizéhe gene of laccase Rleurotus
ostreatus(Giardinaet al. 1999) and in a gene cluster coding for manganesaxmlase (Mn-
P) and lignin-peroxidase (Li-P) ih. versicolor(Johansson & Nyman 1996). Li-P is known to
be produced by this fungus in the presence of mgiatlcohol (Jonssoet al. 1987; Collins
& Dobson 1995) but was never observed to be stiradlay metals. Hypothesis to explain
the non-detected metal induction for Li-P in furmgin be linked to an exposition to non-

bioavailable inductive metal forms. Indeed, studésnetal impact on fungi link functional
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responses to total metal concentrations which dosqoare with metal bioavailability. The
metal free forms have been suggested as the muesstadiable and toxic for organisms, but
almost all studies dealing with metal speciatiomen@ade with aquatic organisms (Meyktn

al. 2004; Vigneault & Campbell 2005; Bralea al. 2007). Some authors showed that other
forms than free metal forms can be bioavailableiaddce a biological response in terrestrial
organisms (Vulkaret al. 2000; Degryseet al. 2006). But the metal forms inductive for

oxidase activities in fungi are not known.

A significant aspect of experiments concerning thetal effects on fungi is the
composition of the liquid culture media used. le therature, culture media differ both in
their C/N ratios and contents in nutriments whiatuence the fungal behavior (Fomiagal.
2003; Dekkeret al. 2007). The medium composition is also crucial the metal
bioavailability because of the presence of meg@rds. Tartaric acids or thiamine often used
for fungi growth are known as ligands complexingtaise (Jonssoet al. 1987; Lesaget al.
1996; Stamatiset al. 2007). Yeast extracts commonly added in culturaieneare also
suspected to decrease metal bioavailability thrazayhplexation (Gonzalez-Gdt al. 2003).

If only specific metal forms are inductive but rbé total metal contents, the different media
compositions lead to difficulties to compare indwuet potential of metals for enzyme

activities or threshold values applicable to theimmment. The relationship between metal
speciation and functional responses of fungi durimgfal exposures is poorly documented,

limiting the predictive interest in such fungal markers.

In this work, we aimed at investigating the inflaerof metal speciation on both the
sensitivity and selectivity of fungal responsesdwo essential metals, Cu and Zn, added at
several concentrations in the culture medidimametes versicoloknown to produce laccase
and Mn-P was used as an efficient lignin-degradimgyus. It was grown in various liquid
media either rich or poor in metal ligands in ortiervary metal speciation and thus metal
availability. At the physiological level, biomassoduction and morphology studied by
scanning electron microscopy were used to assesmétal toxicity on the fungus. At the
functional level, we focused on three extracell@aidases activities used as biomarkers of

metal bioavailability: laccase, Mn-P and Li-P.
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2. Materials and Methods
2.1.Chemicals

Anhydrous D-(+)-glucose, tartarate di-lH tartarate di-Na, CagPHO0,
MgSQO,-7TH0O, FeSQ-7H,0O, CuSQ-5H,0 and ZnSQ@7H,O were purchased from Fisher
Scientific. Monohydrate D-(+)-maltose was from Sagldrich, KH,PO, was from Baker,
KCI, NH4Cl and NaNQ@ were from Merck. Bacto yeast extracts were puretiesom BD.
According to the supplier, yeast extracts cont&il6% amino acids, 10.90% total N, 3.27%
phosphate, 3.19% potassium, 0.49% sodium, 0.38%ridal 0.09% sulfate, 0.07%
magnesium and 0.01% calciuriotal contents of Cu, Zn and Fe in yeast extractsew
determined by atomic absorption spectrometry (\rar&pectrAA 220). We found 0.01, 0.10
and 0.06 mg of Cu, Zn and Fe per g of yeast extragpectively. Total organic carbon in
these extracts (48.1%) was determined by TOC-aeajizOC-VCSN, Shimadzu).

2.2.Medium compositions and culture conditions

Trametes versicoloATCC 32745 was grown in five liquid culture medagich
differed in their content in organic ligandgaple VII.1). One medium called Lesa was made
after Lesaget al. (1996), and was chosen for its richness in orgigénds including tartaric
acid. The other media contained no tartaric acidl waere performed from Abadullat al.
(2000) who used it with success for cultures Talimetesstrains. We modified the
composition by decreasing the yeast extract comtieatn 5 to 2.5 and 0 g™Lto give media
called Aba5, Aba2.5 and Aba0O media respectivelye Tiftih medium called Czapek, is a

minimal medium designed to grow fungi accordingytmoet al. (2009).

Mycelium agar plugs with 10 mm-diameter were takem the outer circumference
of a fungal colony growing on agar-plate (8 to BHy%) and were inoculated into 10 mL of
liquid medium in 150 mL Erlenmeyer flasks. Cultusgsre incubated statically at 25 °C in
the dark for 10 days. After 3 days of incubatio®0luL of CuSQ or ZnSQ solutions
sterilized by filtration (0.2 pm pore size membrawere added into liquid cultures in order to
obtain final concentrations ranged from 10 nM tm for each metal. Controls were done
without added metals. The experiments were caoigdvith three independent replicates per

treatment. Fungal growth in each medium was maogutdry determining the dry weights of
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fungal biomass. Mycelia were filtered through lifd@ um) and dried for 48 h at 80 °C. The

growth medium was filtered (0.2 um pore size) befessed for measurements of extracellular
activities.

Table VII.1. Composition of media used for liquid @ltures of
Trametes versicolor

Medium
Nutriment (g L ™) Lesa Aba5 Aba25 Aba0 Czapek
maltose 20 - - - -
glucose - 10 10 10 10
tartarate di-NH 2.3 - - - -
NH,CI - 2.5 2.5 2.5 -
NaNG; - - - - 3.0
yeast extracts 1.0 5.0 2.5 - -
tartarate di-Na 1.8 - - - -
KCI - 0.5 0.5 0.5 0.5
KH,PO, 1.3 2.0 2.0 2.0 2.0
CaCb-2H0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
MgSO,- 7H,0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
FeSQ-7H0 0.07 - - - 0.01
total C 9.4 4.4 3.2 2.0 2.0
total N 0.2 1.2 0.9 0.7 0.5
C/N 37.9 3.7 35 3.1 4.0

