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LA COMMUNAUTE PROCARYOTIQUE DANS LES ZONES ANOXIQUES DE DEUX ECOSYSTEMES LACUSTRES : STRUCTURE ET DIVERSITE.

ETUDE PLUS PARTICULIERE DE SON ROLE FONCTIONNEL DANS LE MONIMOLIMNION D’UN LAC MEROMICTIQUE (LAC PAVIN)

RESUME

Les études présentées dans ce manuscrit traitent de la diversité et de I’écologie des
communautés procaryotiques des zones anoxiques pélagiques de deux écosystemes lacustres : le
lac d’Aydat, typiquement eutrophe, qui présente en période de stratification thermique un
hypolimnion anoxique ; et le lac Pavin, unique lac méromictique de France, exhibant une zone
anoxique permanente.

Les analyses de la structure, de la diversité, et de la dynamique spatiale et- /ou temporelle du
bacterioplancton des strates anoxiques de ces deux lacs par des approches moléculaires ont révélé
une forte diversité microbienne accentuée par une stratification spatiale du bacterioplancton.

Les investigations complémentaires sur les relations phylogénétiques et sur Iétude de
métabolismes microbiens ont été focalisées sur les communautés de la zone anoxique du Lac
Pavin en raison de son caractere original. Les banques de clones construites a partir d’échantillons
d’eau anoxique prélevés a différentes strates dans le monimolimnion ont révélé que les
communautés bactériennes sont dominées par des especes affiliées aux 8-Profeobacteria, aux
Verrucomicrobia, aux Bacteroidetes et a la division candidate OP11. Les séquences ARNr16S des
Aprehaea sont principalement affiliées au groupe des Méthanosarcinales, observation confirmée par
hybridation 7 situ.

Les études 2 vitro de la réduction dissimilatrice du Fe (III), dans des cultures d’enrichissements,
ont confirmé que les concentrations élevées en fer ferreux observées dans la sub-chémocline du
Lac Pavin résultaient pour partie de Pactivité de microorganismes. Dans ces enrichissements, les
microorganismes couplent la réduction du Fe (III) avec 'oxydation préférentielle du fumarate, de
I'H,, du CH, et du lactate. Aucune accumulation de Fe (II) n’a été notée dans les enrichissements
supplémentés en acétate comme donneur d’électrons. Cette observation suggere que ce métabolite
pourrait ¢tre principalement utilisé dans le processus de méthanogénese, et pourrait étre produit
pour partie par I'activité de bactéries Gram-positives homoacétogenes.

L’hétérogénéité des profils TTGE réalisés a partir des différentes conditions d’enrichissements de
BFR suggere que ces dernieres peuvent occuper des niches écologiques trés diverses dans le
monimolimnion du Lac Pavin. Aucune séquence n’a été affiliée a2 des BFR™ obligatoires identifiées
dans d’autres écosystemes. L’affiliation de séquences a des especes appartenant au genre
Desulfovibrio suggére que certaines BSR' utilisent cet accepteur d’électron. Des activités
significatives de réduction du Fe (III) ont également été mises en évidence chez des souches
fermentatives isolées de la zone anoxique de ce lac. I’étude plus particuliere de la souche BS2 a
révélé que cette voie métabolique pouvait lui conférer un avantage énergétique et donc écologique.
L’ensemble du travail qui se situe dans les domaine de I’écologie microbienne et de
I'environnement ouvre un large champ d’investigations tant au niveau cognitif qu’appliqué. Les
perspectives prévoient d’affiner la compréhension du réle des microorganismes anaérobies des
systemes lacustres dans les cycles biogéochimiques et plus généralement dans la compréhension du
role de la biodiversité microbienne afin de répondre de fagon raisonnée a une demande sociétale
forte dans ces domaines.

Mots clés : Ecologie microbienne, écosystemes lacustres, anoxie, communautés procaryotiques,
biodiversité, méthodes culturales, écologie moléculaire, métabolismes anaérobies.

* . , .
BFR : Bactéries ferro-réductrices
T BSR : Bactéries sulfatoréductrices
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composés inorganiques.

alin Figure S.44: Exemple d’un sidérophore d’.Agrobacterium (I'agrobactine). La partie
gauche montre comment trois noyaux aromatiques de type catéchol s’installent autour du fer
dans la ferri-agrobactine. Une molécule organique ne peut former un complexe avec le métal
(chélate) que si elle peut adopter une conformation telle que les atomes donneurs soient
« présentés » exactement selon la géométrie requise.

slis Figure S. 45: Arbre phylogénétique des Méthanogenes (domaine des Arhaea), d’apres
Garcia et al. 2000.

i Figure S. 46: Exemple d’écosystemes hébergeant un méthanogénese active et de
facteurs pouvant conditionner son efficience.

ofin Figure S. 47 : Coculture de Methanobrevibacter et Syntrophobacter. 1a proximité des 2
groupes métaboliques est indispensable a I'efficience des échanges. Photos G. Prensier

slin Figure S. 48: Découvertes successives sur les processus d’oxydation anaérobie de
ammonium (anammox) et du méthane (OAM).

o Figure S. 49: Processus cataboliques d’oxydation anaérobie du méthane et de
Pammonium.

ofin Figure S. 50 : Voie biochimique possible pour le processus anammox conduisant a la
production de 22 Ny a partir d’un substrat (ammonium ou nitrite '’N-marqués). Dans ce modele,
la force proton-motrice est générée par la membrane de 'anammoxosome via la séparation des
charges.

alin Figure S. 51: Positionnement phylogénétique des Planctomycetes impliquées dans le
processus anammox.D’apres Strous et Jetten 2004.

i Figure S. 52 : Phylogénie des Arhaea impliquées dans OAM, d’apres Strous et Jetten
2004

i Figure S. 53: (A) Arbre phylogénétique illustrant les relations entre les séquences
environnementales de clones ARNr16S d’Arhaea issus du bassin Santa Barbara et du bassin de
I’Eel river, d’aprés Orphan e a/. 2001b. (B) Arbre phylogénétique illustrant les relations entre les
clone ARN<t16S de delta-Proteobacteria du Bassin Santa Barbara et Eel River. D’apres Orphan ef al.
2001b.

ofin Figure S. 54: Voie biochimique possible pour le processus d’oxydation anaérobie du
méthane. La méthanogene opérant en inverse céde les électrons a I'accepteur intermédiaire
d’électrons, qui est utilisé par la BSR. La premiere loi de diffusion de Fick postule qu’un gradient
de concentration de I'accepteur intermédiaire d’électrons peut exister entre les deux organismes
partenaires. Ce gradient limite P'efficience thermodynamique et cinétique du processus global.
CoM : coenzyme M, MP : méthanoptérine, MF : méthanofurane.

o Figure S. 55 : Principales attaques des substituants de noyaux aromatiques catalysées
par des microorganismes. (D’apres Gibson et Harwood 2002).

uis Figure S. 56 :M¢tabolisme anaérobie du toluene.
(http://www.biologie.unifreiburg.de/data/bio2/fuchs/ForschunglohannHeider.htm)

o Figure S. 57: Processus microbiens dans un aquifére contaminé par des hydrocarbones
(pétrole). L’oxygene inhibe activité des anaérobies mais n’est disponible que dans une mince
frange de la zone contaminée. En conditions anoxiques, les anaérobies utilisent des accepteurs
d’électrons comme les nitrates, le Fe(Ill), ou les sulfates pour oxyder le benzéne ou d’autres
contaminants. Lorsque ces accepteurs d’électrons sont épuisés, le processus de méthanogénese



intervient permettant de convertir la MO en méthane et COs. La production de méthane est
ainsi localisée a proximité de la source de contamination. D’apres Lovley 2001.

ofin Figure S. 58 : Les communautés microbiennes présentent différentes réponses en
regard des contaminations.

i Tableau S. 1 : Compilation des signatures lipidiques des bactéries et leurs
distributions.
Nomenclature : "', nombre d’insaturations, 'w', distance entre la premiére insaturation et le

groupement methyl terminal, 'c' ou 't', isomeéres géométriques cis ou trans des insaturations, '
ou 'a', ramifications iso ou anteiso, , 'cy', groupement cyclopropyl, 'me', position du groupement
methyl. D’apres Spring ef a/l. 2000.

o Tableau S. 2 : Eléments constitutifs des acides nucléiques et quelques propriétés
importantes pour les méthodes SIP. D’apres Radajewski e 2/ 2003

olin Tableau S. 3: Exemple de processus bioénergétiques récemment mis en évidence
(d’apres Leadbetter 2003)

ajin Tableau S. 4: Principaux groupes de microorganismes pélagiques. Les catégories de
taille sont définies sur la base du biovolume d’aprées Sieburth ez a/. 1978.

i Tableau S. 5: Hstimation de I'abondance et de la biomasse des procaryotes dans le
monde (d’apres Rossell6-Mora et Amann 2001).

i Tableau S. 6: Synthese de la diversité des .Armbaea non cultivables en fonction de
I’habitat. (+=Présent; -=absent), D’apreés DelL.ong 1998.

sl Tableau 8. 7: Caractéristiques des groupes principaux d’Arhaea cultivées (discriminées
sur la base de criteres morphologiques et physiologiques).

alin Tableau S.8: Tableau synthétique de la distribution des différents phyla dans
Penvironnement. Etabli a partir des données de Hugenholtz ez a/. 1998a.

o : >75% des séquences ADNr 16S de ’habitat

* :entre 25% et 75% des séquences ADNr16S de 'habitat

Pas de symbole : <25%

Les Proteobacteria sont représentées au niveau de la subdivision en raison de la large distribution
de ce phylum

i Tableau S. 9 : Constantes d’équilibre des processus prédominants dans les écosystémes
aquatiques anaérobies. Ces constantes sont définies a 25°C, d’apres Stumm et Morgan 1981.
pe= activité des électrons=Ey*F/(2.3RT), Ef :potentiel redox (volts), F : Constante de Faraday
(96,490 C.mol-1), R : Constante des gaz, T : température (K)

o Tableau 8. 10 : Les enzymes de la dénitrification, D’apres Bothe e a/. 2000

o Tableau S.11 : Organismes fermenteurs capables de réduire le Fe(III) mais non connu
pour consetrver de énergie de cette réduction dissimilatrice.

o Tableau S.12 : Bactéries sulfato-réductrices et Arhaea capables de réduire le Fe(III)
mais non connu pour conserver de énergie de cette réduction dissimilatrice.



i Tableau S. 13 : Contribution du méthane au processus de réchauffement climatique en
comparaison d’autres composés (D’apres Dautray 1991).

i Tableau S. 14 : Principales réactions et valeurs d’énergie libre standards pour la

méthanogénese
D’aprés Whitman ez al. 1992.

