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1. Généralités sur le monde bactérien

Les bactéries sont des micro-organismes vivants, au méme titre que les virus et les champignons.
Découvertes a la fin du 17¢me siecle par Anthoni Van Leeuwenhoek, naturaliste hollandais, inventeur de la microscopie

Les bactéries mesurent entre 0,5 et 10 -15 um. Ce sont des organismes procaryotes qui ne possedent pas de

noyau, mais un ADN chromosomigue circulaire situé dans le cytoplasme.
Elles sont entourées d’une paroi complexe et posseédent souvent des flagelles.
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La respiration cellulaire
*aérobie
Bactéries aérobies strictes :
* respiration aérobie : O, accepteur d’électrons dans la respiration

*anaérobie: Extrémement importante du point de vue écologique

Mécanisme dans lequel les électrons passent sur une chaine de
transporteurs dont l'accepteur final est une substance autre que O,
Moins d’énergie libérée

Bactéries aérobies anaérobies facultatives :

e respiration aérobie (O,) et voies alternatives en absence d’'O,
e respiration anaérobie

e fermentation (accepteurs d’électrons sont des métabolites)

Bactéries anaérobies strictes :
e respiration anaérobie
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% Respiration du nitrate
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Arbre phylogénétique de la vie

Bactéries Archées Eucaryotes
Bactéries
vertes Myxomyceétes
filamenteuses Amibes Animalia

Spirochétes

Gram Methanosarcina Fangl
g Methanobacterium Halophiles
Protéobactéries Plantae
4 ¢ Methanococcus -
Cyanobactéries Ciliés
Planctomyces Thermoproteus Flagellés

Pyrodicticum

Bacteroides Trichomonades
Cytophaga

Microsporides
Thermotoga

Diplomonades
Aquifex

Source: Site Planet-Terre

Classification par ’ADN (ARNr 16S)déterminant le phylum, leur nom
et leur positionnement en arbres phylogénétiques

Domain Bacteria
Phylum Proteobacteria
Class a-proteobacteria B-proteobacteria y-proteobacteria d-proteobacteria e-proteobacteria
Order  Chromatiales Thiotrichales Legionellales Pseudomonadales  Vibrionales Enterobactleriales  Pasteurellales
Family Enterobacteriaceae
l i | ( | I |
Genus  Enterobacter Escherichia  Klebsiella Proteus Salmonella Serratia Shigella Yersinia
Species S. boydii S. dysenteriae S. flexneri S. sonnei



porganismes présents dans de tres nombreux environnements terrestres, y compris extrémes
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I Les bactéries extrémophiles \

THERMOPHILES PSYCHROPHILES

e o A

» Acidophiles: pH?2 -6

» Alcalophiles: pH 8 - 11

* Thermophiles: 60 - 70 °C

* Hyperthermophiles: 80 - 100°C ol of

- Psychrophiles : 5 -20°C - A

* Halophiles: 1- 35 g/l NaCl e

* Hyperhalophiles: 150 - 300 g/I NaCl ACIDOPHILES XEROPHILES
- Barophiles: P>1atm Source: it Projt Ecol

. Xérophiles: milieux tres secs




2. Les environnements pollués en métaux et radioéléments

Contamination des sols de la planete

Situation francaise

Les o grandes sources de polltin

XX % Chaque pourcentage indique la proportion » Les rejets domestiques

Pollution inorganique: [ po— de points de contrble en France présentant & Phosphore (lessives. elc)
. itrat chiorés une concentration moyenne 3 élevée F Matibres :
-engrais (nitrate, Ads zA%  Cyeiess de la substance polluante concernde
p h?sp hate ) - 6 % Métaux lourds m m
-métaux (Cadmium, Hysrocarbures 73%
i B T . medicamenteuses
Arsenic, Mercure, Plomb, 6% a8 _ :“Nm
Nickel, Zinc...) et . e ToRt AR s
radioéléments 1% \ e A .
Pollution organique: \ : AT » Les rejets industriels
- hydrocarbures - solvants ‘ : ; /[ o O Métaux
chlorés - pesticides - -t \ \ \ N\ (ciomi, cadmium, nickel, mercure)
\ - ‘-‘\‘

composés nitrés

) Pyraktoes (PCB)
(trarsformateurs)