2.3. Determination of CU?* contents in culture media

Contents in free copper species (i.e.?Tin culture media were determined using a
copper-ion selective electrode (lon Selective Etel, ISE25Cu-9, Radiometer) coupled
with a reference electrode (XR100, Radiometer)sat@ A calibration curve was established
with 0.01, 0.1 and 1 mM CuCluffers in the presence of a constant ionic stten§0.1 M.
The background electrolyte of calibration bufferaswNaCIQ in the absence or presence of
various contents in KCI used to adjust thé €intents mimicking the molarities of each
culture medium. Slopes of the electrode responsair@d in calibrations were close to the
theoretical Nernstian slope of 29.6 (29.3 +/- ®8&; 18, R2 = 0.99). After an addition of 1
mM CuSQ, the Cd" contents were determined in the various mediaéir initial states (i.e.,
in the absence of the fungus) or after 3 days afyfis incubation (i.e., the day of metal
addition). In the last case, fungal mycelia werevlsted from media before the metal
addition. These determinations were used to ché&tirehces in the copper complexation
between the culture media.
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2.4. Theoretical speciation of Zn and Cu using Soilchemrmmodeling

The chemical equilibrium program Soilchem (SpositaCoves 1991) was used to
calculate the speciation of Zn or Cu after thediadn in the various culture media. The pH
and total contents in organic and inorganic speafabe culture media were used as inputs
with the database Geodata to compute speciatiom.Sdilchem program took into account
the complexation constants of metals with the anaicids identified in the yeast extracts as
given by the supplier. Gii contents measured both at t = 0 and at thel@ of fungus
incubation by the Cu-ISE were plotted against tiestetical Ci" contents calculated by the
program and a linear relationship was found (R234pwhich validated speciation results for
Cu. Since no direct Zf determinations could be made as for Cu, we assuiredame
validation for Zn. Soilchem was used to computetétcal Zn and Cu speciation in order to
compare the percentages of free ionic forms, aoyanic or organic bound metal forms after

metal additions in the various culture media.
2.4.Extracellular oxidase activities

Laccase activity was measured by monitoring thedation of 2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) acid (ABTS) at 42 in a citrate/phosphate buffer (CPB;
0.1 M, pH 3.0) at 30 °C (Wolfenden & Willson 1982janganese- and lignin-peroxidases
activities were monitored respectively by the okima of 4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-
buten-2-one at 334 nm in CPB (pH 5.0) in the presasf MNSQ and HO, (Paszczynsket
al. 1986) and the oxidation of veratrylic alcohol @03 :m in CPB (pH 3.0) in the presence of
H.O, (Tien & Kirk 1984). One unit of enzyme activity waefined as the amount of enzyme
that catalyzed 1 pmol substrate in 1 min. The @& were measured in triplicate from

extracellular filtrates and expressed in U perywieight of fungal biomass (U'gd.w.).
2.5.Scanning electron microscopy
Scanning electron microscopy (SEM) was used tosasZe or Cu impacts on the
fungal morphology. Harvested 10-days old myceliaemsashed four times with deionized

water for 1 min and cryogenised (-180 °C), coatétl gwold and scanned with SEM (Philips,
SEM 525M).
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2.6. Statistical analysis

Means and standard errors (SE) were calculated fhoee independent sets for each
variable measured: fungal biomass, pH of liquid imed CU#* contents and extracellular
oxidase activities. Effects of C/N ratios and metpkciation on oxidase activities were
analyzed by Pearson’s principal component analy&A) involving 378 data per metal for
six concentrations of metal added from 10 nM toM m each culture medium. Results were
used to determine which fraction of metal is thestmimductive among total, inorganic,
organic or free forms. Statistical analyses (t;tesgression, PCA) were performed by XLStat
(Addinsoft).
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3. Results

3.1.Influence of medium composition on fungal growthn the absence of metal

Trametes versicolodid not grow in théwo liquid media, AbaO and Czapek. Biomass
production and pH values of the three other cultaeglia during the fungal incubations are
presented irrig. VII.1. The decrease in pH was about two units afteray®@ of culture, and
the lowest pH was observed in Aba2.5 followed bya&and Lesa. Whatever the medium,
the fungus reached a stationary phase within 7.d&fysr 10 days, the biomass production of
T. versicolorwas greater in the Lesa medium with the highegamic carbon contenf(g.
VII.1 and Table VII.1). The fungal biomass was 64 and 53% in Aba5 an&24b
respectively of that measured in Lesa medium, teesphigher content in yeast extracts of

these two Aba media compared to LeBab(e VII.1).

Dry weight of biomass (mg)

Figure VII.1. pH (open symbols) and growth ofT. versicolor(closed symbols) during the
incubation in various culture media Lesa (diamonds), Aba5 (squares) and Aba2.5
(triangles). The values are means = SE for tripficaltures.
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3.2.Metal speciation as affected by the medium compaiin

After the addition at 1 mM, Cu was found at aboQ0% in the free form in the
Czapeck and AbaO media (where no growth of thedangas observed). For the three other
media, C" contents were 1.5-fold higher in media after 3sdggowth of the fungus than in
media in their initial states without fungu$aple VII.2). The one effect of pH on €l
contents was tested by abiotically decreasing titeali pH of the media to the pH value
measured the™3day of fungus incubation. The decrease in pH msed the Cii contents
about 3-fold. In all cases, €ucontents were lower than 10% of the total addect@uent,
and increased in the order Lesa < Aba5 < Aba2.5.

Table VII.2. Influence of the absence or presencd @. versicolor
on CU** contents of culture media after a 1 mM copper addion
Cu®* contents (UM)

Medium Lesa Abab Aba2.5
without T. versicolor 3.1 4.2 32.3
+0.1 +0.2 +1.1
(constant initial pH (5.5 (5.9 (5.5
with T. versicolor 4.2 6.6 51.3
+0.3 +0.1 +79
(pH after 3 days of cultuje (4.8 (4.8 (4.9
without T. versicolor 9.3 17.5 87.9
+0.4 +0.8 +4.0
(adjustedpH to mimic the %8 day of culture) (4.8 (4.8 (4.9

An example of theoretical Cu and Zn speciation coteg for the pH value of the’3
day of fungus incubation is showig. VII.2 as percentage of the different metal forms for
the case of Cu or Zn added at the highest condemtraf 1 mM. Free metal forms were
found always lower for Cu than for Zn, and lowearth1%, 5% and 13% of the total Cu
content and 13%, 28% and 74% of the total Zn cdntenLesa, Aba5 and Aba2.5
respectively. In Lesa, metals were calculated asgbmainly in the complexed form with
organic ligands, essentially with tartaric acidd%% for Cu and > 83% Zn). In Aba5 and still
further in Aba2.5, the level of organic complexatiattributed here to amino acids is highly
decreased for Cu and was found negligible for Zvofing inorganic and free forms.
Calculations were made for all the conditions & éxperiments (Cu or Zn additions from 10
UM to 1 mM) and free forms were computed as alvawer for Cu than for Zn, and lower in