PRESENTATION DES SITES D’ ETUDES:

o Figure P.1: La chaine des puys
s Figure P.2 : I’ensemble Pavin-Montchal
ujin Figure P. 3 : Formation d’un crateére de maar

o Figure P. 4: (a) Profil de température et de pH mesurée au point central du Lac Pavin
en mai 2002 (Données de N. Assayag, 2003) indiquant les zones définies par la stratification
thermique (épilimnion, thermocline, hypolimnion). (b) Profil d’oxygene dissous et de
conductivité (normalisé a 20°C) définissant une stratification chimique (mixolimnion,
chémocline, monimolimnion).

sl Figure P. 5. Evolution spatio-temporelle des concentrations en Oz dissous (mg.l'!) et
de la température (°C). Données du laboratoire de Géochimie des Eaux, Paris VII.

sl Figure P.6: Concentrations d’éléments dissous majoritaires (en pM).

A- Concentrations en formes réactives d’'ammonium et phosphate

B- Concentrations en calcium, potassium, chlore, sodium (en puM)

C- Concentrations en sulfates et hydrogene sulfuré (en uM).

Données du Laboratoite de Géochimie des Eaux (Paris VII), Michard e 2/ Données non
publiées. Les barres horizontales délimitent la chémocline.

o Figure P.7: Evolution des concentrations en Fer et Manganese dissous (A) et dans la
phase particulaire (B) (la limite entre particulaire et dissous est conventionnellement 0,45um).
Données du Laboratoire de Géochimie des Eaux Paris VII).

i Figure P.8: Indépendance spatiale des cycles du fer et du manganese. D’apres le
laboratoite de Géochimie des Eaux de Paris VIIL.

slis Figure P.9: Proposition de cycle pour le fer dans la colonne d’eau du Lac Pavin
impliquant des processus d’oxydoréduction chimiques et biologiques. L'implication potentielle
de microorganismes dans les processus d’oxydation et de réduction du Fe restant a déterminer.

ofin Figure P.10: Framboide de pyrite observée dans les sédiments du Lac Pavin. Photo
Laboratoire de Géochimie des Eaux de Paris VII.

o Figure P.11: Profils des concentrations en Carbone Organique Dissous (COD),
Carbone Inorganique Total Dissous (CITD). COD=COTD-CITD, (COTD= Carbone
organique total dissous).

Les concentrations sont exprimées en pM pour le COD, en mM pour le CITD.

Les mesures de COD sont issues de la publication de Viollier ¢z a/ 1995, celles de CITD ont été
réalisées par N. Assayag 2003.



sl Figure P.12: COD versus sodium (élément conservatif) dans le monimolimnion. Ce
diagramme permet de voir si les éléments sont impliqués dans des réactions chimiques. D’aprés
Viollier e al. (1995).

uis Figure P.13: Evolution des concentrations en COz (H2CO3) + (HCOs3) + (COs2)),
CHj4 et N> dans la colonne d’eau anoxique du Lac Pavin. D’aprés Michard ez 2/ (Données non

publiées).

o Figure P.14 : Exemple de processus conditionnant un fractionnement isotopique du
carbone. D’apres Assayag (2003). Le Carbone inorganique issu de la photosynthese présente un
enrichissement en 13C, au contraire le carbone issu de la réoxydation du méthane est fortement
appauvri en 13C.

i Figure P.15: Profils 813C (en %) en fonction de la profondeur. Données de Nelly
Assayag (2003)

o Figure P.16 : 513C vs CIT. D’apres N. Assayag 2003.

o Figure P.17 : Profil CH4=f(Na). Les ruptures de pente révelent que le méthane ne se
comporte pas comme un élément conservatif dans la zone anoxique du Lac Pavin. D’apres N.
Assayag. 2003.

alin Figure P.18 : Principales caractéristiques morphométriques du lac d’Aydat

o Figure P.19 : carte géologique du bassin versant du Lac d’Aydat, extrait de la carte
géologique au 1/50000 de Veyre-Monton. D’apres Ogier 1999

alin Figure P.20 : Profils de température, Oz, pH, TPO4, Fe2*, Mn?* et SO42 dans les eaux
du Lac d’Aydat en aolGt 1996 lorsque la stratification thermique est bien établie. Les
concentrations sont exprimées en mM et les profondeurs en m. Les données ont été acquises
par le Laboratoire de Géochimie des Faux de Paris VII et sont issues de la thése de Ogier 1999.

alin Figure P.21 :Température du lac d’Aydat, enregistrée tous les 2m, de 1,3 m a 13,3 m de
profondeur, du 28 septembre 1995 au 18 septembre 1996 (Ogier 1999).

o Tableau P. 1. Bilan hydrique du Lac Pavin (en L.s), établi par différents auteurs.
Bilan hydrique= (Précipitations +Ruissellement+Infiltration) - (Evapotranspiration potentielle
+ exutoire).



C HAPITRE I (HORS PUBLICATIONS):

o Figure C.1: Exemple d’image obtenue en microscopie a épifluorescence apres
hybridation avec la sonde Arch915 ciblant les Archaea.

o Figure C.2: Marquage direct (1) et indirect (2) des sondes marquées utilisant la
digoxygénine (DIG), la horseradish peroxidase (HRP) ou le systéme d’amplification du signal
tyramide (TSA). D’apres Moter et Gobel 2000.

i Figure C.3: Schéma des principales étapes de ’analyse TRFLP

i Figure C.4: Profils TRFLP de produits PCR amplifiés a particr I’ADN extrait
d’échantillons de sols pollués (A, B et C) et non pollué (D). La taille du fragment (en paire de
bases) est présentée au sommet de électrophorégramme, I'abondance relative de chaque
fragment correspond a l'intégration de l'aire des pics (nombre d’unité de fluorescence détectée).
Les pics rouges correspondent au standard ADN, les pics bleus et verts représentent
respectivement les fragments de restriction obtenus aux extrémités 5’ et 3°. (D’apres Osborn ef

al. 2000).

ofin Figure C.5 : Schéma présentant les différentes étapes de I'analyse d’une communauté
microbienne par TTGE. L’ADN extrait d’échantillons environnementaux est amplifié par PCR
(ARNr16S). Les produits PCR sont séparés par une électrophorése sur gel en conditions
dénaturantes (TTGE). L’affiliation phylogénétique des membres prédominants de la
communauté peut étre établie aprés excision et réamplification des bandes d’intérét. D’autre part
la séquence obtenue peut étre utilisée pour dessiner des sondes oligonucléotidiques pour la
détection de populations bactériennes spécifiques dans I’échantillon environnemental (FISH).

i Figure C.6: Observation du précipité de fer ferrique des échantillons d’eau du
monimolimnion du Lac Pavin et conséquences de la formation de ce dernier sur la filtration (en
comparaison d’un échantillon du mixolimnion). Les photos ont été réalisées 3 heures apres
contact avec 'atmosphere.

o Figure C.7: Représentation du nombre de fragments de restriction (TRFs) en fonction
de 'enzyme utilisée et du dessalage ou non des échantillons. 15 échantillons du monimolimnion
du Lac Pavin sont intégrés dans cette analyse (profondeur 50 m a 90 m). Mspl* et Rsal*
représente les échantillons digérés respectivement par Mspl et Rsal et ayant été déssalés. Par
opposition Mspl et Rsal représente les échantillons non déssalés. Le signe * au dessus des
histogrammes indiquent une évolution statistiquement significative (ANOVA, p <0,05).

alin Figure C.8 : Analyse factorielle des correspondances présentant les similarités entre les
compositions qualitatives (présence/absence) des fragments de restriction (TRFs) obtenus sur
les études réalisées sur le Lac Pavin et sur le Lac d’Aydat. (Réalisée avec la logiciel R du package

ADE4 (http://cran.r-project.org/))

alin Figure C.9: Dendrogramme illustrant la similarité entre les différentes profondeurs
d’échantillonnage dans le Lac Pavin. Le dendrogramme a été réalisé en utilisant la distance
euclidienne et le coefficient d’agrégation de Ward sur le logiciel SYSTAT 10.

ofin Figure C.10: Dendrogramme illustrant la similarité entre les différentes dates et
profondeurs d’échantillonnage dans I’hypolimnion du Lac d’Aydat (en noir les dates
correspondant a la profondeur 10m, en vert celles correspondant a 12 m et en rouge celles
correspondant a 14m). Le dendrogramme a été réalisé en utilisant la distance euclidienne et le
coefficient d’agrégation de Ward sur le logiciel SYSTAT 10.



lin Figure C.11: Schéma d’un scénario anaérobie basé sur la réduction du fer couplé a
l'oxydation du méthane.

o Tableau C.1: Sondes oligonucléotidiques utilisées pour I'hybridation in situ *Position
sur PARNr 16S, P Concentrations en formamide dans le tampon d’hybridation, < Concentration
en NaCl dans le tampon de lavage (mM), 4 Température d’hybridation (°C).

o Tableau C.2 : Exemple de données numériques obtenues. (a) B indique pic bleu (dans
I’exemple de la figure 1, correspond aux pics obtenus a extrémité 5°), (b) Temps de migration
du fragment en minutes durant I’électrophorese avant qu’il atteigne le détecteur, (c) taille du
fragment en paire de bases, (d) hauteur du pic en unité de fluorescence, (e) aire relative du pic en
fonction de sa hauteur rapportée a l'aire totale des pics, (f) chaque pic est assigné a un point
référence.

o Tableau C.3 : Séquences des amorces utilisées dans cette étude.

i Tableau C.4: Composition du mélange réactionnel pour l'amplification PCR en
fonction du domaine procaryotique ciblé (Eubactéries ou .Arhaea) et de 'approche utilisée
(TTGE ou TRFLP). Les amorces forward utilisées pour la TRFLP sont marquées en 5 par le
fluorochrome FAM, celles pour la TTGE présentent une le GC-clamp.

sl Tableau C.5: Cycles PCR en fonction des organismes cibles (Exbacteria ou Archaea) et
de la méthode (T-RFLP ou TTGE). Les étapes 2, 3 et 4 sont répétées 30 fois.

i Tableau C.6: Sites de coupure des enzymes de restriction utilisées.

i Tableau C. 7 : Composition du gel de polyacrylamide.

C HAPITRE II (HORS PUBLICATION):

i Figure C. 12. IEvolution selon Lamarck

s Figure C. 13 : I’Evolution selon Darwin

o Figure C.14: Exemple de représentation d’arbre phylogénétique

i Tableau C.8. Récapitulatif des différentes méthodes de reconstruction phylogénétique.