* Les rejets agricoles Hydrocarbures aromatiques
Source: site SlideShare Nitrates (engras) polycycliques (HAP)
Phosphore (I e1c) S Erveimcarert e frvce Micropoliuants organiques
actotre 2000 ¥ lesF .‘v.':uvw. (COmposss bromes. dianines.
, Pesticides dars o3 eaun. Gécendre 2007 FEN berzéne...)
-1/3 par des métaux lourds et RNs

-1/3 par des huiles minérales
-1/3 par tous les autres toxiques

Source: site medias.lemonde.fr



Environnements contaminés par des radionucléides

Quarantaine de sites pollués par des substances radioactives en France, principalement par du radium (source IRSN)
- Sites industriels d’extraction ou de mise en ceuvre de la substance (assainissement terminé ou en cours)
- Petites entreprises utilisant le radium (diagnostics en cours)

Sites contenant de la radioactivité naturelle renforcée (TE-NORMs: Technology Enhanced-NORMs):
- Anciens sites d’extraction et de traitement minier d’'uranium =>ZATU
- Etablissements thermaux
- Anciens sites d’activités industrielles modifiant les équilibres physico-chimiques de la radioactivité naturelle
contenues dans les matieres utilisées et la concentrant dans les déchets produits
Exemples: *traitement de minerais de Sn, Al, Cu, Ti, Nb, Bi, Th et de TiO,, terres rares
*production de céramiques réfractaires, zircon, engrais phosphatés,...

Sites contenant de la radioactivité artificielle, ayant trois origines principales:

eles rejets réglementés et autorisés des installations nucléaires et ceux liés aux activités de médecine nucléaire
(examens radiologiques et traitements médicaux)

eles retombées des essais atmosphériques d’armes nucléaires (de 1945 a 1980) et de I'accident de Tchernobyl en 1986
e|la rémanence des retombées de I'accident de Tchernobyl et des tirs atmosphérigues qui constitue le bruit de fond de
la radioactivité artificielle de I'environnement francais

Potentielles situations post-accidentelles




Principaux radionucléides artificiels présents dans I'environnement en France

Cosmique, essais nucléaires, rejets de
I'industrie nucléaire et horlogére

3H 12,32 ans Béta 3He

60Co 5,27 ans Béta, gamma 60Ni Rejets de I'industrie nucléaire

Rejets de I'industrie nucléaire et des
services de médecine nucléaire

1311 8 jours Béta, gamma 131Xe

Essais nucléaires, rejets de I'industrie

238Pu 87,7 ans Alpha 234U (.
nucléaire

Source: IRSN
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Les techniques de réhabilitation de sols pollués, in situ ou ex situ

A classer en 4 grandes catégories:

-les traitements physiques: utilisent des fluides (eau, gaz),
présents dans les sols ou injectés, comme vecteur pour
transporter la pollution vers des points d'extraction ou pour
I'immobiliser

-les traitements chimiques: font appel a des réactifs
chimiques pour détruire les polluants, les transformer en
des composés moins toxiques et/ou plus facilement
biodégradables ou pour modifier leurs caractéristiques

Sol traité -
S,

-les traitements thermiques: utilisent de la chaleur pour
détruire le polluant, l'isoler ou le rendre inerte

~—{Polluants|
-les traitements biologiques  dans lesquels des micro-

organismes et/ou des plantes favorisent la degradation des Biotraitabilité
substances chimiques toxiques pour les rendre moins
toxiques = BIOREMEDIATION Ely




3. Qu’est-ce que la bioremédiation?
C’est la mise en ceuvre intentionnelle par I'homme d'un processus de biodéepollution.

Biodépollution: dépollution biologique.

Elle peut résulter:

(1) d'une biodéegradation: décomposition partielle ou totale d'un produit par un agent
biologique, produisant des composés chimiques simples (H,0-Eau, CO,-Gaz
carbonique, CH,-Méthane, H,-Hydrogéne, Chlorures, ou encore de I'Acétate, des
produits de fermentation)

(2) d'une inactivation du polluant par biotransformation: transformation d'un produit
par un agent biologique

Agents biologiques= bactérie ou/et champignon ou/et plante (phytoremédiation)

Inconvénients:

-Limitée aux composés biodégradables
-Plus lente que d’autres process

-Peu efficace a basse température ou a
forte concentration en polluants

Avantages:

-Processus naturel
-Souvent réalisé sur place
-Sans perturbation du site
-Moins codteux




Exemples de technologies utilisées:

Bio-augmentation : injection sous pression de cultures de microorganismes
dans les milieux pollués pour favoriser et augmenter la dégradation naturelle
des contaminants organiques

Contaminant non—toxic
Lo end products

Bio-stimulation : améliorer la dégradation des contaminants en favorisant
I'activité des micro-organismes indigénes par optimisation des conditions du

milieu (pH, humidité, nutriments ...)
R I

Nutrient§
‘ non—toxic
£ end products
Gontaminant




Grand nombre de composés pouvant étre
dépollués par des bactéries:

Exemples de correspondances entre polluants et bactéries dépolluantes (Source : Biodépol'99) :

Nitrates : Comamonas, Hyphomicrobium

Phosphates : Acinetobacter, Moraxella

Pesticides : Enterobacter

Dioxines : Brevibacterium

Cyanures : Thiobacillus, Rhizoctonia

Composés soufrés : Thiobacillus

Caoutchoucs : Sulfolobus, Rhodococcus, Thiobacillus

Huiles, graisses : Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus

Hydrocarbures : Acinetobacter, Flavobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter
Métaux lourds : Saccharomyces, Rhizopus, Chlorella, Thiobacillus, Zoogloea

Radionucléides : Microbacterium, Bacillus, Shewanella, Geobacter, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Thermococcus, Halomonas, Deinococcus radiodurans ...




Environnements liés au démantelement-assainissement des Installations Nucléaires

Phase 1: Apres la mise a l'arrét définitif (dont le déchargement du combustible, la vidange de tous les circuits, le démontage
des installations non nucléaires), 99,9% de la radioactivité est éliminée.

Phase 2: Apres le décret de mise a l'arrét définitif et démantelement, commence le démontage des équipements de tous les
batiments (sauf le batiment réacteur), le conditionnement et I'évacuation des déchets vers les sites de stockage.

Phase 3: Cette derniere phase correspond au démantelement de la cuve, a la démolition des batiments et a I'assainissement
des sols => niveau de radioactivité naturelle

Nécessaire caractérisation et traitement in situ des marquages radiologiques des sols et des eaux souterraines.

1 Source: EDF
|
d=m= Rdewamen 1 S Rdeudmen
Péi e I_' i—'|-||-'l|||-|||-'
|
Comoustiod
Evacue r
1 'E £
proch il i EIMGrg e ' 5 Ii
gl v Sl | W
B FProduction | Déciassementl
i

v
[}
| |

01720107 012025 i 2030 2040
I
1
1
- MAITRISE D"OUVRAGE DP2D

MAITRISE D"OUVRAGE DPN

2019: création d’un consortium multidisciplinaire de labos de recherche en région Aquitaine=>
le projet DEMAIN, défi scientifique et technique soutenu par I’'Université de Bordeaux
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Items de R&D
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Développement d’un nouveau procédé de bio-remédiation

(LP2i Bordeaux: A. Williamson et C. Sergeant)
Encapsulation bactérienne pour améliorer leur potentiel de bio-remédiation

Problématique : bio-remédiation limitée par des facteurs abiotiques (fluctuation de pH, de
température, présence de métaux toxiques, mauvais acces aux nutriments, etc...)

Solution proposée : encapsulation de bactéries par un polymere, dans des
billes de taille millimétrique

—> protection contre les facteurs toxiques de I'environnement

—> augmentation des capacités métaboliques des bactéries

Résultats :

- expériences en cours sur la dépollution de métaux et de RNs
contenus dans des effluents liquides

- dépot d’un brevet en décembre 2021

- financement pré-maturation CNRS en 2022 (projet SYMBIOSE)




4. Les différents types d’interactions entre bactéries et métaux/ radioéléments

Microorganismes peuvent

g Uranium : 4 états de valences : %2 202
coloniser des milieux > I1I, 1V, V, VI U
extrémes dont des

—> = = = = =
environnements radioactifs Chimiotoxique et radiotoxique

[Rn]5F%6d 7s?
Actinides

Exemple : Mécanismes d’interactions entre bactéries et uranium
T Biosorption VD) _ _
b %Q Bacillus sphaericus JG-7B (U022 ™ uEvI) Bioaccumulation
< (Merroun et al., 2008) U(VI) (U0,2%) Pseudomonas aeruginosa
Microbacterium
Bacillus

Nedelkova et al., 2007

(Choudhary et Sar., 2011)