Lesa medium than in Aba5 and Aba2.5 media.
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Figure VII.2. Distribution of organic- (m) or inorganic-complexed @), and free @) forms
of Cu (A) or Zn (B) added at 1 mM in the differentculture media. The percentages were
calculated using the Soilchem program

3.3.Influence of metals on biomass and morphology

Metal effects on the biomass producedThyversicolorexposed for 7 days from 10
nM to 1 mM of Cu or Zn were assessédble VII.3 shows the results only for the highest
concentration of 1mM which gave significant effefis Cu. Zn additions had no significant
effect on the biomass productionTafversicolorwhatever the medium composition. Whereas
Cu had no effect in Lesa, Cu at 1 mM led to a desman biomass production of about 88%
in Aba5 and Aba2.5 compared to unexposed controls.

Table VII.3. Biomass production and extracellular xidase activities by T. versicolor
exposed to 1 mM Zn or Cu for 7 days in different meia
Lesa Abab Aba2.5
Ctrl Zn Cu Ctrl Zn Cu Ctrl Zn Cu
Biomass production (%) 100.0 101.0 98.8 100.0 107.4 88.6 100.0 101.1 88.7
+26  +06 14 +63 49  +47 +35  +23  £17

Laccase (U §d.w.) 50.2 43.4 953  23.8 215 33241 247 249 76516

+4.6 +3.8 +7.8 +3.8 +3.6 +467.8 +3.0 +1.6 £627.5

Mn-P (U g* d.w.) 64 51 82 108 84 1684 91 89 3765
+0.7 +0.7 +0.8 +1.7 +1.3 +9.4 +1.9 +3.1 +21.6

Li-P (U g* d.w.) N.D. N.D. ND. ND. ND. 484 ND. ND. 126.0
+12.5 +5.5

Fat value: significant differences (P < 0.05)
N.D. means not detected
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Fig. VII.3 shows the metal effects on the morphologyl ofrersicolorexposed for 7
days to 1 mM of Cu or Zn in Aba2.5 assessed byrsngrelectron microscopy. Only Zn led
to morphological alterations observed by the caalese of filaments. Observations in Aba5
were found similar as those in Aba2.5. Metals had notable effects on the fungal

morphology in Lesa (data not shown).

PP

Figure VII.3. Scanning electron microscopy ofT. versicolormycelia cultured in Aba2.5,
unexposed (A) or exposed to 1 mM of Cu (B) or Zn (Cfor 7 days. Magnification x 2020
(white bar corresponds to 20 um).
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3.4.Influence of metals on functional responses

After 7 days of exposure to 1 mM Zn or Cu, extradal activities ofT. versicolor
related to the fungal biomass are giveable VII.3. In the unexposed controls, no Li-P
activity could be detected whatever the culture iomad The basal production of laccase was
2-fold higher in Lesa than in Aba media, while thesal production of Mn-P was slightly
affected by the composition of the media. Resuitsasthat Zn had no significant effect on
the oxidase activities whatever the medium. Cueiased the production of oxidases, but the
intensity of the response depends on the mediunmp@ced to the controls the copper
inductive factors for laccase production were 20 Bhd 310 in Lesa, Aba5 and Aba2.5
respectively. Mn-P production was stimulated by @uthe same way but with lower
inductive factors of 1.3, 16 and 41 in Lesa, Abatil 8Aba2.5 respectively. Li-P was
specifically produced in the presence of Cu but waly detected in the low complexing
media Aba5 and Aba2.5, and at least 2-fold mor&hbia2.5 than in Abas.

In Lesa, Cu had no significant effect on oxidasevdies for concentrations lower
than 1 mM (data not shown). The only significarieef was found for the 1 mM Cu addition.
Fig. VII.4 shows the functional responsesTofversicolorexposed to Cu from 10 uM to 1
mM in Aba media. The response of extracellular agebs was sensitive to the increase in
copper contents of the Aba media. The threshotmbpper stimulation was thus determined at
1 uM, except for Li-P in Aba5 which was stimulatgdthe threshold value of 10 uM. These
threshold values had to be compared to the oneega Imedium determined at 1 mM. The
intensity of stimulation was at least 2-fold highar Aba2.5 than in Aba5 for the same

concentration of added copper.
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Figure VII. 4. Responses of extracellular oxidases bly. versicolorexposed to Cu in Aba5
(o) or Aba2.5 @m) for 7 days.The values are means + SE for triplicate cultuggnificant
differences: * and **, compared to the respectimexposed controls for each medium (P <
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Statistical analyses by PCA were made with theouaripotential stressing factors,
including the total Cu content, the different Clegps and the C/N values of mediag.
VII.5 shows that among the different copper species, fiee, inorganic and organic
complexes, the free fraction had the best indugintential on oxidase activities whatever the
used medium. A higher correlation with the freeapfraction was found for Li-P (R > 0.98;
P < 0.0001) than for Mn-P or laccase (R > 0.79 Rrwel 0.77 respectively; P < 0.0001). The
fraction of Cu complexed to inorganic ligands wksodighly correlated to the stimulation of
oxidase activities, unlike the total and organipmer fractions, and the C/N values of the
media. But if we take into account the fraction@i complexed to amino acids (data not
shown); this specific organic complexed fractiorsvearrelated with the stimulation of Li-P,
Mn-P and laccase activities (R > 0.86, R > 0.69Rm0.67 respectively; P < 0.0001).