CHAPITRE III (HORS PUBLICATION):

ofin Figure C.15: Apres ébullition (10 minutes), les milieux de culture sont refroidis (jusqu’a
60°C) sous atmosphere COzou Na.

o Figure C.16: Apres ajouts du réducteur et éventuellement de la solution tampon de
bicarbonate de sodium, les milieux de culture sont répartis en tubes de Hungate ou de Balch
sous atmosphere CO2 ou Na.

i Figure C.17 : Ensemencement sur milieu gélosé

ol Figure C.18 : Isolement de colonies

i Figure C.19: Photographies des enrichissements sous Hz avec OHF comme forme de
Fe(III) (DF36, Article IV). (A) Coloration de Gram. (B) coloration DAPI (les zones sombres

correspondent aux particules OHF) sur lesquelles une agglomération de microorganismes est
notée.
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

“Une bactérie, une amibe..., de quelle destin peuvent-elles réver sinon de former deux
bactéries, deux amibes” Cette fameuse interrogation rhétorique de Francois Jacob (1976) illustre
bien le "leitmotiv" des microorganismes : optimiser leur croissance, et, atteindre cet objectif,
implique une forte adaptabilité aux conditions et aux fluctuations environnementales. Leurs
stratégies adaptatives conditionnent en effet lefficience et la nature de leurs processus de
régulation. Les conséquences de cette optimisation de la machinerie cellulaire procaryotique sont
visibles a I’échelle des écosystemes, au sein desquels, ces microorganismes sont impliqués dans les
cycles biogéochimiques de nombreux éléments.

Comprendre comment les microorganismes établissent d’étroites relations entre eux, agissent en
modifiant leur biotope, et s’adaptent perpétuellement aux fluctuations de leur environnement est
un défi passionnant mais complexe pour les écologistes microbiens. Le terme de "boite
noire" fréquemment utilisé pour qualifier la composante procaryotique traduit bien les difficultés
inhérentes a I’étude de cette biocénose. Les vingt derni¢res années ont été marquées par des
avances conceptuelles et techniques majeures qui ont permis de franchir un certain nombre
d’obstacles, et 'ensemble des travaux réalisés laisse apparaitre que "rien n’est impossible | ".
L’extension permanente de la taxonomie des deux domaines procaryotiques, et la mise en évidence
de voies métaboliques insoupgonnées repoussent de nombreux dogmes et paradigmes mais

soulignent également I'incroyable complexité et 'ampleur des investigations a mener.

L’influence de la composante procaryotique sur leur biotope est probablement exacerbée dans les
écosystemes anoxiques au sein desquels elle regne de fagon quasi hégémonique. Dans ces
environnements, l'utilisation d’une variété d’accepteurs d’électrons alternatifs a I’O, confere aux
procaryotes anaérobies un role central dans la distribution de nombreux éléments minéraux (Fe, S,
Mn, ez.) et implique la mise en place, par ces communautés, de processus de spécialisations
métaboliques et fonctionnelles et d’interactions syntrophiques ou compétitives. Si les procaryotes
anaérobies occupent une place importante dans de nombreux écosystémes aquatiques, ces derniers
font néanmoins I'objet de peu d’études. Les études d’écologie microbienne dans les océans ou
dans les lacs se sont essentiellement concentrées sur les strates aérobies, dans lesquelles a été
particulicrement analysé le role des microorganismes hétérotrophes au sein du réseau trophique
aquatique. Dans ces écosystemes, les zones anoxiques, trés souvent réduites aux strates
sédimentaires, et dans certains cas aux zones pélagiques profondes (permanente ou temporaire),

apparaissent ainsi "découplées" des processus de la boucle microbienne. Néanmoins, les
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procaryotes anaérobies, reflet antagoniste mais complémentaire du métabolisme de leurs
homologues aérobies, font partie intégrante des flux de carbone et d’énergie. En effet, si le Fe (I1I)
est réduit par les anaérobies, le Fe (II) est disponible pour les ferro-oxydantes, I’'H,S issu de la
sulfato-réduction est utilisé par les sulfito-oxydantes, e#. Les mécanismes actant dans les
environnements anoxiques permettent la régénération des éléments bioactifs nécessaires aux
métabolismes procaryotiques aérobies, dérivent une partic du carbone et de Iénergie, et
permettent également d’accéder »iz la sédimentation a une minéralisation plus poussée de la
mati¢re organique. Ces processus microbiens anaérobies sont donc essentiels au maintien de
I’homéostasie des systémes aquatiques, et ne peuvent ainsi étre completement découplé du
fonctionnement global du systeme.

Dans ce mémoire, seront présentés les travaux réalisés sur les communautés microbiennes des
zones anaérobies pélagiques de deux écosystémes lacustres : le Lac Pavin et le Lac d’Aydat. Les
caractéristiques hydrodynamiques de ces deux lacs impliquent que les contraintes de forcage
s’exercant sur les communautés microbiennes anaérobies de leurs colonnes d’eau sont
drastiquement opposées. En effet, le Lac Pavin, en raison de son caractére méromictique présente
une zone anoxique permanente, au contraire le Lac d’Aydat, périodiquement brassé exhibe une
zone anoxique transitoite. Les dynamiques spatiales et /ou temporelles de la structure et de la
diversité des communautés anaérobies de chacun de ces lacs ont été décrites dans ce travail. En
dépit de I'intérét que revét chacun de ces deux modeles, nous avons dans le cadre de cette these,
plus particulierement focalisé nos investigations complémentaires sur le role des microorganismes
dans les zones anoxiques, sur celle du Lac Pavin en raison du caractere particuliérement original de

cette derniere. Ce mémoire sera ainsi présenté de la manicere suivante :

Une revue bibliographique intégrera différents aspects méthodologiques et conceptuels de I’étude
des microorganismes procaryotiques. Le choix de présenter une revue bibliographique
relativement "complete" a été motivée par plusieurs objectifs. Ce travail constitue la premicre
¢tude conduite sur des communautés procaryotiques anaérobies au sein du Laboratoire de Biologie
des Protistes, ainsi il apparaissait nécessaire de laisser trace des connaissances bibliographiques
acquises au cours de cette thése. D’autre part, approche pluridisciplinaire nécessaire a la conduite
de ce travail nécessite que les démarches entreprises soient replacées dans un contexte plus global.
Ainsi, trois parties composent cette revue. La premicre présente les perspectives fournies par les
nouvelles approches rétroactives pour la caractérisation métabolique 7 situ, ainsi que les nouvelles
procédures d’isolement des microorganismes de l'environnement. Certaines de ces méthodes
seront particuliecrement détaillées (ex : biomarqueurs et isotopes, biopuces, microFISH, etc.) car

elles sont actuellement développées ou en voie de développement au Laboratoire de Biologie des
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Protistes et constitueront des outils pertinents pour compléter et affiner les études entreprises sur
les communautés microbiennes des zones anoxiques des écosystémes lacustres. La seconde partie
de la revue bibliographique retracera I’évolution dans les connaissances de la diversité
phylogénétique des Eubacteria et des Archaea, dont les limites sont, en permanence, repoussées.
Enfin sera proposée wune revue sur les métabolismes procaryotiques anaérobies
"classiquement” définis et ceux de découverte plus récente.

LLa présentation des principales caractéristiques des deux sites d’études (LLac Pavin et Lac d’Aydat)
fera suite a la revue bibliographique, et, dans une seconde partie du mémoire, les résultats de ce
travail seront présentés sous forme de trois chapitres, chacun incluant une introduction, une
section "matériel et méthode" spécifique et une discussion. Les résultats des études 7z situ seront
présentés dans les chapitres I et 11, et, le troisiéme chapitre aura trait a la mise en évidence de
métabolismes 7z vitro. Ce dernier chapitre qui intégre des approches pionnieres au Laboratoire de
Biologie des Protistes, ne peut étre compléetement abouti dans le cadre de cette thése. Cependant,
afin de conserver une certaine homogénéité dans la structure générale du manuscrit, les résultats

seront présentés sous forme de prépublications.
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I¢re PARTIE- LES "CHALLENGES" DE L. ECOLOGIE MICROBIENNE

I- DE LA MICROBIOLOGIE A L’ECOLOGIE MICROBIENNE.

Un siecle et demi avant Pasteur, Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723) consignait des
descriptions tres précises des premicres observations du monde microbien (bactéries, levures,
algues, protozoaires). L.a nature des bactéries s’est imposée peu a peu par l'observation des
pathogenes et une période d’une quarantaine d’années, apres 1875, a connu un véritable age d’or
de la microbiologie. Elle a donné lieu a un nombre incroyable de découvertes, amorcées par Louis

Pasteur (1822-1895) et Robert Koch (1843-1910), largement poursuivies par leurs éleves.

Figure S. 1: Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723), Louis Pasteur (1822-1895), Robert Koch (1843-1910) et
Sergei Winogradsky (1856-1953).

I’accent des recherches, mis sur les maladies infectieuses, a cependant contribué a jeter le trouble
dans les esprits pendant la premiere moitié du XX siecle, montrant du doigt les bactéries, les
"microbes" , comme les ennemis absolus de nos existences et les agents impitoyables de toutes les
corruptions et maladies. Heureusement, les observations sur les désordres infectieux ont eu aussi
pour effet de stimuler les premicres grandes recherches sur I’écologie des microorganismes dans
les sols et les milieux aquatiques. Suite aux travaux de Sergei Winogradsky (1856-1953) et de
Martinus Beijerinck (1851-1931), un renversement progressif des idées s’est opéré, et les bactéries
sont apparues comme les auxiliaires indispensables et bénéfiques de notre environnement.