Cellule :
bactérienne Pseudomonas
Stenotrophomonas
U(VI) soluble Citrobact Merroun et Selenska-Pobell 2008
itrobacter sp.
(UOy*) \ (Macaskie et al., 1996)
Bioréduction
. 2- 2+ >
Desulfovibrio desulfuricans ~U(IV) insoluble HPO,* + U0, HUO;PO,, 4H,0
(Lovley et al., 1992) (UOy) e e .
» Biominéralisation
S, 134
Geobacter

Shewanella
Cologgiet al., 2011

Microbacterium

oleivorans

19
(Theodorakopoulos et al.,
2015)



Immobilisation des polluants possible par:

Biosorption: phénomene passif de chélation avec composés des parois cellulaires, possible aussi avec porganismes
morts (bactéries gram* ou champignons en particulier), qui permet de diminuer les quantités de métaux ou RNs
mobiles dans les eaux, les sédiments ou les sols

Bioréduction: phénomene actif qui nécessite des porganismes vivants, et transforme les formes oxydées mobiles en
formes réduites beaucoup moins solubles, d’'un grand nombre de métaux et RNs (ex: Cr, Se, U, Tc, Pu)

Selon les especes, la forme réduite peut s'Taccumuler a I'extérieur des cellules, dans le cytoplasme ou les membranes

Halomonas Thermococcus

Biominéralisation-bioprécipitation: phénomene actif qui nécessite des porganismes vivants, fixation de la forme
oxydée, catalysée par des bactéries

Ex pour "'uranium: libération enzymatique de phosphate inorganique qui se complexe au métal, formant des
précipités insolubles de phosphate d’uranyle (NauO,PO, ou NH,UO,PO, ou HUO,PO,)




Mais dissémination des polluants possible par:

-Réoxydation des espéces réduites par certaines souches bactériennes, selon la composition du milieu en
agents complexants
Observé notamment pour Zn, Se, U

-Volatilisation dans I'atmosphére par méthylation induite par bactéries, champignons, algues;
surtout connu pour | et Se

Impacts souvent observés de la contamination métallique ou radioactive sur la
diversité bactérienne

- Changements de structure des communautés

- Enrichissement des milieux en certaines especes mieux adaptées

- Présence d’espéces résistantes ou radiorésistantes (ex: famille des Deinococcus: D. radiodurans peut survivre a
15kGy d’irradiation aiglie)



5. Etudes du LP2i Bordeaux dans le domaine

Préalable a I'étude de I'impact des microorganismes sur la mobilité des radio-éléments:
inventaire des bactéries autochtones de sites environnementaux

2003-2008: Milieux argileux (sites d’étude pour I'enfouissement des déchets
radioactifs HAVL de Meuse/Haute-Marne-Bure, Mont Terri-Suisse)

Soutien du GNR FORPRO, de I'ANDRA, de la NAGRA, du Consortium Mont Terri,
du Programme TAPSS 2000 (avec le BRGM)

Thése ANDRA de S. Poulain (2003-2006): mise au point de toute la méthodologie tres
innovante des étapes de prélevement, de conditionnement et d’expérimentation au
laboratoire



Recherche de microorganismes autochtones :
une double approche

Argile pulvérisée

sous azote
Extraction Cultures R Isolement sur
d’ADN d’enrichissement milieux gélosés

A\ 4

Milieux liquides:

ADNr 16S et 18S / cultures pures
\4 :

Diversité Caractérisation Propriétés
moléculaire: physiologique morphologiques

et biochimique
1 \ -
\
\\

Comparaison aux < N
BN A T — - > Especes nouvelles ? |

bases de données { 00 N L -

Séquencage
d’ADNr 16S/18S

ml




= mise en évidence et description
cultivables dans l'argile du Mont Terri.

