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Les solvants halogénés sont des polluants majeus®ldet des nappes d’eau souterraines. lls sont
détectés dans 14% des sites répertories en Fraacelep ministere de I'écologie et du
développement durable (http://basol.ecologie.gouvParmi ces polluants, le tétrachlorure de
carbone (CC) est d’origine essentiellement anthropique. Clgst substance halogénée volatile
dont la contribution a la destruction de la coudlezone stratosphérique serait d’environ 9 % en
eéquivalents d’atomes de chlore (Butler, 2000). Avgue sa toxicité pour la santé humaine ne soit
avérée, ce halométhane a été massivement employénemu’agent de dégraissage industriel,
comme retardateur de feu, dans les systémes dagerétion ou encore comme pesticide (Doherty,
2000). Dans l'environnement, le CClest récalcitrant a une dégradation abiotique. Des
microorganismes de divers phyla eubactériens et Atehaea sont capables de catalyser sa
déchloration en absence d’'oxygéne par co-métabeli@i « Carbon Tetrachloride Pathway Map
(Anaerobic) » ; http://Jumbbd.msi.umn.edu/ctc/ctcprhéml). Ainsi, en conditions réductives, de
petites molécules excrétées par des microorganisatal/sent la dégradation du G&ll'extérieur

de la cellule (Field et Sierra-Alvarez, 2004), sgn§l ne soit utiliseccomme source de carbone ou
d’énergie. Le CGCl peut aussi intervenir comme accepteur terminaledféons lors de la
déhalorespiration par certains microorganismesbibaréhabilitation de sites contaminés par des
microorganismes capables de dégrader le polluamstéue une approche de décontamination
eémergente (Pandey et coll.,, 2009). Ces stratégigsiarent néanmoins une connaissance de la
structure et des capacités métaboliques des pamsdamicrobiennesn situ, dans l'optique de
stimuler I'activité de dégradation du polluant teatveillant a I'’équilibre de I'écosystéme.

Ma these avait pour objectif de mieux comprendmdle des microorganismes dans la dégradation
biotigue du CCJ. Mon travail s’est articulé en deux volets prirsaig, a savoir I'analyse de
mécanismes microbiens d’adaptation & la toxicité Gidl, et la caractérisation de nouveaux
consortia microbiens déchlorants, isolés a parér ld microflore d’'une nappe phréatique
contaminée par le Cgdtpotentiellement actifs dans I'atténuation naturdiece solvant.

Ecologie microbienne d’'un écosystéme contaminé pér CCl,

L’'impact du CC} sur la dynamique et le fonctionnement de la floierobienne d’'un écosystéme
pollué a été étudié dans le cadre d’'un aquifer¢acoimé en 1970 par le déversement accidentel de
6 tonnes de ce solvant organique. L'infiltration @Cl, dans la nappe phréatique, demeurée non
détectée pendant 20 ans, a entrainé la formatiom ghnache de pollution de plus de 10 km. Les
concentrations maximales de GQ@hesurées a la zone source de la pollution exaddplas de
1000 fois le taux limite établi par I'OMS pour leaux potables (4 pg™). Une réhabilitation du

site par des méthodes physico-chimiques a étéénén 2006. Cette zone source en contact avec le
polluant depuis plus de 38 ans représente une tymiidgr pour étudier les communautés
microbiennes du site et en caractériser les papuaktapables de déegrader le £CI

Une premiere étape a été d’inventorier la diverditécturale des communautés microbiennes sur le
site au cours de la dépollution. Trois campagnepré®&vements d’échantillons d’eau de nappe
phréatique, échelonnées sur 15 mois, ont été ééaliafin de dresser les profils de la structure des
populations cultivables et non cultivables. L'apgre moléculaire a permis de s’affranchir des
limitations d’étapes de culture qui ne refletemé@lement qu’un faible pourcentage de la diversité
microbienne totale. Des empreintes génétiques @nétablies par « Terminal restriction fragment
length polymorphism » (T-RFLP), en ciblant les g&de 'ARNr 16S comme marqueur génétique
universel des procaryotes. Au total, 236 sous-@ijmurls eubactériennes avec des proportions
relatives comprises entre 0,01 et 11 % de la coranmméntotale, ont été répertoriées et leur
distribution suivie au cours du temps. Parmi cassqmpulations, 110 sont communes aux trois
campagnes de prélevement et représentent plus ded@0la diversité de la communauté. Ces
résultats montrent une stabilité globale de lacttine de la communauté eubactérienne au cours du
temps. Des expériences de T-RFLP et d’hybridaiionsitu de sondes fluorescentes (FISH)
spécifiqgues deg\rchaeaont en outre permis la détection de 91 populatithéennes dont la