PC1 and PC2 (85.0 % of variability)

1
CIN Organic ¢
A
.05 —+
P
©
o
o
o .
O Inorganic ¢
o 0 } Free
Li-P ¢
Laccase,,
Mn-P ©
-0.5
-0.5 0 0.5 1

PC1 (64.4 %)

Figure VII.5. Correlation circles of Pearson’s principal component analysis between the
different fractions of Cu (total, organic or inorganic, and free forms), the C/N ratio and
the stimulation of oxidase activities by CuThis analysis concerns six concentrations of Cu
(10 nM to 1 mM) added in Lesa, Aba5 and Aba2.5 medi
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4. Discussion

4.1. Metal speciation as affected by the medium compdigin

The metal stressing conditions for the fungus where defined as the metal
bioavailability, with the hypothesis: i) total métontent is not representative of inductive
potential of metal and ii) bioavailable metals forganisms are the free metal species
(Vigneault & Campbell 2005). Some authors, howesaggested that species other than free
forms can be available, for example when complaxethl forms are labile (Degryss al.
2006). We thus compared the fungal responses talradditions in various classic media
differing in their ability to complex metals. Theetérminations of Cii contents in media
allowed us to assess the metal complexation whiak wery different according to their
contents in metal ligands. We verified that addedwas almost at 100% in the free form in
no-complexing media, Czapeck and AbaO. But as ssoyeast extracts or organic substrates
are introduced in the culture media, the Cu congiler levels increase in the order Lesa >
Aba5 > Aba2.5 Table VII.2). C¥* measurements confirmed that yeast extracts haval me
complexing properties, but results showed that auithyeast extracts no growth @f.
versicoloris observed: a compromise must thus be don&. @easurements also confirmed
that the fungus growth influences the copper spieciaThis influence is mainly due to
changes in pH during the fungus growth, but alsdiuves of carbon and nutriments. The
abiotic effect of pH on metal speciation is straagd can be predicted through the use of
geochemical modeling, while the impact of fungusvgh on copper speciation is worse
predicted.

The theoretical metal speciation was consistenth wihe experimental Cii
determinations and allowed to calculate the varimesal species: free, inorganic or organic
bound metal forms whatever the conditions used.hitje complexing level of Lesa medium
and its low content in free metal species are mailie to the presence of tartaric acid as
major metal ligand. The calculations took into agtathe complexing effect of yeast extracts
through the amino acids as organic ligands. Thetfet free forms were computed as always
lower for Cu than for Zn, and lower in Lesa meditian in Aba5 and Aba2.5 media is due to
the higher stability constants of copper comples@®spared to zinc complexes. If only free
metal forms are considered as bioavailable or lggamimpact, metals added in Lesa medium

are supposed to have a lower effect on the funigais in Aba5 or Aba2.5. At equal total
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concentrations added in the media, Zn should hasteoager impact than Cu. Furthermore,
Zn in Lesa and Cu in Aba2.5 exhibit nearly the saiometents in free forms, so that their

availability and their impact could be compared.

4.2.Influence of metal speciation on fungal physiology

The culture medium composition has an importarg mlthe growth off. versicolor
Results showed that the biomass productioif.ofersicoloris greater in the Lesa medium
with the highest organic carbon content than in5Abad Aba2.5 media which differ only by
their yeast extract contentsable VII.1 andFig. VII.1). When the fungal biomass is taken as
a toxicity indicator, our results showed that Zis Im@ toxic effect oi. versicoloreven if Zn
bioavailable forms are favored in our conditionmpared to Cu. On the contrary, Cu toxicity
appears in the Aba media compared to the Lesa medlable VII.3), i.e. when the
bioavailability increases. SEM observations of falnghorphology are more difficult to
discuss fig. VII.3). Such observations by SEM are rare in the liteeatMore generally
metal effect on morphology is assessed by visuahgés in pigmentation, in mycelia shape
or in sclerotization (Crowe & Olsson 2001; Lunetyal. 2001; Baldrian 2003). Azevedi al.
(2007) observed by SEM some morphological altengtim the presence of Cu in aquatic
fungi. In our conditions, for equal total Zn or Cantents in the culture media, we found that
Cu has no effect on the mycelium surface, but Znaiter the morphology of mycelia. The
opposite effects for Zn and Cu on the two chosedicity indicators, fungal biomass and
morphology, may be related to a difference in th&ribution and localization of metal
species during exposure. Indeed, étwal. (2003) suggested to distinguish the bioavailgbilit
between the metal uptake (internalization) andntle¢al adsorption on the membrane surface
(externalization) to explain metal impact on a ogital trait. It should be interesting to
separate these two processes to determine theifisignce, and to compare them to the
significance of the metal speciation in the surding environment.

4.3.Influence of metal speciation on functional respases

In the absence of metal, the medium compositiogh8li affects the production of
oxidases. The main effect appears for the laccestuption which was 2-fold higher in Lesa
medium than in Aba medial éble VII. 3). This could be explained by differences in C/N

ratios and N sources between Lesa and Aba medikkéet al. 2007). However, the
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production of oxidases stays at low level in theotss media which is consistent with the
absence of significant correlation between the @tibs and the oxidase productidfid.
VIL5).

Despite available species favored in our experialesanditions with a high content of
free forms in liquid culture, Zn had no effect dretextracellular oxidase activities of
versicolor By contrast, Cu highly increased the productievels of extracellular oxidases
despite a speciation not in favor of available sgeacompared to Zn. But its inductive
potential was shown to depend on its speciatio® dignificant correlations found between
the stimulation of oxidase activities and the diéfa fractions of Cu gave the following
hierarchy of the inductive metal forms: free > ig@mic complexed > organic complexed. Our
results are thus consistent with the fact thatdee$iee metal forms, some Cu complexes
could participate to the response of oxidases énftimgus. The intensity and sensitivity of
functional responses strongly increased when thec@uplexation level of the medium
decreased thus favoring the metal bioavailabilur results show that these enzymatic
responses can occur at environmental levels of Incetataminations generally low (van
Gestel 2008).

The stimulation of laccase activity in the presen€eCu has been observed in other
fungi (Crowe & Olsson, 2001; Baldrian 2003). Thisaynbe due to the fact that Cu is a
constitutive element of the laccase catalytic $Nwugin et al. 2003). However, Jarosz-
Wilkolazka et al. (2006) showed that the laccase activity is alscreiased by Cd in
Abortiporus bienni@ndCerrana unicolor Furthermore, the stimulation of laccase actityy
Cu was also shown to correspond to a regulatidheatranscriptional level iif. versicolor
(Collins & Dobson 1997). We showed that Cu alsonstated Mn-P activity though this
metal is not known as a constitutive element o$ tlhzyme. Furthermore, the Li-P not
detected in the control cultures was found spedlficoroduced in the presence of Cu when
Cu availability was enhanced. To our knowledges fieroxidase was never detected in the

presence of added metal.
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5. Conclusion