S. aurantiaca (AJ429237)
S. faenia (AJ429239)
S. abaci (AJ575817)
S. paucimobilis (U37337)
S. pituitosa (AJ243751)
S. azotifigens (B217473)
arl S. trueperi (X97776)
S. yunnanensis (AYB34691)
Caulobacter leidyi (AJ227812)
5. horeensis (AF131296)
S. oligophenolica (AB018439 ; 95.0% ; paddy soil)
S. asaccharolytica (Y09639 ; 85 0% ; apple tree roots)
S. prun(Y09637 :95.1% ; prunus tree roots)
70l 5. mali (YO9638 ; 95.4% ; apple tree roots)
-Opalinus Clay strain BPC-C1/20-1
Sphingomonas sp. S03-Tr (DQ145741 ; 99.1% ; Greenland glacier)
53l Kaistobacter koree nsis PB56 (AY769083 ; 99 5%)
100 Sphingomonas sp. SIA181-1A1 (AF395032 ; 99.1% , Antarctica ice)
63 Uncultured bacterium 739-2 (AF423289 - 97.3% - soil)

Sandaracinobacter sibiricus (Y10678)
Er b longus (MIB744) Other
Porphyrobacter cryptus (AF465834)

Zy mobilis (AF281031)

A

100

fens (AJ339304)

—_
[l

Anaérobie, organotrophe, sporu-
lante, alcali (pH 9,5) et thermo-
tolérante, batonnets et spores.

Tres différente des souches décrites:
a 94% proche de Alicyclobacillus
pohliae

Poulain et al., Geomicrobiol. J., 2008

Sphingomonas

Sphingomonadales

de deux nouvelles espéces de bactéries

Aérobie, organotrophe, Gram-
alcalitolérante (pH 9,5), produit
des EPS, batonnets irréguliers
Proche de Sphingomonas sp.

(AYBE4046, AF290916)

5

o Opalinus Clay strain BPC-C1/31-1
@dﬂb&miﬂm pohliae (AJSBATEE ; 94.2% ; geothermal soil, Antarctica)
Uncultured clone D282111 (AJ617864 ; 930% ; paddy sail)

) . Other Bacillales
E (X70316, AJ297437)

Anoxybacilius kamc hatkensis (AF510985)

100l Anaxybaciilus ayderens is (AFOD1953)

Anoxybacillus kestanbolinensis (AY248711) | Anoxybacilius
Anoxybacillus amylolyticus (AJ518979)
1001 Anoxybacillus voinovskiensis (AB110008)
Bacillus methano licus [XB44E5)

Bacilius fumarioli (AJ250065)

Bacillus drentensis (AJ542606)

Baciilus niacini(AB021194)

Bacilius hackensackii (A¥143429)

Bacillus fortis (AY443038 ; 81.7% ; dairy farm)

Baciilus

Uncultured clone BB15 (DQ219797 ; 90.6% ; hot mercury spring)
Alicyclobacillus tolerans (221979 ; 90.6% ; gaold mine)
ithis ¢ fcus (X52488 ; 90.8% ; soil) e
Alic herbarius (AB042055) ) .
Alicyclobacillus hesperidum (AJ133633) Alicyclobacillus &
Alicyclobacillus sendaiensis (AB034128)
Alicyclabacillus acidocaldarius (XB0742)

100

c i [X75905)

24



Caractérisation des microorganismes allochtones (apportés par le
creusement du laboratoire souterrain de Meuse/Haute-Marne)

FORPRO: Caracterlsatlon BEDZ.: Galerie 4d et feﬁez‘res de gmz‘z‘czge

PUITS AUXILIAIRE

GALERIE EXPERIMENTALE

Suivi microbiologique de 'environnement souterrain de Meuse

25

/Haute-Marne: Collection de microorganismes allochtones intéressants



Préalable a I'étude de l'impact des microorganismes sur la mobilité des radio-
éléments: inventaire des bactéries autochtones des sites environnementaux

2008-2014: Site contaminé (Tchernobyl - Ukraine) -
GNR TRASSE

Etude multidisciplinaire des transferts de RNs a partir de la tranchée contaminée
T-22 sur le site IRSN - Instituts ukrainiens (IUAR - IGS)
Collaboration IRSN LRE et CEA/CNRS LIPM Cadarache

Site expérimental entretenu depuis 1999: existence d’un faible flux d’eau vertical de l'aquifere
superficiel vers 'aquifere profond et fuite en °Sr
Principaux facteurs influengant le transport des RNs:
- vitesse de dissolution des particules de combustible irradié
- diffusion et dispersion des RNs e =
- interactions des RNs avec le sol, avec les porganismes qu’il contient el

=» Inventaire bactérien d’échantillons de sols de la tranchée et hors tranchée,
préalable a I'’étude de leur role sur le transfert des RNs