Si ces deux microbiologistes ont posé, au XIX™ siccle, les fondations des premiéres études des
microorganismes dans l'environnement, il n’est pas aisé de définir précisément les origines de
I’écologie microbienne. En outre, deux "types" d’écologie microbienne ont été classiquement
définis. Ils différent dans les themes de recherche, les questions directrices et les méthodologies.
Le premier concerne I’étude de la diversité des mécanismes cellulaires, des processus métaboliques
et des interactions entre microorganismes. Cette école releve davantage d’une approche
d’autoécologie et trouve ses racines dans la philosophie de Robert Koch (1841-1910). Les

"autoécologistes" ont pour objectif premier, I'isolement de souches microbiennes en vue de leur
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Figure S. 2: Schéma du concept de la boucle microbienne, d’apreés Amblard er al. 1998.
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identification et de la caractérisation de leurs capacités métaboliques. Le role écologique potentiel
des microorganismes dans leur environnement d’origine étant ainsi déduit de leurs caractéristiques
physiologiques observées en conditions expérimentales controlées. L’autoécologie, qui a dominé
les premiers pas de Iécologie microbienne, trouve néanmoins ses limites dans les obstacles
inhérents aux méthodes culturales classiques qui ont conduit a sous-estimer I'importance
quantitative et fonctionnelle des procaryotes au sein des écosystemes. En 1959, Jannash et Jones
ont montré qu’une estimation de la densité bactérienne par simple observation microscopique
révélait des abondances cellulaires différant de plusieurs ordres de magnitude de celles mises en
¢vidence par la méthode du "plate- count”" ou sur tests en milieux liquides. Ces observations ont
suggéré que la majorité des bactéries dans 'environnement étaient en état de dormance ou méme
sénescentes. Les autoécologistes ont postulé, quant a eux, que ces derniéres étaient actives dans
leurs milieux naturels mais incapables de croissance dans les conditions de culture définies. Cette
hypothese soulevait des probléemes additionnels: si la majorité des bactéries observables au
microscope sont viables mais non cultivables, il apparait impossible de les identifier par les
méthodes traditionnelles de taxonomie. La complexité taxonomique et fonctionnelle des
microorganismes, leurs roles dans les cycles biogéochimiques et au sein des réseaux trophiques
n’auraient pu ainsi étre révélés par la seule approche d’autoécologie. Dans les années 1960 de
nouvelles perspectives initiées par Parsons et Strickland (1962) et Wright et Hobbie (1965)
sont développées. Le terme de synécologic (Hobbie et Williams 1984) est proposé pour décrire
cette nouvelle approche qui couple la caractérisation physiologique et métabolique d’especes
microbiennes a ’étude des cycles biogéochimiques. Actuellement, le terme d’écologie microbienne
regroupe cette double approche. Les études des microorganismes dans les environnements
aquatiques nécessitent une connaissance plus large de écosysteme, des organismes aquatiques et
des problemes généraux de la limnologie ou de l'océanographie que la seule approche
microbiologique. Les premiers pas de I'écologie microbienne "moderne", ont néanmoins conduit a
considérer la biomasse procaryotique comme une entité unique et a analyser des processus
globaux. Cette "boite noire" était étudiée en terme de flux entrants ou sortants mais la dynamique
interne de la boite restait inexplorée. Les vingt dernicres années ont été marquées par des progres
conceptuels et techniques majeurs, et, un certain nombre d’interrogations ont permis d’ouvrir
progressivement la "boite noire": Quelle est la composition spécifique et |'abondance des
microorganismes hétérotrophes? Quel est le réle des microorganismes hétérotrophes au sein des
réseaux trophiques ? Un exemple de concept émergeant fut celui de la boucle microbienne (Azam
et al. 1983, Azam et Ammerman 1984), qui confére aux procaryotes un role plus complexe que
celui de la minéralisation de la matiere organique et les intégre dans le transfert de cette derniere au

sein des réseaux trophiques (Figure S. 2).
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En parallele au développement de ce concept, des progres remarquables dans la connaissance de la
biodiversité microbienne ont été réalisés. I.’émergence des outils de biologie moléculaire dans les
¢tudes environnementales a mis en relief une impressionnante diversité taxonomique qui suggere
une diversité fonctionnelle non moins remarquable. Paradoxalement, les fonctions des
microorganismes restent encore largement inexplorées. Considérant que ces derniers sont les
premiers agents des processus biogéochimiques, il est probable qu’une des perspectives
primordiales des études d’écologie microbienne sera de déterminer les roles spécifiques des
différents microorganismes hétérotrophes au sein de I’écosysteme.

La prise de conscience des enjeux posés par la défense de Penvironnement a placé et place
actuellement les microorganismes sur le devant de la scéne, et, a partir des années 1970, une
nouvelle aire de la microbiologie a émergé : la microbiologie environnementale. Conceptuellement,
cette dernicre se situe a l'interface entre deux disciplines majeures, I’écologie microbienne et la
science environnementale (Figure S. 3). Chacune de ces disciplines a récemment fait I'objet d’une
extension de ses aires de recherche conduisant a la génération d’une quantité considérable de
nouvelles données. Il semble cependant que les informations en attente de découverte dépassent
largement nos connaissances actuelles. En effet, les bases des connaissances métaboliques que
nous avons sur les microorganismes sont restreintes a un petit nombre d’isolats (<5000) qui
représentent moins de 0,1% de la diversité totale estimée a I’échelle de la biosphere. La
microbiologie environnementale se distingue de I’écologie microbienne par ses vues appliquées et
les enjeux actuels de cette discipline dépassent le cadre de Iétude des pathogenes et de la
bioremédiation et incluent la découverte et 'identification de nouveaux microorganismes et de
métabolites microbiens pouvant trouver des applications pratiques dans des domaines aussi divers
que la protection de l'environnement, la santé humaine et diverses activités commerciales
(exemple : enzymes utilisées pour les détergents, 'industrie alimentaire, les biotechnologies...). Un
des défis de la microbiologie environnementale est de découvrir des microorganismes viables a
partir d’environnements uniques comme les sources hydrothermales marines, les sources chaudes,
ou les environnements aquatiques profonds.

Cette nouvelle approche de la microbiologie souligne a nouveau I'importance de la connaissance
des traits phénotypiques et physiologiques des microorganismes. Ainsi, 'approche autoécologique,
impliquant ’étude d’isolats microbiens, du systeme qui n’a pu permettre de répondre aux questions
essentielles sur 'abondance, la diversité et le role global de la fraction procaryotique apparait étre
une condition size qua non a la compréhension des processus fonctionnels au sein des écosystemes
et a lacquisition de nouvelles données métaboliques dans le cadre de perspectives tant

fondamentales qu’appliquées.
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Figure S. 3: Représentation conceptuelle des interactions entre Science Environnementale et Ecologie Microbienne
(d’apres Madsen 2005).
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II- CARACTERISER LA DIVERSITE MICROBIENNE : LE "CHALLENGE" DES ANNEES 1990 ?

La connaissance "quantitative" et "qualitative" de la biodiversité est devenue dans les
années 1990 un des axes de recherche majeur en Ecologie mais également un enjeu politique. Le
terme de "Biodiversit¢" a été popularisé par la Conférence sur I’Environnement et le
Développement de Rio de Janeiro (juin 1992) qui a conduit a la ratification de la Convention sur la
Diversité Biologique par 157 pays membres des Nations Unies. Cette dernicre souligne
I'importance de la diversité biologique pour le maintien de ’homéostasie des systemes et de la
biosphere, et a entériné ces valeurs au niveau législatif. e préambule de cette convention souligne
les possibilités d’une réduction significative de la diversité résultant des activités humaines, et
admet le manque global d’informations et de connaissances sur la diversité biologique ainsi que la
nécessité de développer des capacités scientifiques, techniques et institutionnelles afin de poser les

bases des études de la biodiversité.

II.A. Emergence de Poutil moléculaire dans les études environnementales: PARNr16S
révolutionne la vision de la diversité procaryotique.

Alors que 'on estime entre 13 et 14 millions le nombre d’especes vivant sur la planéte
(Heywood 1995), moins de 2 millions ont été décrites scientifiquement (May 1988). La tres
grande majorité des espéces non décrites sont des procaryotes. Cet énorme réservoir de diversité
reste inexploré malgré une impressionnante étendue d’habitats colonisés, de processus
biochimiques et moléculaires mis en ceuvre, une variation génomique et des assortiments
symbiontes/commensaux bien plus divers que chez tous les organismes eucaryotes. Bien que 'on
ne connaisse encore que tres peu de choses, la vision de la diversité microbienne et du role des
microorganismes dans ’écosystéme planétaire sont néanmoins tres éloignés des concepts des
années 1960-1970. Les années 1990 ont constitué une véritable transition dans le domaine de
I’écologie microbienne et I'application des méthodes de biologie moléculaire aux études

environnementales a révolutionné la vision du domaine procaryotique.

11.A.1.1.e concept d’espece bactérienne et d’espece moléculaire.

La microbiologie traditionnelle a établi une taxonomie fondée essentiellement sur des
caracteres biochimiques et morphologiques: Forme, mobilité, coloration, caractéres de
fermentations sont couramment utilisés. Cependant, ces différents criteres sont souvent rendus
imprécis par la variabilité des réponses d’une souche a I'autre ou dans la méme souche en fonction
du temps et du milieu de culture dont les bactéries sont issues. D’autre part, ’étude des bactéries
ne bénéficie pas de la richesse des caractéres morphologiques qui distinguent les animaux et les

plantes.
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Figure S.4 : Structure secondaire de la molécule ’ARNTr16S (E. Coli).
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Tant que les criteres de forme et de composition chimique étaient seuls disponibles, I’évolution des
especes bactériennes est restée d’acces difficile. La mesure de la composition en bases de PADN
(le contenu en G+C) est venue s’ajouter aux criteres de discrimination des especes.
Empiriquement, deux organismes appartenant a la méme espece présentent une divergence en
G+C < 5 mol % . Cependant, une composition identique en bases n’indique pas nécessairement
une identité de séquence, aussi la similarité entre deux génomes a été déterminée par des
expériences d’hybridation ADN-ADN. Le degré de similarité existant entre deux génomes
d’organismes, affiliés a la méme espece, indique un minimum de 70%. Cette valeur seuil est
corrélée a une AT, de 5°C au plus. Les hybrides résultant du croisement d’un seul génome
forment des structures stables au T, élevé, la stabilité des hybrides issus d’un croisement
hétérologue, dépend du degré de parenté liant les deux organismes (Rossello-Mora et Amann.
2001).

Les notions fondamentales de [lutilisation des séquences pour batir une taxonomie des
microorganismes fondée sur une filiation évolutive, et non plus sur les caractéres phénotypiques,
émanent de la revue publiée en 1987 par C. R. Woese. L.a macromolécule choisie, TARN
ribosomal 16S (ARNr16S), répond aux critéres essentiels : elle est présente et rempli le méme role
chez toutes les especes, PADNr16S est séquencable par des méthodes standards suffisamment
rapides et ce geéne évolue lentement. IARNr16S est une macromolécule constitutive de la sous
unité 30S du ribosome procaryote. D’une longueur d’environ 1500 paires de bases, TADNr16S est
un gene ubiquitaire qui posséde une structure en mosaique, composée de régions conservées et de
régions variables (Figure S.4). L’analyse comparative de ces régions permet d’identifier et de
différencier les bactéries au sein de I’écosysteme microbien. Le geéne codant pour FARNr16S a
également la particularité de n’étre soumis a aucun transfert latéral de matériel génétique entre
microorganismes. Au vu de I'ensemble de ces caractéristiques PARNr16S constitue un bon
marqueur génétique dans les études d’affiliation phylogénétique. L’identification et 'exploitation
des séquences signatures de la molécule ’ARNr16S a I'aide d’outils bioinformatiques constituent
la suite logique d’une approche moléculaire en écologie microbienne. Actuellement plus de 100000
séquences alignées d’ADNr16S sont accessibles dans les bases de données RDP (Ribosomal
Database Project, http://rdp.cme.msu.edu) et NCBI (National Center for Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nih.gov/). Les séquences référencées regroupent des séquences

d’ARNr16S obtenues a partir de souches bactériennes cultivées et de clones environnementaux

" Mol%GC = (GC/(GC+AT))x100
=" melting temperature" = Température de fusion. ATy, reflete la stabilité thermique des hybrides ADN-ADN
formés lors de I'association des ADN simples brins
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Figure S. 5: Représentation de P’arbre ARNr universel mettant en évidence les positions relatives des trois
domaines Bacteria, Archaea et Eucarya. La localisation de la racine (Cenancestor) correspond aux propositions
des différentes phylogénies (Brown et Doolittle 1995).
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Lalignement comparatif des séquences ’ADNr16S permet de déterminer leur pourcentage de
similarité. Stackebrandt et Goebel (1994) ont établi que les génomes d’organismes procaryotes
similaires a plus de 70 % partageaient une similarité de séquences d’ADNr16S supérieure a 97 %.
Ce seuil de 97 % discriminant deux especes est une valeur de référence en écologie microbienne.
Dans le cadre de la caractérisation phylogénétique des communautés microbiennes d’un
¢cosysteme par une approche de clonage de PADNTr16S, les séquences alignées par positions
oligonucléotidiques homologues sont regroupées en OTUs* ou espéces moléculaires au sein de
l'arbre phylogénétique. Cette unité taxonomique, regroupant un ensemble de séquence
d’ADNTr16S dont le pourcentage de similarité 2 a 2 est supérieur a 97 %, définit un ensemble de

clones affiliés a2 une méme espéce.