Our study aimed at testing the hypothesis thatb&al speciation plays a great role in
the production of fungal enzymes more than thel tottal content, and to explore the fact
that these productions could be metal speclitametesrersicolorwas chosen as a white rot
fungus well studied for its ability to produce oasks. We showed that the intensity and
specificity of the response of extracellular enzgnmeTl. versicolorstrongly depends on metal
speciation. Compared to Zn, Cu was a powerful itidecmetal for the stimulation of
extracellular oxidases. The threshold value of erewactivation can be strongly lowered and
the inductive power of metal can be strongly enkdneghen available Cu species are favored.
The Li-P was found specifically produced in thegarece of Cu and was the most sensitive to
the Cu speciation among the tested oxidase enzyrhese results are consistent with the fact
that oxidases could be biomarkers of fungal exposnimmetals. Further studies are engaged
to validate these enzymatic tools in terrestrialsystems.
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De [a parcelle a [Erlen : vers des descripteurs d"une contamination métallique

Le fonctionnement des sols d’agrosystemes dépempagmle partie de la biodiversité
fonctionnelle des organismes qui y vivent. Gradeu capacité a synthétiser des enzymes
impliquées dans les principaux cycles biogéochimsgles microorganismes sont a la base de
nombreux processus métaboliques environnementanixceEsens, les enzymes devraient
constituer des indicateurs fonctionnels de la t¢gdhiologique des sols. Cependant, les
agrosystemes sont soumis a différents stresseursqcies et physiques, ce qui affecte les
services écologiques rendus par les microorganisine®l. Ainsi, I'objectif de ce travail de
recherche a été d’étudier le potentiel de la biedi¥é fonctionnelle, essentiellement

fongique, en tant gu’indicateur de I'écotoxicitéaemposés chimiques dans les sols.

Ce travail de recherche témoigne de la difficulté ‘@élaborer des descripteurs
pertinents d’'une contamination métallique dans degonditions environnementalesLes
activités enzymatiques sont considérées comme misateurs de I'état de santé des sols
(Dick, 1997 ; Nannipieri et al., 2002). Toutefoles approches au champ ont montré la
nécessité d’intégrer les facteurs naturels et apiues qui peuvent affecter le statut
métaboligue des microorganismes lors de l'utilatde tels indicateurs pour évaluer un

impact métallique sur le fonctionnement biologigies sols.

Dans des contextes agricoles contrastés (deuxgzat deux cultures intensives sur
deux sites localisés en Haute-Normandie), I'expéntation au champ a permis d’acquérir
des bases environnementales gouvernant les vasgatie la biodiversité fonctionnelle. Au
cours d'un cycle cultural, les mesures d'un indkoatglobal de I'activité microbienne
(déshydrogénase) et d’activités hydrolases (phaapbs acide et alcalingsglucosidase, N-
aceétylg-glucosaminidase, uréase) dans les sols ont mogtrédes activités enzymatiques
varient dans I'espace et le temps. Cette variélsfitatiotemporelle s’explique par des facteurs
climatiques (climat, température...) qui conditionhentre autre le développement microbien
(Gianfreda & Bollag, 1996 ; Criquet et al., 200Bquseba et al., 2009) et par la complexité
de la matrice sol. L’hétérogénéité de sa strudiouenit de nombreux microhabitats pour les

communautés microbiennes. Ces niches écologiquess,sont le siege de processus
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métaboliques environnementaux, sont alors foncatbement différentes a des échelles

microscopiques (Nannipieri et al., 2003).

Il a été également montré que les activités enzgomes du sol sont sensibles aux
pratiques agricoles. Les niveaux d’activités sdas glevés dans les prairies que dans les sols
cultivés. Ceci est a relier au fait que les tendéotaes en C et en N sont au moins deux fois
plus élevées dans les prairies que dans les granttases. En effet, les cultures conduisent a
un appauvrissement des sols en éléments nuttitiést connu que les propriétés physico-
chimiques des sols tels que la teneur en C, condiint I'abondance de la biomasse
microbienne et donc, les niveaux d’activités enzyauas (Frey, 2007 ; Bouseba et al., 2009 ;
Lagomarsino et al., 2009). Par ailleurs, la dinmoude variabilité spatiotemporelle observée
dans les sols cultivés par rapport aux prairies pexpliquer par le travail du sol. Ce facteur
anthropique conduit a une déstructuration de maahats et une homogénéisation de la
composition des sols au niveau de la parcelle s&iCollins, 2007). Cette homogénéisation
conduit alors a celle de la répartition géograpbigie la biodiversité et de ses fonctions.
Comme les pratiques agricoles modifient les progsiéintrinseques de I'habitat des
organismes tellurigues et par conséquent leur s&paux contaminants, elles peuvent
constituer des facteurs de confusion lors de i&atilon d’indicateurs fonctionnels de I'état

des sols d’agrosystémes.

Cependant, les activités enzymatiques du sol nélseipas étre des descripteurs
pertinents d’'une contamination métallique. Bien tpgecosmes ou « écosystémes terrestres
miniaturisés » soient des modeles d’intérét poudiét les propriétés biologiques des sols
dans des conditions agronomiques, ils n’ont pamigede révéler un impact du Cu sur les
activités enzymatiques, et ce pour une concentrdi@® fois supérieure a celle agronomique
(200 ppm). Des études complémentaires ont étésééali sur la distribution et la
biodisponibilité du Cu dans les cosmes de sols déstructurés (Dur et al., 2009). Les
résultats ont montré que le métal se distribue agorf homogene verticalement et
horizontalement dans les cosmes et qu'il restenpietement biodisponible (extraction a
'EDTA). De ce fait, I'absence d’effet du Cu du@simmobilisation totale est a exclure. Il se
peut que la fraction biodisponible de cet oligos@@t soit en quantité insuffisante pour
provoquer des effets déléteres sur les microorgeess Toutefois, de nombreuses études

rapportent que des activités hydrolases sont iekilhérs de contaminations métalliques des
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sols (Eivazi & Tabatabai, 1990 ; Kandeler et @94; Renella et al., 2003 ; Tuomela et al.,
2005 ; Lorenz et al., 2006). Plusieurs hypothéesewent étre émises :
- la sensibilité des microorganismes a un stressighenest diminuée lorsque leur
croissance est limitée en raison d’'une faible asbégé aux éléments nutritifs
- la redondance fonctionnelle des enzymes choisiegenmet pas de traduire un
déplacement des communautés lors d’un stress almmiq
- I'importante variabilité spatiotemporelle des aités enzymatiques du sol masque

limpact réel du Cu sur les activités

Dans le cadre du programme de 'ADEME « Bioindicatede qualité des sols »,
I'effet du Cu a également été testé dans des codmesls remaniés, i.e. sols tamisés (2 mm)
et homogénéisés (travaux non présentés dans ce irgmce tamisage conduit a une
remobilisation des éléments nutritifs. Dans cesli@ms expérimentales, I'absence d'impact
du Cu sur les activités enzymatiques permet d'écdfhypothése d'une baisse de la
sensibilité des microorganismes a un stress chieniigie a une croissance limitée. Cependant,
un déplacement d’équilibre communautaire n’est gaxclure. Laguerre et al. (2006) ont
montré qu’un stress modéré au Cu (< 90 ppm) coraddies déplacements de populations
dans des sols agricoles. La redondance fonctiadels enzymes choisies et le fait qu’elles
soient soumises a de nombreux facteurs environnamren expliquent plus
vraisemblablement I'absence d’observation d’'unteftemétal sur les fonctions métaboliques

des microorganismes.