proportion totale au sein de la microflore de I'eunappe a la source de la contamination a pu étre
estimée a 0,2 — 0,5 %.

La dégradation du Cgpar des microorganismes isolés du site a endéditétédiee en réalisant des
cultures d’enrichissement dans des conditions tééscet en variant plusieurs paramétres comme
la teneur en oxygéne, la concentration de,Clal source de carbone et d’énergie ou encore les
accepteurs d’électrons potentiels. Sur les 130umast realisées dans 30 conditions différentes,
seules 6 d’entre elles, toutes en conditions fetatimes / méthanogenes, catalysent une réduction
significative du CC. L'efficacité de degradation du CGarie entre 50 et 100 % pour des vitesses
de 1,4 & 3,2 pg jodrmg(protéine}. Ces cultures d’enrichissement présentent desipioRFLP
différents et sont composées de plusieurs souchiesobiennes, dont la proportion dans
I'échantillon d’eau de nappe d’origine est estirad®1 - 2 %. L'identification des taxons d’intégét
éte établie sur la base des séquences du gen&RNrI'16S obtenues par amplification PCR, suivie
d'une étape de séparation séquence-dépendanteratgrehts d’ADN par « denaturing high
performance liquid chromatography » (D-HPLC) ourdalonage avant séquencage.

L’'analyse du mécanisme de dégradation du,CLCIété entreprise pour un consortium stable,
composé majoritairement de bactéries de la fanmdés Clostridiaceae et capable d'une
dégradation totale du C£{10 mg %) en 6 jours (2,6 pg jodrmg[protéinel). Ce consortium
anaeérobie strict, mais aérotolérant, est capabkeddvelopper dans des conditions proches d’'une
eau de nappe phréatique. Une molécule thermostatilgétée dans le milieu environnant est
impliquée dans la dégradation réductive du/Bés expériences d’identification de cette molécul
sont en cours. En collaboration avec le bureawd&ten charge de la dépollution du site, ce
consortium pourra maintenant étre introdaisitu afin d’évaluer sa stabilité dans le contexte de la
nappe phréatique contaminée.

Les résultats de cette partie de la these sonelsmment en cours de rédaction, sous la forme de
deux articles, I'un décrivant I'optimisation detkchnique de T-RFLP couplée a la D-HPLC pour
'étude phylogénétique de communautés microbientiastre décrivant les aspects d’écologie
microbienne du site d’étude.

Adaptation membranaire des bactéries aux méthanesboreés : le dichlorométhane et le CGJ
induisent une modification de la composition en ades gras phospholipidiques

Outre la dégradation des solvants organiques estujtsonon toxiques, les bactéries mettent en jeu
d’autres mécanismes de résistance comme par exdimpdeetion de ces composes hors de la
cellule ou un changement de la composition memim@nAinsi, des bactéries a Gram-négatif,
lorsqu’elles sont exposées a des composés lipeplalegmentent la proportion des acides gras
saturés dans les phospholipides (Segura et c889)1 Ce phénomeéne est bien documenté pour les
solvants aromatiques tel que le toluéne (legP= 2,69)". Ce chapitre décrit pour la premiére fois
'adaptation membranaire d’'une bactérie exposéesasdlvants monocarbonés, le dichlorométhane
(DCM, CHCl,, log[Pow] = 1,25) et le CGl (log[Pow] = 2,83). L'organisme de référence choisi
pour cette étude edfethylobacterium extorquerBM4, une alpha-protéobactérie méthylotrophe,
étudiée au laboratoire et capable d'utiliser le Dd&solvant halogéné industriel quantitativement
le plus important et un produit de dégradation jdsslu CCl, comme unique source de carbone et
d’énergie. Le génome de la souche, d’'une taill® déb (environ 6000 genes), a été séquence et
récemment publié (Vuilleumier et coll., 2009). Mantribution dans I'exploration fonctionnelle du
génome de la souche DM4 a été de décrire les gapigués dans le métabolisme membranaire et
de dresser les voies de biosynthése et de modlificdes acides gras. L'analysesilico indique

les potentialités de cette souche a faire facexpdsition aux solvants lipophiles notamment 4