Participation a quatre campagnes de prélevement de sols sur le terrain : entre octobre 2008

et septembre 2010

Echantillons de sols: 6 dans la tranchée, 3 en dehors de la tranchée b
Expériences effectuées sur place: extraction d’ADN, mise en culture _ ok

B prélévements octobre 08
Prélévements avril 2009 20
Prélévements octobre 08 + avril 09

Grillage Tranchée
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Approche culturale : bactéries cultivables aérobies, sporulées et anaérobies

Incubation 15 jours a 30°C
en aérobiose.

v

o . Isolement en
A Tchernobyl : étalement sur 2 milieux de cultures pures

Dénombrement
culture généralistes (A Bordeaux sur 16
éch. et a Cadarache sur 25 éch.)
1000000
” 100000 1
-g 10000 1
3 @ pH 7-2009
2 1000 T m pH 5-2009
E | O pH 7-2008
S 100
10
.

1 3 4 8 10 12 13 14 16 20
n° échantillon

>130 isolats a Bordeaux
>200 isolats a Cadarache

Homogénéité entre
les 2 premieres
campagnes
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Approche culturale : séquencage du géne codant pour ’ARNr 16S et affiliation taxonomique

Tehlli_20_n18 uturﬂ 8

2 ’B’.evil...?luus sp. KSLSHUHIEJ 983 EU3TE457 Flimicutes
AZ_10_b_ of
Biovil bre e X} AB112715 Firmicutes
Bacill

993 HM037805 Firmicutas
938 EU169574 Firmicutes
990 60389762 Fimicutes
991 ABI6293  Fimicutes
b - 2s
Lg Bacillus dientensis 993 AJS42513  Firmicutes
Tof 4 13 Ot 4d. 2
E s aryabhattai 987 GUISTIEN  Fimmicutes
_otu=4_5
Sporosaicina Jlobispora 993 FNA36I31 Fimicutes
TEhil_20_n24_of
Lysinibas plmellws 988 0Q284508  Fimicutes
Lysinibacilus fusiformis 998 GQZB4EOT  Fimicules
Tehl_13_nza_otu=40_§

Tchel_13_n17_of

(]
Bacillus sp. W_10 998 EUT03234 Firmicutes

98.9 EU037346 Fimicutes
96.7 AM34685 Fimicutes
4 969 AM162329 Fimicutes
939 AMT45265 Fimicutes

972 AM162349 Fimicutes

991 AM162204 Fimmicutes
1000 EUD39594 Fimmicutes

96.0 60355279 Fimmicutes.

ELE] 5U97T198 Fimicutes

cillus sp. PRETT
08 8 P82 6_ot=30_12
Fae 996 GU120640 Firmicutes

9921 FJ04080Y Fimicutes
Tehl_3_n12_of
F'.!el:ilmclll\ls su F‘SIJ 98.2 DQ4a44973 Firmicutes
3_otu=63_4
ﬂpde ibacillus y»[ymym 1000 GUI26E61 Firmicutes
hill_4_n1g ot
998  EUBEBSI3  Firmicutes
991 FNG73694 Firmicutas
993 AMADDT74 Fitmicutes
985  DIOBI8O0 Firmicutes
937  AB3IE6300 Firmicutes
3
aenibacillus panaciterrae 996 00284528 Fimnicutes
Tchﬂ 20_n22_otu=45_3
unculiured bacterium 972 EF114680 Fimicuies
2
_1
Paenibacil ss;; kMi 003 939 AMI62341 Fimicutes
chil_20_n16 ohu=56_1
cill I Fimicutes
hel_14_ni_otu=3:
Paenibacillus >, FW( hn.qﬂn EUIAIST  Fimicutes
Tehlli_20_n17 o £
Pae ibacillus « LIITrlm\[ylkus 99.4 ABO45099 Firmicutes
1 i
cilliss Sp. ilune (7 996  0UOB23ZE  Firmicutes
nmn 20_n22_otu="
996 AMI62312 Fimicutes
987 AYB3SEEE Firmicutes

Paenibacillus sp. Ulﬁﬂl
0B8_8_sp8_-3_3 olu=20_4

thailand eusis
sp. IMER.A1T
)

_1_4_olu=75_
ldeiia phenaz
20_0_9_otu=81_1
i

dbeta proteobacterinm

“h ml pnas sp. MACL13A

A9_12_) _6b_ot
Rhodococeis fase
'A9_13_sp13_-1_1_otu=28_1
Steptomycés mauvecolo
=9