Ces travaux refletent toute la complexité des agps en écotoxicologie des sols. Les
propriétés du compartiment biologique, des contantm et celles intrinseques de la matrice
sol sont autant de déterminants et d’interféreni§lsqrendent la compréhension d’un
événement écotoxicologique difficile. L'intégrationde [linfluence de facteurs
environnementaux et anthropiques est capitale dBingerprétation des variations
d’indicateurs fonctionnels de I'état de sol et lescription d’'un impact métallique. Par
ailleurs, les activités enzymatiques renseignentss processus environnementaux globaux
sans apporter d'informations sur les espéces aatxe impliguées. De ce fait, les
connaissances limitées sur le potentiel fonctionieslmicroorganismes sont un obstacle dans

la compréhension de I'action de contaminants sxpFession de ce potentiel.
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Ce travail de recherche a permis d’apporter des ét@ents sur la relation entre la
diversité fongique et I'expression de ses fonctionke modéle fongique a été retenu de par
sa pertinence écologique dans les sols et par ditapte répartition géographique des
champignons (Kjoller & Struwe, 2002 ; Thorn & LyncB007). Les cultures en milieux
liquides permettent de s’affranchir de la complkexie la matrice sol, et de ce fait d’acquérir
des bases physiologiques sur la régulation etda@tén des systemes fonctionnels fongiques
a l'échelle de lindividu. Par ailleurs, les inviggttions ont été élargies a une famille
d’enzyme spécifigue a cette communauté telluriqless oxydoréductases de type
ligninolytique (laccase, Mn- et lignine-peroxydgs@3rth et al., 1991 ; Baldrian et al., 2003 ;
Bouws et al., 2008).

L’étude de I'expression du potentiel fonctionnekzhun ensemble des champignons
représentatifs de cette communauté dans les sajgodystémes a confirmé leur capacité a
sécréter des enzymes impliguées dans les cyclEsraiats nutritifs et dans la dégradation de
différents polymeéres naturels. Ainsi, les hydrotase notamment celles testées dans les sols
sont largement distribuées dans I'ensemble des gigaons, ce qui confirme par ailleurs leur
redondance fonctionnelle au sein d'une méme comuoténa l'inverse, les oxydoréductases
ne sont retrouvées que dans 50% des souches teflépsndant, elles ne sont pas
essentiellement sécrétées par les Basidiomycégedealia pourriture blanche, contrairement a
ce qui est rapporté dans la littérature (Bollag &ohowicz, 1984 ; Orth et al., 1991 ;
Baldrian, 2003). En effet, des activités oxydorddses ont été détectées chez des
Basidiomycetes non ligninolytiques, des Ascomyceétades Zygomycetes. Ainsi, il est tout a

fait envisageable de mesurer ces activités enzgoegidans les sols d’agrosystemes.

Puisque les mesures d’activités enzymatiques desssdls ne permettent pas de
discriminer la part intracellulaire et extracelinga la localisation des hydrolases et des
oxydoréductases a été déterminée dans les diféoemipartiments d€rametes versicolor
Les hydrolases couramment utilisées au champ sss#ngellement localisées au niveau
cellulaire (intracellulaire et membranaire). A Verse, les oxydoréductases sont
préférentiellement retrouvées dans I'environnemextérieur, ce qui est en accord avec
I'identification sur leurs génes de peptides signampliqués dans les voies de sécrétion
(Johansson & Nyman, 1996). Cependant, cette détation apporte peu d’informations a
I'échelle de I'écosysteme car les enzymes extralegles ou intracellulaires libérées lors de

lyses cellulaires, sont généralement liées auwoittdb des sols et sont de ce fait persistantes
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dans I'environnement (Huang et al., 2005 ; Kandeeml., 2007). La localisation de la
diversité fonctionnelle au niveau extracellulaieste néanmoins a étre relier aux besoins
nutritionnels des organismes. En effet, la séanéties enzymes est régulée par les stocks de
nutriments présents dans I'environnement (Oland&fit&usek, 2000). De la méme maniere,
I'état physiologique des organismes conditionne activité métabolique et ses implications
écologiques dans l'environnement. Par exemple,qlersles sources de C facilement
assimilables (oligomeres, diméres) sont limitantes,sécrétion des oxydoréductases est
stimulée confirmant la capacité des champignordiges des voies métaboliques alternatives
impliquées dans la dégradation de polyméres corapleais que la lignine (Orth et al., 1991 ;
Sato et al., 2007 ; Lebrun et al., 2009).

Bien que 'amélioration des connaissances sur \farsiité fonctionnelle contribue a
une meilleure compréhension du fonctionnement biglee des sols, elle reste dans ces
travaux limitée a des représentants de deux fandlenzymes. L'étude des sécrétomes
fongiques via des approches en électrophorése didilmnnelle et en spectrométrie de masse
permettrait une meilleure accessibilité a la dikérgonctionnelle (Maron et al., 2097
Toutefois, cela implique que les protéines d'intéké€ologique aient été caractérisées au
préalable. En effet, une grande partie des pratésderétées par les champignons restent a

étre identifiees (Oda et al., 2006 ; Kim et al.020 Sato et al., 2007 ; Bouws et al., 2008).