11.A.2.1 arbre évolutif procaryote.

La classification des procaryotes est longtemps restée tres chaotique, C. R. Woese (1987) a
permis de clarifier les relations entre les différents types bactériens et 'arbre phylogénétique qu’il a
proposé était fondé sur une premicre analyse d’une soixantaine de séquences ADNr16S d’isolats
microbiens. Le trait dominant est le partage du monde biologique non plus en deux (Eucaryotes et
Bactéries) mais en trois grands régnes : les Ewucarya, et deux domaines procaryotiques, les Ewubacteria
et les Archaea (Figure S. 5). Cette division met en lumicre la grande distance évolutive entre deux
étres vivants appartenant a des régnes différents. En définitive, ’'homme est beaucoup plus proche
d’'un plant de mais que le colibacille ne lest dune Archaea méthanogene. Les ¢études
phylogénétiques, ont permis d’établir "objectivement" les relations de parenté entre les
microorganismes, et les arbres phylogénétiques résultant de l'analyse des séquences ARNr

permettent d’articuler le concept relativement évasif de biodiversité.

En utilisant Papproche ARNr pour les études d’écologie microbienne, les scientifiques tentent
d’obéir a une des regles d’or de la biologie formulée par Dobzhansky en 1937  Nothing in biology
makes sense without evolution”. Cependant, les phylogénies basées sur PARN ribosomal sont-elles
réellement informatives quant aux processus évolutifs ? Les récentes études de reconstruction
phylogénétique a partir de I'intégralité du génome (Snel er al 1999) semblent suggérer que les
phylogénies ARNr présentent deux problemes majeurs : elles révelent seulement une partie de la
complexité de ’évolution cellulaire, et elles sont sujettes a de fréquentes erreurs de positionnement
phylogénétique résultant de la taille réduite de la molécule ARNr. Cette résolution insuffisante peut

conduire a des associations erronées entre des lignées présentant des évolutions rapides (Philippe

FOTUs : Operationnal Taxonomic Units
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et Laurent 1998) ou encore a des positionnements incorrects de lignées ancrées précocement au

sein de 'arbre phylogénétique (Ludwig et Klenk 2001, Philippe et Laurent 1998).

En dépit des aspects critiquables des phylogénies ARNr16S, ces dernieres restent largement
utilisées par les scientifiques car elles permettent de définir un cadre universel d’étude de la
biodiversité. D’autre part, les populations cellulaires environnementales apparaissent, dans la
grande majorité des études, en accord avec les séquences ARNr. Ainsi, si les limites inhérentes a
ces analyses phylogénétiques sont considérées et admises, les séquences ADNr16S constituent

majoritairement de bons marqueurs génétiques (Rappé et Giovannoni 2003).

II.B. La "signification' de la biodiversité.

Des 1985, Pace et ses collaborateurs ont suggéré que la diversité microbienne "non-cultivée"
pourrait étre explorée par des approches de biologie moléculaire (Olsen et al 1986, Pace et al
1986). Si les premiers pas furent laborieux, le concept clé était néanmoins établi: les
microorganismes pouvaient ¢tre identifiés sans mise en culture en isolant et en séquencant les
macromolécules directement a partir de lenvironnement, et des sondes oligonucléotidiques
pouvaient étre crées et utilisées pour identifier et quantifier zz-situ les différentes cellules
procaryotes (Amann et al 1995, Ward er al 1992). La majorité des nouvelles technologies
développées dans ce contexte ont été basées sur la phylogénie moléculaire de I’ARNTY,
particulicrement de la sous unité ribosomale 16S. Si ces technologies ARNr16S ont drastiquement
(et positivement !) modifié la vision du domaine procaryotique, elles ont cependant conduit a
promouvoir la notion de Iincultivabilité de la grande majorité des especes procaryotiques ["only a
small fraction of less than 1% of the cells observed by microscopy (i.e., in natural sources) can be
recovered as colonies on standard laboratory media" (Amann 2000), "Molecular phylogenetic
techniques have provided methods for characterizing natural communities without the need to cultivate
organisms” (Hugenholtz et Pace 1996)]. Certains auteurs ont également suggéré que les études
basées sur TARNr pouvaient permettre d’accéder aux traits phénotypiques des microorganismes :
“the types and numbers of organisms in natural communities can be surveyed by sequencing rRNA
genes obtained from DNA isolated directly from cells in their ordinary environments. Analyzing

microbial communities in this way is more than a taxonomic exercise because the sequences can be
used to develop insights about organisms’ (Pace 1996).

L’analyse de la variabilité des séquences ARNr, permet d’aborder la diversité taxonomique en
référence a la question "Qui sont-elles?” et de définir des relations évolutives entre les
microorganismes. Cependant, nombre d’informations clés ne sont pas accessibles par ces

phylogénies, par exemple, "Quelles innovations avantageuses des fonctions cellulaires ont été
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sélectionnées par I'évolution 7' Ou encore "Quelles activités biochimiques réalisees par les

microorganismes influencent les cycles d' ééments a I échelle de I’ écosystéme ou de la biosphére ? "

Le terme "diversité" possede plusieurs sens qui ne sont pas uniquement associés a la notion de
relation évolutive ou phylogénie, et, s’il est vrai que les méthodes culturales présentent
d’indéniables biais et sont extrémement "chronophages", promouvoir le concept de Iincultivabilité
irrémédiable de la trés grande majorité des microorganismes de 'environnement a conduit a une
perte significative d’informations. Notre compréhension du réle des bactéries dans les cycles
naturels est basée, en grande partie, sur la caractérisation des activités biochimiques d’isolats de
microorganismes anaérobies ou aérobies, en d’autres termes sur leurs traits phénotypiques qui
définissent la diversité biochimique ou diversité métabolique. Il ne peut y avoir, en aucune fagon,
une caractérisation de la diversité biochimique par les informations fournies par I’analyse des genes
ARNr. Une analyse détaillée de la signification de la biodiversité du monde procaryotique a été
réalisée par Palleroni (1997) et ses conclusions sont les suivantes : "Modern approaches based on
the use of molecular techniques presumed to circumvent the need for culturing prokaryotes, fail to
provide sufficient and reliable information for estimation of prokaryotes diversity. Many properties that
make these organisms important members of the living world are amenable to observation only through
the study of living cultures. Snce current culture techniques do not always satisfy the need of providing
a balanced picture of the microflora composition, future developments in the study of bacterial diversity
should include improvements in the culture methods to approach as closely as possible the conditions of
natural habitats. Molecular methods of microflora analysis have an important role as guides for the

isolation of new prokaryotic taxa” .

Depuis les années 1980, I'intérét de la communauté scientifique pour le monde procaryotique a été
indéniable. I’ensemble des informations acquises en terme de biomasse procaryotique et de
diversité taxonomique ont créé la vision que les écologistes microbiens ont actuellement du monde
procaryotique, a savoir: de vastes et diversifiées populations de microorganismes ayant des
origines évolutives treés précoces mais dont les activités spécifiques restent énigmatiques. En effet,
peu d’études des communautés bactériennes ont eu comme question directrice ""Que font-elles 7" et
les connaissances des principales réactions biologiques impliquées dans les cycles biogéochimiques
n’ont pas considérablement évolué. La recherche de voies auxiliaires de cycles chimiques catalysées
par les bactéries reste un domaine largement inexploré, malgré une diversité insoupgonnée de

processus bioénergétiques.
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Figure S. 6: Modele conceptuel pour Pacquisition et Pinterprétation des informations en microbiologie
environnementale. La colonne 1 fournie une échelle pour évaluer la pertinence de P'information proposée
dans les trois autres colonnes. La colonne 2 présente une liste des différentes procédures microbiologiques
pouvant permettre d’acquérir des informations sur les microorganismes de ’environnement. Les colonnes 3
et 4 présentent respectivement le type d’informations générées par les différentes procédures
méthodologiques et les principales voies d’investigations rétroactives pouvant étre utilisées pour valider la
pertinence écologique des données microbiologiques.

B : caractérisation biochimique, BG : Biogéochimie, BM : Biomarqueurs, BMo : caractérisation moléculaire
(ex : clonage séquengage), G : caractérisation génétique, H : Historique, M : Microscopie, MR : amélioration
des conditions de culture, GPMT : génome-protéome-métabolome-transcriptome, P: caractérisation
physiologique, SP : sondes pour microscopie (immuno et GPMT), T : caractérisation taxonomique. D’apres
Madsen 2005.
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IIT- CARACTERISER LA DIVERSITE FONCTIONNELLE : LE "CHALLENGE" DES ANNEES 2000°?

« Identifying ecologically significant microorganisms is like finding a needle in an unusual haystack-
a haystack with individual pieces that can, during the search, change into misleading needles ».
Madsen (2005).