993
390
997
992
1000
291

282
EEE

Ar167837
FJB05425
EUDZ9121
50388349
FN421966
X70404
Us0164
FJ267567
EU187495
CUB30332
EUS67313
EF01B197
Al440714
AJ282648
AB201285
AB531407

EUB27481
AY963416

EUD57876
EF408849
GU120660
EF157282
EUS35075
FJBBI346

DQ451462
DO125777
EU274333
60143751
FigsseaT
AMO39435
FJBg4199

60153645
AB184532
A1308572

AB180790
AB184555
AMBS7403
AF306834

EUZ21351
EF612293

0U354333

Bacteroidefes
Bacteroidetes
Batteroidetes
Proteobacteria
Protegbaciera
Protechacteria
Proteohatteria
Proteobactsria
Proteobacteria

Protegbac

Protegbacteria
Proteobactera
Proteabattsria
Proteabacterla
Protenbacteria

Proteabactria

Proteobacterls
Proteobactsis
Proteobactsria
Proteobaciera
Proteobactera
Proteobacteria
Prateghacieria

Proteobactsria
rateobac

Actinobacteria
Actinobacternia
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobactaria
Actinobactaria
Actinobactana
Actinobacteria
Acinobacteria
Actinobactaria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria

Les résultats obtenus a Bordeaux et a Cadarache sont cohérents :

Souchothéeque importante constituée et partagée entre les deux laboratoires.

Publication des résultats dans J. Applied Geochemistry, 2012

la collection est dominée par les Firmicutes, des
especes connues pour leur capacité a former des endospores et a se développer dans des environnements extrémes.
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2010-2013: étude de leur réle sur le transfert des RNs (U, Cs) par sorption ou accumulation
N. Théodorakopoulos: Thése IRSN/région PACA a Cadarache, co-direction C. Berthomieu, LIPM et C. Sergeant, CENBG

Microbacterium oleivorans A9
Cristaux d’uranium intracellulaires

Images MET apres 24h d’exposition a 50M de
nitrate d'uranyle a 25°C.

——ABadgoudt{Gpephindy | |G © Spectres de I'analyse EDX:
P DR g A (contrdle dans la cellule), B (structures riches
en Ca et Phosphate), C (structures en aiguilles).

—— C: Needle like structure

Counts

0 2 4 6 8 10 12 14
Energy (keV)

* La souche bactérienne développe plusieurs mécanismes de détoxification de I'uranium
* Un des mécanismes de détoxication est actif et met en jeu un e fflux_de I'U(VI) entré dans la cellule et une
précipitation intracellulaire d’'U(VI) sous forme minéral e d'autunite  Ca(UO,),(PO,), * 10-12 H,0.

Plusieurs publications en 2015 et 2017 30




Préalable a I'étude de I'impact des microorganismes sur la mobilité des radio-
éléments: inventaire des bactéries autochtones des sites environnementaux

Depuis 2015: sites environnementaux dans le cadre
de la Zone-Atelier Territoires Uraniferes

Objectif : Caractériser les environnements radioactifs d’origine
naturelle ou naturellement renforcée



2015: création de la Zone Atelier Territoires Uraniferes (ZATU)

Et Structuration des recherches

/

TE)NORM
&

Biocénose

Projet TIRAMISU (2019)

biodiversiTy In RAdioactive
MIneral SoUrces

Pilotage : Vincent Breton (LPC), Aude Beauger (GEOLAB)

\ Zones
. Ateliers

LTSER FRANCE TERRITOIRES URANIFERES
Trajectoire
du risque
‘__—-——-———-\
Instrumentation,
gestion des données,
science participative

Projet TERROIR
-INSPECT (2020)

INteractions, SPéciation et Effets
des radionuCléides d'une zone
humide anThropisée

Pilotage: M. del Nero (IPHC) m-iﬂns

Collaborations: LPC et LMGE Clermont, Subatech Nantes, IC Nice, IPHC Strasbourg; et depuis 2019 IRSN et CEA 32




@
Approfondir nos connaissances sur les effets de la | ﬁ&?:rs MQ

radioactivité sur le fonctionnement des écosystemes I ———

Projet BioMi (2015-2016): financé par la MI(Tl), dans la zone ICPE d’AREVA proche de I'ancienne
mine de Rophin (63); premiers isolement de souches bactériennes de sols contaminés en uranium
=> Les teneurs en RNs pas seuls éléments discriminants