Ce travail de recherche confirme I'hypothése que # profils fonctionnels
fongiques sont utilisables pour évaluer I'écotoxité des metaux dans les sol&race a leur
capacité a croitre dans un environnement contarparédes metaux et a leur réponse
métabolique adaptative a un stress métalliquesHampignons sont des modeles biologiques
intéressants dans le développement d'outils poévaluation de I'écotoxicité de ces
contaminants dans les sols. Lors de cultures laguingiques, différents mécanismes de
tolérance aux métaux ont été rapportés danséadlitire (Gadd, 1993 ; Fomina et al., 2005
A I'échelle environnementale, les contaminationgatigues diminuent I'abondance de la
biomasse microbienne avec une sensibilité plusdgrgour la communauté bactérienne que
celle fongique (Vig et al., 2003 ; Lorenz et aD0B ; Lejon et al., 2008). De toute évidence,
la présence de métaux dans I'environnement a deségaences tant d'un point de vue

écologique gu’agronomique. La limitation de crorssades organismes telluriques conduit a
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des déplacements de I'équilibre des communautiésffet métallique sur leurs métabolismes
affecte les flux et la dynamique des éléments tifstri

L’expérimentation en cultures liquides a permistslal’expositions métalliques,
d’obtenir des réponses caractéristiques de la sitéefonctionnelle fongiquel’action des
métaux sur I'expression du potentiel fonctionnet dbampignons isolés d’agrosystémes se
traduit par des modulations d’activités enzymatsque réponse des hydrolases aux metaux
est complexe. Elle dépend de I'enzyme, du champigrtadu métal considéré. Cette grande
variabilité intracommunautaire peut expliquer l'abse d'effet du Cu sur les activités
enzymatiques globales du sol lors des études emeasosA linverse, les activités
oxydoréductases sont stimulées par le Cu et leeQabpn par le Zn et le Pb. Cette réponse se
produit indépendamment du genre et de I'espéce iduarg malgré des sensibilités
individuelles différentes. Toutefois, I'état physigique du champignon conditionne la
sensibilité des réponses enzymatiques (Lebrun et 28I09). Ceci confirme que des
organismes telluriques exposés a des contaminams des conditions environnementales
auront des réponses plus élevées lors d’'une stilomilde leur croissance et de leur activité
métabolique que lorsqu’ils sont en dormance. Lawggtion de I'activité laccase a été décrite
chez différents champignons filamenteux (Collin®&bson, 1997 ; Crowe & Olsson, 2001 ;
Levin et al., 2002 ; Baldrian et al., 2006). Biemeqles oligo-éléments disposent de
transporteurs membranaires, les mécanismes d’iledusont encore mal décrits. Mais il est
connu gque des genes codant pour les oxydoréduadespesent de séquences MRE, capables
d’augmenter leur expression transcriptionnelle &hsison & Nyman, 1996 ; Giardina et al.,
1999 ; Baldrian, 2003). Ainsi, les oxydoréductasest parfois considérées comme des
protéines de stress. Par ailleurs, il y a des rsgmispécifiques aux meétaux dans le sens ou
elles ne sont pas retrouvées chez des organisrsagis«», i.e. hon exposes. En effet,
certaines souches fongiques sécrétent des oxydiaséis uniquement en présence de
métaux, ce qui n'a pas été rapporté dans la litteraa notre connaissance (Lebrun et al.,
2009).

L’exposition deT. versicolora I'ensemble des principaux métaux retrouvés dems
agrosystemes (Cu, Zn, Pb et Cd) testés seuls aoaktail a montré une action des métaux
sur la sécrétion des oxydoréductases au niveaaiguet En effet, les métaux agissent sur la
régulation de la sécrétion et sur les processus-trmhictionnelles des oxydoréductases

fongiques. La stimulation de l'activité laccase parCu et le Cd est corrélée a une
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augmentation de la sécrétion de ses isoenzymed (edd.acB). Par ailleurs, ces formes
constitutives et inductives de laccases sont difféinent glycosylées en présence de métaux.
Ces différences de glycosylation, processus padtittionnel impliqué dans la stabilité et la
protection protéique, permettent de relier des méps caractéristiques a une exposition
métallique. Cependant, il est préférable d’appréberce dernier aspect en électrophorése
bidimensionnelle qui permet une meilleure sépanaties isoformes glycosylées pour leur
caractérisation. Bien que les cocktails métalliqsesent plus représentatifs des multi-
contaminations des sols d’agrosystemes, aucun effigtulatif n'’a été mis en évidence
suggérant des phénomenes de compétition entre demurnet I'importance de prendre en
compte leurs propriétés physico-chimiques (Hu et &003). De toute évidence,
'appréhension de ces multi-contaminations dans slesemes plus complexes que des
milieux de cultures liqguides comme les sols constdes challenges multiparamétriques dans

la compréhension de ces phénomenes de compétition.

L’existence d'une réponse générique des oxydorédast au sein d’une méme
communauté et de réponses caractéristiques d’d@xposiux métaux renforce la pertinence
de ces enzymes en tant qu’outils pour évaluer fgoité des métaux dans les sols. Les
variations de niveaux d'oxydoréductases dans ldés gourraient alors témoigner d'une

contamination métallique.

Ce travail de recherche montre que les oxydoréductgs sont sensibles a une
contamination métallique a des concentrations envimnementalement réalistesDans
des conditions environnementales, il est connulegiéeneurs totales en métaux dans les sols
ne permettent pas d’évaluer leurs impacts surdaéniose. En effet, le pouvoir toxique des
métaux et leur biodisponibilité dépendent de lgagcgtion (Vulkan et al., 2000 ; Vig et al.,
2003 ; Sun et al., 2006 ; van Gestel, 2008). Diaitel'influence de la spéciation du Cu et du
Zn a été testée sur la réponse des oxydorédualasesversicolor cultiveé dans des milieux
exhibant différents niveaux de complexation visisaeles métaux. La réponse du champignon
est fortement dépendante de la spéciation métalliglintensité de la réponse de ces
enzymes augmente lorsque le métal est rendu pbaisponible. Méme si le Zn de par ses
propriétés physico-chimiques est plus mobile etisjmonible que le Cu, cette réponse reste
spécifigue au Cu. Cette expérimentation a égalenparinis de relier les réponses

fonctionnelles a une forme active et biodisponithle métal. Il existe une forte corrélation
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entre les quantités de formes libres du Cu, i.e?* G la stimulation des activités
oxydoréductases. Toutefois, certaines formes imiggas et organiques du métal peuvent
étre mobilisées et assimilées par le champignortk@iuet al., 2000 ; Degryse et al., 2006).
Par ailleurs, la sensibilité de la réponse des orddlictases est augmentée lorsque la
biodisponibilité du Cu est favorisée. En conségeemes activités sont stimulées pour des
concentrations en Cu inférieures a 10 pM soit One@l. D’aprés le modele semi
mécanistique de Sauvé et al. (2000) basé sur Fptisn compétitive du Cii et du H, la
teneur de le Cil dissous dans les cosmes de sols non déstructergsaities et de grandes
cultures contaminés par 200 ppm de Cu est de odér1 mg/l (Dur et al., 2009). Ainsi, la
réponse des oxydoréductases fongiques se produdesa niveaux de contaminations

environnementalement réalistes.