! Le caractére lipophile et fluidifiant des solvastgjaniques peut étre exprimé par le logarithmecakfficient de
partition d’'un composé dans un mélange eau/octdoglPow]). Des substances ayant un logff compris entre 1,5
et 3 sont en général trés toxiques pour les cslhikantes (Ramos et coll., 1997).
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isomérases et 2 désaturases putatives qui pourijaieer un rdle dans les modifications de la
composition phospholipidique.

La toxicité du CCJ pour la souche DM4 est nettement plus prononcéecglle du DCM : les
concentrations minimales inhibitrices de ces dealgméthanes sont de 2 mM pour le £€tlde 20
mM pour le DCM dans les conditions testées. L'effi@tCCl, sur la composition en acides gras est
aussi plus prononcé que celui du DCM a des coretémts équivalentes. La réponse de la souche
est similaire a celle généralement observée posr detres solvants organiques, avec une
augmentation du degré de saturation des acides Ilgresjue la souche DM4 est cultivée avec le
méthanol, un composé en C1 a pouvoir solvant fgibtHPow] = -0,82), comme source de carbone
et d’énergie, et en présence de £Gh effet synergique entre les deux solvants lestrwé quant a

la proportion d’acides gras saturés. Une corréiatiette entre le degré de saturation et le temps de
génération de la souche DM4 a pu étre établie éparrse aux effets toxiques du €€l du DCM
comprend donc des adaptations physiologiques pelientent colteuses en énergie pour assurer
’lhoméostasie de la fluidité membranaire et le mi@amdes fonctions métaboliques de la souche.

Cette étude, menée en collaboration avec une éqigpeecherche a Leipzig en Allemagne
spécialisée dans l'analyse des adaptations memigandes microorganismes, fera également
I'objet d’un article.

Conclusions & Perspectives

Ce travail de thése a contribué a la mise en pécau développement dans I'équipe d’accueil
d’outils expérimentaux pour des études du comparttnmicrobien de biocénoses naturelles,
polluées ou perturbées : échantillonnage sur sié&action d’ADN environnemental, T-RFLP,
D-HPLC, cultures en conditions anoxiques, chromapigie en phase gazeuse notamment.

Ces approches ont permis lisolement de 6 consdoéietériens, enrichis de I'eau de nappe
contaminée et capables de dégrader le, @lconditions de laboratoire. Une premiere petspec

de mon travail consisterait a caractériser lessvbiechimiques recrutées pour la déchloration et a
suivre le devenir de I'atome de carbone du L£Cleci permettrait de déterminer si le ou les
microorganismes responsables de cette dégradaiorept en tirer profit en termes d’énergie ou si
l'activité de dégradation du CgLlst un métabolisme fortuit d’oxydoréduction, mégar des
cofacteurs catalytiques extracellulaires. Une edpion fonctionnelle plus approfondie des
souches, genes et enzymes impliqués dans les posces déchloration du CCpourrait étre
réalisée par la construction d’'une banque métagepmmeprésentative du répertoire génétique des
communautés microbiennes de I'aquiféere. Dans unxidme temps, l'activité de dégradation du
CCl, in situde ces microorganismes et leur contribution a8ratation de ce composé dans 'eau de
nappe polluée pourrait étre déterminée. A plus ltergne, les connaissances acquises sur la
biodégradation du Cghont servir dans des applications de bio-réhalbidih de sites contaminés
par des composés organohalogénés. Ceci comprensuilé des communautés endogénes
impliqguées dans le processus de déchloration (stt&m naturelle) et/ou [l'utilisation de
microorganismes particulierement efficaces pourtgggementsn situ ou ex situ(biostimulation et
bioaugmentation).
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