Projet Tremplin (2017-2019), dirigé par C. Mallet (LMGE Clermont), soutenu par NEEDS-Environnement
et la ZATU

Collaboration LMGE, CENBG, LPC Clermont, Subatech Nantes, IC Nice Té"f'_ﬂf'(m'm_réﬁm“) °"" ()

Etude du transfert et des impacts des radionucléides sur la diversité microbienne: S

=» Campagne de terrain a Rophin (Puy de Déme) au printemps 2017

=>»Isolement d’une centaine de souches aérobie et anaérobie a partir de
sédiments et d’eaux de ruisseaux contaminés

= Métagénomique sur les mémes échantillons pour explorer toute la diversité

Point 5

] val d’exh:
3 0 m aval d’ex aure Point 3

Population bactérienne totale différente entre la zone témoin
et les sédiments contaminés en uranium

= En cours, I'analyse statistique compléte permettant de déterminer
I'influence des parametres physico-chimiques sur la diversité bactérienne

100 m
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Thése Guillaume Holub (2019-2022): « Impact de la radioactivité naturelle et anthropique sur les
communautés de porganismes dans des hydrosystemes »

Projet TIRAMISU: 4 théses en paralléle . Zones

(LPC, Subatech, Geolab, CENBG) o Ateliers

Relative abundance (% OTU)

100

*®

S0

=

a0

=

70

EJ

60

£

50

=

40

£

30

=

20

EJ

10

=

0%

LTSER FRANCE TERRITOIRES URANIFERES
Echantillonnage de 7 sources minérales en Auvergne; mise en culture, isolement,

extraction d’ADN, PCR et identification de 625 souches bactériennes (295 OTUs)

B Firmicutes

W Bacteroidetes
Actinobacteria

m Betaproteobacteria

B Gammaproteebacteria

B Alphaproteobacteria

Graviers Bard 2 Leyvaux Dourioux Mariol Montagne 1 salins
(<0,2) (<0,2) (0,50) (0,66) (0,99) (3,71) (15,91) [U] ppb

Graviers Dourioux

Proteobacteria majoritaires
Présence d’OTUs connues pour la résistance a la radioactivité/métaux ou uranium:
Chryseobacterium sp., Bacillus thuringiensis, Pseudomonas stutzeri, Microbacterium,

= tests en cours de la résistance a U d’un choix de souches
= A venir: étude de leur métabolisme et recherche de genes impliqués dans la
V' 7 . \ . 4
tolérance/résistance a l'uranium :



Projet INSPECT (INteractions, SPéciation et Effets des radionuCléides d’une zone humide
antThropisée), projet fédérateur multidisciplinaire soutenu par I'IN2P3 au sein du défi NEEDS pour trois
ans (2020-2023), s'intéresse au devenir des radioéléments dans la zone environnant I'ancienne mine
d’'uranium de Rophin (Puy de D6me).

Forage de sol dans la zone humide proche de la mine de Rophin en juin 2021 (décalée d’'un an a cause de
la Covid-19)

Zone blanche tres riche en uranium, jusqu’a 2mg/g

LP2i Bordeaux: 5 horizons prélevés pour la mise en culture des bactéries aérobie et anaérobie
(horizons H2; H3-1; H3-2; H3-3 et H4)

2 milieux de culture aérobie utilisés
Isolement et identification des especes bactériennes présentes par analyse de la séquence
d’ARNr 16S en cours (plusieurs centaines de souches)
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6. Conclusions

 Tres grande expérience de I’équipe dans I'isolement et l'identification de souches
bactériennes issues de milieux environnementaux plus ou moins contaminés en
radionucléides (eaux, sols, sédiments, argiles, biofilms,...)

e Tous les environnements particuliers que nous avons étudiés, y compris ceux
contenant des radionucléides, contiennent une grande diversité de bactéries, dont
certaines sont connues pour étre radiorésistantes.

e Ces bactéries peuvent interagir avec les radioéléments et ainsi les immobiliser en
les faisant précipiter, ou au contraire accroitre leur mobilité

=> Grande importance de considérer ce compartiment bactérien dans les études

environnementales

 Immense souchotheque d’especes plus ou moins radiorésistantes au laboratoire,
nécessitant des études approfondies des mécanismes d’interaction bactérie/élément.
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Et merci pour votre attention
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