L’ensemble de ces travaux confirme la pertinence deoxydoréductases fongiques
en tant que biomarqueurs d’exposition aux métauxen effet, elles répondent a différents
criteres de biomarqueurs d’exposition aux metaux :

- elles sont spécifigues a une communauté d’intéc&ogique et largement

distribuée dans les écosystemes terrestres

- leur réponse est spécifique a certains metaux {Cale

- il existe une généricité intracommunautaire deeceiponse

- leur réponse se produit indépendamment du stagiedie 'organisme

- il existe une relation entre la stimulation d’atéwet la production protéique

- il existe des réponses caractéristiques d’expositiétallique, i.e. glycosylations

différentielles et productions d’oxydoréductasescdmues en présence de métaux

- il existe une stimulation de leurs activitées prdpomelle a la fraction

biodisponible et active du métal

Ceci confirme que ces acteurs biochimiques du fomeement des sols pourraient
étre des descripteurs d’'une contamination métaliquutefois, il est nécessaire de valider
ces outils enzymatiqués situ, afin de déterminer l'influence des facteurs emwirementaux
et anthropiques, tel que le travail du sol dansds des agrosystémes, lesquels pourraient

masquer I'impact réel d’'un stress métallique ssiraetivités oxydoréductases.
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Pertinence de [utilisation de biomarqueurs fongiques in situ

Ce travail de recherche multidisciplinaire réalisé différentes échelles, de
I'écosystéme a la molécule, a permis :
- d’améliorer les connaissances de linfluence deefas environnementaux et
anthropiques sur des indicateurs fonctionnelsétati'des sols
- d’améliorer les connaissances sur la biodiversitetionnelle et notamment sur la
relation entre la diversité fongique et I'expressite ses fonctions
- d’évaluer I'impact de stresseurs chimiques retreud@ns les sols agricoles, les

meétaux, sur les systemes fonctionnels fongiques.

Lors de cultures liquides de champignons, desilprde sécrétion caractéristiques
d’expositions métalligues ont été obtenus a patér deux grandes familles d’enzymes
impliqguées dans le fonctionnement des sols, legdfgsks et les oxydoréductases. Nous
avons conclu que la réponse de la diversité fonogbble des champignons pourrait étre
utilisée pour évaluer I'écotoxicité des meétaux dEsssols. A ces fins, les oxydoréductases
semblent étre des outils pertinents. Cependant avons également montré I'importance de
prendre en considération l'influence de facteurgrennementaux (structure et composition
des sols, climat...) et de facteurs anthropiquesti(uas agricoles, travail du sol...) lors de
l'interprétation de mesures d’activités enzymatgjael’échelle parcellaire. Par conséquent,
I'applicabilité d’utiliser de tels outils enzymatigs reste a étre validié situ afin de prendre
en compte I'ensemble des paramétres biotiques ietiqaes gouvernant I'écologie des

communautés microbiennes.

Les oxydoréductases de type ligninolytique sontépedtiellement retrouvées dans les
écosystemes forestiers. Bien que leurs niveauxtidiths puissent étre faibles dans les
agrosystemes, Gianfreda et al. (2005) ont meswacdevités laccases dans des sols agricoles
cultivées ou non. Ainsi, il est possible de mettne place des écosystemes terrestres
miniaturisés afin d’évaluer la réponse d’activitézsydoréductases a lintroduction de
contaminants métalligues dans des conditions rbgsreCela nécessite d'utiliser des
méthodes fiables de dosages de ces activités darsols. Or, il est connu que le dosage de
I'activité laccase peut étre biaisé par des réasta@biotiques capables d’oxyder les substrats

utilisés (Floch et al., 2007). Dans le cas ou,tiate® des oxydoréductases serait trop faible
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pour étre détectée dans les sols ou soumise aatiamtes interférences abiotiques, d’'autres
alternatives sont envisageables.

Une premiére alternative serait d’inoculer desngbignons connus pour produire des
oxydoréductases dans des sols et d’étudier I'efi@te contamination sur I'expression des
enzymes. Par exemple, Ford et al. (2007) ont mesiggé activités laccases, Mn- et lignine-
peroxydases apres inoculation d’espedeametesdans des sols contaminés par des
chlorophénols. De la méme maniére, Rama et al.1(2@dt suivi la croissance de€.
versicolor et la production de laccases aprés inoculationcldampignon dans des sols
contaminés par des HAP. Il est a noter que la suaitulée peut se trouver en compétition

avec la microflore autochtone ce qui peut perturbealyse de I'effet du Cu.

Une seconde alternative serait d’accéder a lainmogité fonctionnelle par des
empreintes protéomiques. Pour ce faire, les presésont extraites des sols a l'aide d'un
acide puissant (I'acide fluorhydrique) et idengfepar spectrométrie de masse. De cette
maniere, Schulze et al. (2005) ont montré des wams de profils protéiques et
d’oxydoréductases telles que les laccases au desrsaisons. Il est approprié de penser que
de telles variations puissent étre observées exepcé de contaminants.

Une troisieme alternative serait de détecter efudmtifier les oxydoréductases par des
méthodes immunologiques. Maron et al. (2003) omitnéd’applicabilité de ces méthodes en
estimant les niveaux de la nitrite-oxydoréductamesdies environnements complexes comme
les sols. Cette approche pourrait étre utiliséer ppantifier les niveaux de réponse des

oxydoréductases fongigues a une contamination liggieldans des conditions naturelles.
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« Secretion profiles of fungi as affected by metalsa study of extracellular enzymatic
system inTrametes versicolor
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Soumis Applied Microbiology and Biotechnology.

» Fungal oxidases as exposure biomarkers to metalgifluence of metal speciation on
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» Functional diversity in soil fungi: extracellular profiles as tools for metal ecotoxicity
assessment
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Lebrun JD, Lamy I, Mougin C

3*Meséminaire d’écotoxicologie de I'INRA, Dinard (Fia®), Sept. 2006

Communications affichées :

« Study of extracellular functional system in soifungi: enzymes as exposure biomarkers
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