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Le site d’étude : zone des tranchées
e d’enfouissement dans la forét rouge

Toxicologid

Programme Transversal
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Elévation (m as.l)

Etude du comportement des radionucléides dans les sols .-
de surface et dans les écosystemes (IRSN, UIAR, IGS) _%‘

116 _A B
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Quels sont les microorganismes capables de se développer dans
la tranchée?
La contamination aux RNs a-t-elle un impact sur la diversité?
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tranchée
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Analyse des communautés bactériennes par une
approche moléculaire

)

g
2

=
')

B
2 |

&

ogid

g

Gene codant 'ARNr 16S
marqueur phylogénétique
une espéece = une séguence

DGGE Séquencage haut-débit
Inventaire moléculaire

—?
.,
TTTGTAAA-TCTTCAGATAA. . .
TTTGTCAAGTCTTTGGTGAA. . .
. , . ) TTTGTCAAGTCTTTGGTGAA. . .
Empreintes moléculaire
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a Analyse par empreintes moléculaires: DGGE
reed
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Sample 8, (24) | A AVl
Sample 10, (30) O: Octobre
Sample 8, (30)
Sample 3, (36)
Sample 4, (32)
Sample 4, (36)
Sample 1,(33)
Sample 1 (25)
Sample 10, (28)
Sample 3, (28)
Sample 12, (31)

Sample 13, (31)
Sample 13, (31)
Sample 14, (27)
Sample 14, (34)
Sample 20, (32)
Sample 20, (25)

Les profils sont complexes: diversité élevée y compris en présence de RNs
Pas de forte similarité entre les profils des échantillons contaminés

Pas d’évidences indicant la présence d’'une communauté propre a la tranchée

Chapon et al. (2012) Applied Geochem
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Sequencage a haut debit pour 'analyse de la diversité @l @

Toxicologid
Programme Transversal.

ADNr 16S

En moyenne, 20 000 séquences par échantillon
Image de la diversité et de I'abondance relative des especes dans la populations
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20000 sequences: une image gquasi complete de m, @

[oRicolgoR la diversité totale
1200 -

w 1000 - e e s s e e ¢ sample 1

8_ v * M e © o o n Sample 3

Z 800 o * B EEEEEEEEE

2 o * . 2 3 8 820 5 s w B BB @ An 4 sample 4

5 600 - . + 1 8 8 E : : : s m m ® 8 B B B 8 @ = sample 8

5 e 2 B P g " - = sample 10
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g 2 o 8 N = sample 13

= 0 8" -sample 14
0= . . , : , * sample 20

0 5000 10000 15000 20000 25000

Number of sequences

Courbes de raréfaction

*Diversité comparable a un sol “normal”
*Pas d’extinction de la diversité dans les sols contaminés
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Famille

Genre

Espéce

Dans la tranchée

0,31%

0,35%

6,63%
0,15%

8,83%

0,11%

\;0,18%
1,06%

m Chloroflexi M Proteobacteria m Acidobacteria

M Cyanobacteria B Verrucomicrobia M Planctomycetes

M Actinobacteria M Bacteroidetes I Nitrospirae

B Candidate+division+TM7 MW Gemmatimonadetes W Chlamydiae

B Thermotogae M Firmicutes SM2F11

M Candidate+division+OP11 m™ Armatimonadetes Candidate+division+WS3
TM6 Elusimicrobia Chlorobi

Candidate+division+OD1 TAO6
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Analyse des données de pyrosequencage par ACP j‘"!_!l, @
~..
Toxicologid :
| Cyanobacteria
Armatimonadetes el
. 1
Plandomycetes
m-‘ ‘ \ Elusi i
Ec lrlsiench | X e ' Crjamydiae SM2F1]
ok : _Thermotogae
: — = Verrucomicrobia

PC2

SITE 20

Outside trench

Acidobacten
Candidate.flivision. TM7

Protecbacteria Actinobacteria

Bacteroidetes
Firmicutes
Candidate division \VS3

-2 0 2 4 6
PC1=31,48%

- Séparation nette entre les échantillons de la tranchée et hors tranchée en
fonction de I'axe 1 (31,48% de la variabilité)

- Quelques phyla (variables) expliquent cette répartition
- Certaines especes sont adaptées aux conditions spécifiques de la tranchée.
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= Approche culturale
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1 % des espéces sont cultivables

l Réisolement en culture pure

Collection de 300 isolats
ldentification (séquence du gene de 'ARNr 16S)
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Diversité des bactéries cultivees
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B Pedobacter
@ Chryseobacterium
® Rhodobacter
Roseomonas
" Pseudomonas
M Variovorax
B Burkholderia
W Herbaspirillum autotrophicum
W Collimonas fungivorans
B Duganella zoogloeoides
B Roseomonas aerolata
B Rhodanaobacter
B Streptomyces sanglieri
B Kitasatospora phosalacinea
W Streptomyces mucoflavus
W Arthrobacter
= Micrococcus
Okibacterium
W Sporosarcina
m Bacillus

M Brevibacillus
M Cohnella

Répartition en fonction des phylum Répartition en fonction des genres
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Que faire avec les bactéries cultivables?

Interactions avec les radionucléides?
Impact sur le transfert des RN dans les sols?

Mécanismes d’adaptation ?
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| Recherche de bactéries
Tﬁ%b _ accumulatrices de radionucléides
[oxicologid

Exposition a 'uranium Césium

500
450 -
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350 -
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200 -
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100 - 2= by
50 - L o9
0 ‘ ‘ w Géloset3Cs Autoradiographie
0 100 200 300 400

concentration U (pM)

- bioremédiation d’effluents contaminés ?

Observations en MET
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E@ Impact sur la migration du 13’Cs dans le sol

Toxicologid
Bactéries + radionucléide 1

Projet en cours: these de N. Théodorakopoulos
(coll. IRSN)

Colonne de sol

Suivi migration bactérie

+ radionucléide \ N p
Modele extrapolable a la tranchee?
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Lo Mécanismes d’adaptation: les isolats de L, @

= . . )%
reed Burkholderia comme modéles AT
Toxicologid
/—> 1 isolat
1 isolat<\
 mbg > 9 isolats
3 isolats .
cloture tranchée

Difféerence des systemes de réparation d’ADN ?
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Mesure des activités Glycosylases/Lyases
(Réparation par Excision de Bases)

Projet en cours, coll. S. Sauvaigo

Incubation avec les
extraits bactériens

ﬁﬂ m
-

ADN comportant des lésions de
bases et marqués par Cy3

Fluorescence
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