A partir de ses études sur Bacillus anthracis, Robert Koch développe en 1884 le concept
connu sous le terme de postulat de Koch. Celui-ci, qui régit I'identification des agents responsables
de pathologie en microbiologie clinique, stipule qu’un microorganisme particulier (Bacillus anthracis)
est responsable d’un processus spécifique (pathologie de lanthrax) dans un habitat défini
(mouton). Cependant, pour les microbiologistes concernés par les problématiques
environnementales, relier 'identité d’un microorganisme a une activité et un habitat spécifiques
apparait difficile. A Déchelle de Iécosysteme, lidentification des roles spécifiques des
microorganismes nécessite d’appréhender les mécanismes relationnels entre les différents
paramétres de Thabitat, les pressions évolutives, la diversité microbienne, les processus
biochimiques et leurs controles génétiques. Depuis plus d’un siccle les écologistes microbiens ont
été confrontés a de nombreux défis : aborder I'immense diversité microbienne, les réponses des
populations aux parametres biotiques et abiotiques, la compréhension du role des
microorganismes dans des environnements ouverts, complexes, hétérogenes et dynamiques. Les
récents progres réalisés dans les domaines de la bioinformatique, et des stratégies d’investigation
rétroactives apportent une nécessaire complémentarité avec les informations générées par les
approches culturales et non culturales (Figure S.6).

En renforcant et en élargissant le modele construit sur le postulat de Koch, les recherches actuelles
et futures vont tres certainement permettre de relier 'importance écologique des microorganismes
et leurs activités au sein de leur habitat. Outre I'aspect fondamental et 'enjeu scientifique qu’elle
revét, la volonté d’accéder a ces informations fonctionnelles reflete également les attentes du
public et des instances gouvernementales résultant de la prise de conscience de la fragilisation de
notre plancte (Sugden et al 2003). En effet, les processus microbiens dans les sols, les océans,
les lacs, les sédiments, et les eaux souterraines ont une influence primordiale sur la qualité de
I'environnement, I'agriculture et les changements climatiques globaux. De nombreuses approches
ont été développées pour palier le manque de données sur les fonctions des microorganismes
environnementaux (Figure S. 6). Ces informations visent avant tout a retracer des voies
métaboliques cellulaires et a analyser des flux de composés au sein de réseaux ou de consortia
microbiens. De méme, les méthodes d’écologie moléculaire ont évolué de la génomique a la
transcriptomique et a la protéomique avec pour objectifs de caractériser des potentialités
métaboliques et des processus 7z sitn. Quelques exemples (non exhaustifs) de ces nouvelles

approches seront cités afin de mettre en évidence les capacités méthodologiques
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actuelles d’é¢tudes fonctionnelles 7z situ. Si Taccés a ces informations est capital pour la
compréhension du role écologique des microorganismes dans leur environnement, il n’en demeure
pas moins que 'observation de microorganismes vivants est une voie primordiale (et a ne pas
négliger ) pour obtenir des informations sur la diversité physiologique ou biochimique ou pour

caractériser de nouvelles voies métaboliques.

ITI.A. L’utilisation des isotopes stables ou techniques SIP §

L’exploitation des propriétés physiques des atomes, constituants de tous les composants
cellulaires, se révele une voie d’étude prometteuse. Les méthodologies basées sur les isotopes
stables (SIP), particuli¢crement sur les isotopes du carbone, permettent d’identifier des processus
biologiques mais également les microorganismes impliqués. Ainsi, la spectrométrie de masse
couplée a la chromatographie phase gazeuse (GC-MS), de méme que la GC-IRMS sont des outils
hautement résolutifs pour suivre les flux de composés organiques a ’échelle moléculaire. Le
couplage des isotopes stables avec des biomatrqueurs lipidiques et/ou des études moléculaires de
IPADN ou de PARN apparait comme une voie particulicrement intéressante pour identifier les

especes impliquées dans les cycles biogéochimiques dans les écosystemes naturels (Figure S. 7).
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Figure S. 7: Diagramme schématique illustrant utilisation des isotopes pour relier le processus écologique et
Pidentification du microorganisme impliqué (d’apreés Radajewski er al 2003). PLFA : Phospholipid fatty acid,
IRMS : Isotope ratio mass spectrometry, SIP : Stable isotope probing.

$ SIP : Stable Isotope Probing
“* GC-IRMS: Gas chromatography-Isotope ratio mass spectrometry
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Composés de référence

Structure Distribution
. 16:0 Bacteria, Euncarya
AG saturés 12:0 Encarya
18:266¢ Champlgnon's, algues, protozoaires
Cyanobacteries
18:3w3c Microeucaryotes, champignons, algues marines
18:3, 20:3, 20:4 Mycorhizes
AG polyenoiques 20:5w3 Shewanella spp. (psychrophile)

AG monoenoiques

AG ramifiés en position
terminale

AG ramifiés en position
médiane
AG monoenoiques ramifiés

AG hydroxylés
Acide mycolique

Isoprenoide glycerol ether

Stérols

Hopanoides
Benzoquinones

Naphthoquinones

20:3w06, 20:4w6, 20:503
Polyinsaturés >Cpq

22:6

22:6w3

16:107c, 16:107t, 16:1w5c, 17:1w06,
17:109, 18:1w9¢, 18:1w7c, 18:1w7t,
cy17:0, cy19:0

16:107, 18:107

16:107, 18:107, 18:1w9

16:108c¢, 16:1w6¢, 16:10w5t, 18:1w5c
16:1w5¢

16:1w13t
15:1w6, 17:16

18:1w8¢

114:0, i15:0, al5:0, 116:0, i17:0, al7:0

10mel6 :0
10me16:0, 10mel8 :0

i17:1w7c

3-OH
B-OH, a-ramifié

Caldarchaeol

Archaeol

-, B-hydroxyarchaeol
Ergostérol

Sitosterol

Cholesterol
Bacteriohopanetetrol,
aminobacteriohopanetetrol
Ubiquinones, Coenzyme Q

Menaquinones, dimethylmenaquinone

Microeucaryotes, diatomées
Eucarya

Dinophycées

Cobwellia psychrerythraea
Bactéries Gram-négatives

Bactéries thio-oxydantes

Eucarya

Méthanotrophes de type 1 (Mezhylomonas,
Methylococcus)

Mycorhizes

Photosysteme 1

Desulfobulbus spp.

Mcéthanotrophes de type 11 (Methylosinus,
Methylocystis)

Arthrobacter spp., et autre bactéries Gram-positives,
bactéries sulfato-réductices Gram-négative, (ex :
Desuifovibrio spp.)

Cytophaga, Flavobacterium

Desulfobacter spp.

Actinomycetes

Desulfovibrio spp.

Syntrophobacter wolinii, Syntropobacter pfennigii
Bactéries Gram-négatives

Mycobacterium, Nocardia

Archaea hyperthermopbhiles, quelques
méthanogenes

Méthanogenes, Halophiles extremes
Méthanosarcinales

Champignon

Plantes supérieures

Animaux

Eubacteria

Bactéries Gram-négatives aérobies
Bactéries Gram-positives aérobies, Bactéries
Gram-négatives anaérobies, halophiles extrémes

Tableau S.1 : Compilation des signatures lipidiques des bactéries et leurs distributions.

(K]

Nomenclature : "', nombre d’insaturations, 'w', distance entre la premiére insaturation et le groupement
méthyle terminal, 'c' ou 't', isoméres géométriques cis ou trans des insaturations, 'i' ou 'a', ramifications
iso ou anteiso, , 'cy', groupement cyclopropyl, 'me', position du groupement méthyle.

D’apres Spring et al. 2000
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111.A.1.Tes biomarqueurs lipidiques et les isotopes stables.

Les lipides sont des composants primordiaux du matériel cellulaire, particulicrement des
membranes procaryotiques, et leur utilisation en tant que biomarqueurs résulte de leurs
spécificités. Ces molécules ont ainsi été utilisées pour analyser la structure et la dynamique des
communautés microbiennes au sein des écosystemes (Boone et al 1996, Oude Elferink 1998),
pour suivre I'évolution de ces dernieres en réponse a un stress environnemental (Findlay er al
1990), ou encore pour évaluer la biomasse bactérienne dans des écosystemes complexes en
déterminant la concentration en PLFAT (Balkwill et al 1988, Green et Scow 2000). Ces
molécules sont structuralement diverses (Tableau S. 1) et exhibent un degré de spécificité
biologique relativement élevé (Spring er al 2000). D’autre part, les microorganismes
hétérotrophes présentant un rapport isotopique “C/"C identique a celui du substrat utilisé,
I'analyse des signatures isotopiques de ces biomarqueurs lipidiques peut permettre de déterminer
les sources de carbone impliquées dans des processus bioénergétiques microbiens.

Cet outil a ainsi permis la mise en évidence du processus de réoxydation anaérobie du méthane
(OAM) dans les sédiments marins. Le méthane présente un appauvrissement naturel trés net en
PC en comparaison des composés organiques (5% entre —50 et =110 %o, Whiticar et al 1986).
L’observation de bactéries sulfato-réductrices (BSR) et d’Amhaea présentant des biomarqueurs
spécifiques extrémement appauvris en C a suggéré que le processus OAM était réalisé via un
couplage syntrophique impliquant un consortium de BSR et d’Arhaea, hypothese confirmée
secondairement par différentes études (Boetius ef al 2000, Orphan et al. 2001 a). Au contraire
du méthane, naturellement appauvri en °C, la majorité des composés carbonés présentent des
valeurs de 8"°C comprises entre —20 et -35%o (Freeman et al. 1990), rendant complexe le suivi du
métabolisme carboné de microorganismes spécifiques. Néanmoins, des résultats prometteurs pour
affiner le lien entre les populations microbiennes et leurs fonctions au sein de cycles
biogéochimiques spécifiques ont été récemment obtenus. L’approche générale est I'utilisation de
substrat enrichis en C pour retracer les voies métaboliques et identifier les communautés
impliquées. Boschker et al. (1998) ont, par exemple, utilisé le marquage au "°C pour étudier le role
central de l'acétate dans la dégradation de la maticre organique. I’analyse par GC-IRMS de
lincorporation d’acétate °C dans les PLFA de BSR a révélé que la sulfato-réduction acétoclastique
dans ces sédiments estuariens était la résultante de lactivité de BSR affiliées au groupe des
bactéries Gram-positives Desulfotomaculatum acetoxidans et non de celle de la population la plus

largement représentée de Gram-négative, Desulfobacter spp. D’autres applications peuvent étre

" PLFA : ester-linked phospholipid fatty acids
# 8= [(("*C/12C échantillon)/(13C/"2Cstandard)) —1]x1000
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Elements that constitute nucleic acids and some properties that are important for SIP.

Nucleotide unit H C N O P
Number of atoms per nucleotide unit in DNA
B-D-2-deoxyribose backbone 7 5 0 5 1
(A) Deoxyadenylate 11 10 5 5 1
(G) Deoxyguanylate 11 10 5 6 1
(T) Deoxythymidyilate 12 10 2 7 1
(C) Deoxycytidylate 11 9 3 6 1
Isotope natural abundance (atom %)
Light stable isotope ('H) 99.99  (12C) (“N) (1°O) ('P)

98.93 99.63 99.76 100
Heavy stable isotope (*H) 0.01 (13C) 1.07 (**N)0.37 (170) 0.04

(180) 0.2

Tableau S. 2 : Eléments constitutifs des acides nucléiques et quelques propriétés importantes pour les
méthodes SIP.
D’apres Radajewski er al. 2003

2c Mixture

al. 2003
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Figure S. 8: Centrifugation en gradient de
CsCl/bromure d’éthidium d’ADN  marqué.
Echantillons individuels et combinés d’ADN
extrait de Methylosinus trichosporium OB3b
sur du méthane marqué en 2C et BC comme
seule source de carbone, d’aprés Radajewski et
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envisagées pour cette méthodologie, notamment dans les études de biodégradation de composés

toxiques (Hanson et al. 1999).

111.A.2.1 es acides nucléiques et les isotopes stables.

DNA-SIP: Les différents isotopes des atomes constitutifs des nucléotides (hydrogene, carbone,
azote, oxygene, phosphore) sont intégrés au sein de la molécule ’ADN en fonction de leurs
abondances naturelles (Tableau S. 2, Radajewski et al. 2003). I utilisation de substrat marqué (°C
par exemple), conduit a I'incorporation d’une grande quantité d’un isotope stable dans PADN et
ainsi a une différence de densité entre les molécules ’ADN des fractions microbiennes ayant
incorporé ce substrat (fractions marquées) et des fractions non marquées. La séparation des 2
fractions (ADN lourd (marqué), et ADN léger (non marqué)) est réalisée par centrifugation en
gradient de densité, Figure S. 8). L.e marquage du chromosome bactérien par des isotopes stables
permet d’isoler la copie intégrale des génomes des communautés microbiennes. Il est ainsi possible
d’accéder secondairement, par des technologies PCR-dépendantes, a lidentification
phylogénétique des groupes potentiellement impliqués dans le métabolisme ciblé mais également a
la détection et au clonage de genes de fonctions codant pour des enzymes spécifiques.
Radajewski er al. (2000) ont appliqué la méthodologie DNA-SIP a I’étude du processus de
méthylotrophie : du méthanol marqué (PCH;OH) a été incorporé dans des échantillons naturels de
sol forestier et il est apparu que des membres de la division des Acidobacteria étaient responsables
de la dégradation du méthanol dans cet environnement. Les Acidobacteria sont un groupe
diversifié et largement distribué, dont quelques représentants sont cultivés, mais aucune fonction
de méthylotrophie n’avait précédemment été détectée au sein de ce groupe.

L’outil DNA-SIP permet de discriminer, d’identifier des populations microbiennes impliquées
dans un métabolisme particulier, et de cibler des geénes d’intérét. L’incorporation de substrat
marqué au sein des acides nucléiques implique également que les microorganismes détectés soient
métaboliquement actifs. Certaines limites sont cependant inhérentes a cette méthode : des périodes
d’incubation relativement longues (supérieures a 40 jours, Radajewski er al 2000) sont
nécessaires et peuvent conduire a la formation de métabolites intermédiaires marqués, assimilables
par des microorganismes non ciblés initialement ("'cross-feeding"). Ces temps d’incubation peuvent
également entrainer des modifications dans la structure des communautés, biaisant les résultats
obtenus. Cette méthodologie n’est d’autre part actuellement applicable qu’a un petit nombre de

substrats.
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Activité révélée par micro
autoradiographie. Identification simultanée
de Porganisme impliqué
par Hybridation in-situ

(sondes spécifiques).

~ LA 1748 4
&y

Figure S. 9: Exemples d’images obtenues par la méthode microFISH (d’apres Lee et al. 1999).

RNA-SIP : I’ARN pourrait constituer un marqueur plus sensible que PADN pour I'application de
la méthodologie SIP (Manefield et al 2002). Dans les cellules métaboliquement actives, le taux
de synthese de PARN est trés élevé, d’autre part, le marquage peut se réaliser sans syntheése d’ADN
et donc sans réplication de lorganisme. La méthode RNA-SIP basée sur le transcriptome des
microorganismes actifs ciblés permet ainsi 'amplification directe de la molécule ’ARNr. En outre,

le marquage des molécules d’ARN apparait plus rapide que celui de PADN au sein de la
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communauté microbienne (Manefield er al 2002) suggérant que I'ARN-SIP présente une
sensibilité accrue en permettant de réduire les concentrations en substrat marqué et les temps

d’incubation.

ITII.B. Combinaison des méthodes de micro autoradiographie et d’Hybridation in situ (FISHSS):
MicroFISH

Lutilisation de substrats radio marqués en combinaison avec l'autoradiographie a été
appliquée a de nombreuses études environnementales pour mesurer Iactivité de micro algues, de
procaryotes autotrophes ou hétérotrophes (Carman 1993). Les limites majeures de ces approches
résidaient dans leur inaptitude a corréler Iactivité détectée et 'organisme impliqué. Ce probleme a
été récemment résolu en combinant I'autoradiographie avec la méthode FISH (Lee er al 1999).
Cette derniere, classique en écologie microbienne, permet d’identifier et d’énumérer des
microorganismes 7z situ a différents niveaux de résolution taxonomique (Fuhrman er al. 1998).
Certaines sondes oligonucléotidiques sont universelles (Eubactéries ou Arbaea), d’autres sont
spécifiques de niveaux taxonomiques intermédiaires (exemple: o-Proteobacteria, Cytophaga-
Flavobacterium), d’espéces ou de sous-especes. L’association de ces deux méthodes permet d’accéder
a lidentification des organismes impliqués dans I'utilisation de substrats spécifiques au sein d’une
communauté microbienne complexe et pour différentes conditions d’incubation (Figure S. 9). Les
informations obtenues par MicroFISH peuvent également permettre le développement de

nouvelles stratégies d’isolement de bactéries initialement incultivables.
ITI.C. Transcription reverse (RT-PCR) de PARN messager

L’amplification spécifique et la caractérisation des transcrits ARN messagers extraits de
Ienvironnement apparait comme une stratégie prometteuse pour déterminer lactivité de
microorganismes spécifiques dans leur environnement. Cette approche est entierement basée sur la
caractérisation des acides nucléiques et offre 'avantage de ne pas introduire de substrats marqués
et donc d’éviter les biais résultant des longues périodes d’incubation. Les cibles pour la RT-PCR
incluent les transcrits des genes codant pour des enzymes présentant une fonction clé dans les
métabolismes microbiens (Ex : ammonium monooxygenase, Horz et al 2000, sulfite réductase,
Wagner et al. 1998) ou impliqués dans la dégradation de composés xénobiotiques (ex: naphtalene
dioxygenase, Wilson et al. 1999). La diversité des séquences des genes codant pour des protéines
homologues dans différents groupes taxonomiques peut étre utilisée pour I’affiliation des transcrits

dans différents groupes phylogénétiques. Deux limites majeures contraignent néanmoins cette

8 FISH : Fluorescent in situ hybridization
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Figure S. 10 : Principales étapes de la technologie microarray. Exemple sur Pexpression différentielle de génes
chez deux souches de levures (Saccharomyces cerevisiae). ORF : open reading fragment, ADNc: ADN

complémentaire.

()La fabrication de la puce: Les fragments d’ADN
amplifiés par PCR (appelés sondes) sont déposés sur une
lame de verre. Ces sondes peuvent étre, comme dans
Iexemple, la partie exprimée de genes (ORFs®) mais
également des sondes ADNrl16S dans le cas de puces
phylogénétiques. Juste avant I’hybridation, PADN est
dénaturé (Figure S.11) afin qu’il soit sous forme simple brin
sur la puce. Ceci permettra son hybridation avec le brin
complémentaire contenu dans la cible. (2)[.a préparation de
la cible: Les ARN sont extraits des cultures (levures dans
Pexemple) ou d’échantillons naturels (ecau, sol...) et
transformés en ADNCc" par transcription inverse (RT-PCR).
Dans l'exemple choisi, PADN de la premiere culture est
marqué avec un fluorochrome vert (Cy3), tandis que PADN
de la seconde culture est marqué en rouge (Cy5).
(2)’Hybridation : Les ADN marqués en vert et ceux
marqués en rouge sont mélangés (constituent la cible) et
placés sur la matrice I’ADN simple brin déposée (sondes).
Aprés incubation, les cibles rencontrant la sonde
complémentaire vont s’apparier pour former une molécule
d’ADN double brin fluorescente (Figure S. 11), (3) Lecture
et analyse des données: Chaque « spot » sur la lame de verre
est excité par un laser et la fluorescence émise est récupérée
via un photo-mutiplicateur couplé a un microscope confocal
(Figure S. 12). Les différentes analyses performées a partir
des images de la puce, permettent d’accéder a des
informations binaires (présence-abscence) mais également
d’estimer, en fonction de la quantité de signal, le nombre de
molécules d’ADN au départ.. L’ensemble des données
acquises sur plusieurs expériences peut également étre
regroupé en fonction des profils d’expression (représenté

sous forme de clustering hiérarchique, Figure S. 13)

3d=niifL3m

HETR T EL-N L

Figure S. 12 : Image d’une
biopuce

e

Figure S. 13: Regroupement
des profils d’expression en
clustering hiérarchique

DHNA s denatured GACT
by heating Renluraticn

Figure S. 11: Dénaturation,
renaturation des brins ’ADN
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méthode : la transcription de PADN en ARNm™ ne conduit pas systématiquement a I’expression
d’une protéine fonctionnelle et les transferts horizontaux de genes codant pour des protéines
fonctionnelles sont fréquents chez les procaryotes et complexifient affiliation phylogénétique des

différentes séquences.

ITI. D. Les biopuces ADN ou Microarrays

Les technologies "microarrays' permettent I'analyse de I'expression des genes, de la
variation des séquences ADN, ainsi que I'analyse au niveau protéique, cellulaire ou tissulaire
(Stears er al. 2003). Ces méthodologies sont fondées sur les principes classiques de la biologie
moléculaire avec comme principaux avantages de réaliser des analyses a haut débit avec une
précision accrue en comparaison des méthodes standard d’hybridation sur filtres ou sur
membranes (Schena et al. 1995, DeRisi et al. 1996). Ces technologies utilisent de faibles volumes
réactionnels, des marqueurs fluorescents présentant des longueurs d’ondes d’absorption
différentes, des instrumentations a haut débit pour la construction et la détection, et des outils

bioinformatiques sophistiqués pour I'analyse des résultats (Figure S.10-S.13). I.a vulgarisation des

biopuces va sans nul doute conduire a une extension des connaissances dans le domaine des
relations phylogénétiques entre les organismes grace a ’analyse a I’échelle du génome (Sniegowski
1999, Bjorkholm er al 2001). D’autre part, elles permettront d’analyser, a haut débit la
composition spécifique des communautés microbiennes dans leurs environnements naturels.
I’évolution de ces technologies vers le champ de la protéomique (McBeath et Schreiber 2000,
Eickhoff er al. 2002) suggere qu’un large spectre de processus biochimiques pourra étre étudié

par cette voie.

III.E. Métagénomique, ou Génomique environnementale, ou Génomique des populations.

La génomique microbienne a ¢été, jusqu’a tres récemment, confinée a des souches
individualisées et isolées. Les informations fournies a partir d’isolats issus de divers phyla ont eu un
impact considérable sur notre compréhension de la physiologie microbienne, de la biochimie, de
I’écologie et de I'évolution. Cependant, cette approche reste limitée en raison de la difficulté de
cultiver les microorganismes. En conséquence, de nombreuses questions sur le role d’organismes
non caractérisés dans les écosystemes naturels restent en suspens. Parmi les méthodes émergentes

développées pour accéder aux données génétiques et physiologiques des microorganismes, la

”" ARNm :ARN messager
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Figure S. 14 : Schématisation des étapes de construction et d’analyse des librairies métagénomiques a
partir d'échantillons naturels d'apreés Handelsman 2004.
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métagénomique ou l'analyse du génome d’une population de microorganismes, s’est imposée
comme une picce maitresse dans les études environnementales (Handelsman 2004). I.’analyse des
génomes microbiens directement a partir de I'environnement a été motivée par plusieurs objectifs
qui incluent Iinventaire des différents genes et la découverte de nouveaux produits microbiens
(Handelsman, 2004, Cowan er al 2004). La métagénomique correspond a l'analyse d’une
collection d’items similaires mais non identiques, par analogie avec la méta-analyse (ou analyse des
analyses, Glass 1976). Le concept du clonage direct de PADN a partir des échantillons
environnementaux a été initialement proposé par Pace et ses collaborateurs (1985), et en 1991 le
premier clonage utilisant un vecteur phagique (cosmide!™) a été réalisé (Schmidt et al 1991). Ces
analyses impliquent I'isolement de PADN a partir d’échantillons naturels, le clonage de TADN
dans un vecteur approprié, la transformation de ces clones dans une bactérie hote et 'analyse des
transformants résultants (Figure S. 14). Les différents clones peuvent étre triés sur la base de
marqueurs phylogénétiques (ou anchors) comme PARNr16S ou d’autres geénes conservés par
hybridation ou PCR multiplex™ (Stein et al 1996), mais également sur Pexpression de traits
phénotypiques spécifiques comme certaines activités enzymatiques ou la production
d’antibiotiques (Courtois et al 2003, Diaz-Torres et al. 2003, Lorenz et al. 2002, Schloss et
Handelsman et al 2003). Ces approches ont permis d’enrichir notre connaissance du "monde
des bactéries non cultivées", et de donner une signification écologique a certains groupes
procaryotiques (comme les Crenarchaeota (Schleper et al. 2005), cf. partie II de a revue

bibliographique).
ITI. F. Cultiver I'"'incultivable" : les nouvelles approches.

Les connaissances des fonctions des microorganismes dans l'environnement dérivent, en
grande partie, de 'observation de cultures axéniques en laboratoire. Ces transformations bien que
réalisées en culture pure, dans des conditions "idéales", permettent d’apporter des informations
clés sur le role de ces microorganismes dans les cycles biogéochimiques. Ainsi, cultiver des
microorganismes, particuliérement ceux appartenant a de nouveaux taxa, apparait comme une
exigence indispensable pour la description de leur biodiversité (Palleroni 1997). En effet, la
versatilité (et donc la diversité biologique globale) des bactéries et des Arhaea réside dans leurs
propriétés spécifiques qui ne peuvent étre observées que sur des organismes vivants.

Le terme de "great plate count anomaly” a été introduit par Staley et Konopka (1985) pour

décrire la différence d’ordre de magnitude entre le nombre de cellules des environnements naturels

1t Cosmide : vecteur de clonage artificiel contenant le gene COS du phage Lambda, pouvant contenir des fragments
d’ADN de taille maximale 45 Kb.

# PCR multiplex : amplification de plus d’un amplicon a la fois généralement en ajoutant un couple d’amorce par type
désiré.
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ayant la capacité a former des colonies sur milieux gélosés et le nombre de bactéries déterminées
par comptages microscopiques (Jannash et Jones 1959). Plusieurs explications peuvent étre
proposées pour expliquer cette anomalie : dommages cellulaires résultants d’un stress oxydatif,
hyper eutrophie du milieu de culture, induction de phases lysogéniques durant la période de
carence, absence des signaux impliqués dans la communication cellulaire, ez. (Bruns et al 2002).
En définitive, ’absence de croissance des microorganismes dans les conditions de laboratoire peut
étre attribuée a4 une connaissance insuffisante de la chimie de leur milieu naturel, et donc 2
I'incapacité de récréer les conditions adéquates pour leur viabilité et leur croissance. D’autre part
les temps de croissance zz-vitro des microorganismes sont en général difficilement conciliables avec
I'impatience du scientifique mais n’impliquent pas que ces microbes soient réfractaires a la culture.
La tres grande majorité des microorganismes, malgré leurs caracteres ubiquistes et cosmopolites,
nécessitent le développement de conditions de culture trés particulicres (Baxter et Sieburth 1984,
Button et al. 1998, Debruyn et al. 1990, Ferris et al. 1996, Nold et al. 1996, Schut et al. 1997).
En dépit de l'aspect laborieux que revét I'adaptation de conditions de croissance spécifiques, un
certain nombre d’obstacles ont été franchis depuis les années 1970, par exemple, I'isolement de
bactéries hyperthermophiles et de Crenarchaeota (Stetter 1999), I'isolement et la caractérisation du
role prépondérant des bactéries dans les cycles du fer et d’autres métaux (Pennisi 2002), la
découverte de la physiologie de bactéries réalisant des processus de déhalogénation (Mohn et

Tiedje 1992), ou encore le séquengage du premier génome archéen (Bult er al. 1996).

II1.F.1.Isolement de nouveaux "physiotypes".

La connaissance des donneurs et des accepteurs d’électrons potentiellement utilisés par les
microorganismes dans leurs processus bioénergétiques est constamment renforcée, et révele
I'existence de voies métaboliques insoupconnées. Le développement de conditions de culture
utilisant des combinaisons de substrats "non-traditionnels" est une voie d’exploration prometteuse
pour lisolement de nouveaux microorganismes. De nombreux exemples pourraient ainsi étre
évoqués, comme la mise en évidence de bactéries autotrophes aérobies et anaérobies, utilisant
I'arséniate comme donneur d’électrons (Santini et al. 2000, Oremland et al. 2002); la description
de nouveaux genres de -proteobacteria intégrant le perchlorate dans leurs processus respiratoires
(Achenbach er al 2001); I'isolement de nouvelles souches dénitrifiantes affiliées aux o-, B-, vy, 6-
Proteobacteria obtenues a partir d’enrichissements contenant des substances humiques (AHDS')

comme donneurs d’électrons (Coates et al. 2002) et la mise en évidence zz-vitro de la capacité de

558 AHDS= anthrahydroquinone disulfonate

Page 37



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE : LES ""CHALLENGES'" DE L’ECOLOGIE MICROBIENNE

certaines de ces souches (Dechloromonas) a dégrader le benzene en anaérobie (Coates et al. 2001),

(Tableau S. 3).

Réactions catalysées par des microorganismes récemment mises en évidence

Références
4 Fe(l) + O, + 4 H » 4 Fe(IIl) + 2H,0 Neubauer ¢z a/. 2002
2 H3As0O3 (Arsenite)+ O, » HAsO2> + HoAsO4 + 3 H*  Santini e a/. 2000
HzAs05 + NOs » H2AsOy + NO» Oremland e# a/. 2002
4 HPO3? (Phosphite) + SO, + Ht — 3 4HPO3> + HS- Schink et Friedrich 20002

4 HPO3>+2CO, +2H 00— 3 4 HPO4* + Acetate + H* Schink e# 4/. 2002
5AHDS* +2NOsy +2H* 5 5AQDS* + N, + 6 H:O Coates et al. 2002
Benzene + 6NOs+6H 3 6CO2+ 3Nz + 6 HO Coates et al. 2001

Tableau S. 3 : Exemple de processus bioénergétiques récemment mis en évidence (d’apres Leadbetter 2003)

II1.F.2.Cultiver des représentants de nouveaux taxa.

o LES TECHNIQUES D’ISOLEMENT DE CELLULES INDIVIDUELLES : I.’unique fagon de garantir la pureté
d’une culture microbienne est de s’assurer qu’elle dérive d’une cellule unique. Les techniques
traditionnelles d’isolement ne peuvent certifier qu’une culture provient de la division d’une seule
cellule. Deux techniques ont été récemment développées afin de permettre I'isolement de cellules
individuelles :

Les pinces optiques sont constituées d’un microscope inversé controlé par ordinateur et équipé

d’un laser infra-rouge néodymium émettant a 1064 nm. Une cellule peut étre immobilisée grice au
faisceau laser, isolée du mélange cellulaire en déplagant la platine du microscope, et transférée dans
un milieu de culture (Frohlich et Konig 2000, Huber er al. 2000a). Cette technique a permis
d’isoler avec succes des bactéries et des Ambaea hyperthermophiles (Aschkin er al 1987, Huber
et al. 2000b).

Les micromanipulateurs (Frohlich et Konig 2000), constitués d’un microscope inversé, ces
systemes sont munis de capillaires stériles, qui vont servir au prélevement, et dont le diameétre
d’ouverture peut étre ajusté a la taille de la bactérie d’intérét. Ces capillaires peuvent étre
positionnés rapidement et précisément grace a un systeme pneumatique ou hydraulique. Le
capillaire, placé au dessus de la cellule d'intérét, déverse une goutte de solution stérile pour la
mettre en suspension et aspirer. En outre, il existe des enceintes a atmosphere controlée ("COY
chamber"), adaptées a ce type d’équipement, qui permettent lisolement de micro-organismes

anaérobies.
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Figure S. 15: Photographies des isolats SAR11.

a et b : microscopie en épifluorescence.

c et d : microscopie électronique a transmission.
(Rappé et al. 2002)

Ces cellules en forme de vibrion sont de taille
extrémement réduite (0,37-0,89 um de long ; 0,12-0,2 um
de diametre) et présentent moins de 82% de similarité
avec des oa-protéobactéries cultivées. Les densités
maximales obtenues en culture oscillent entre 3.10% et
3.100 cell.ml!, suggérant que des facteurs naturels
présent dans 'eau de mer (base des milieux de culture)
controlent les populations SAR11 en culture (Rappé et
al. 2002). Ces observations sont dun intérét
océanographique particulier, en effet, les souches SAR11
cultivées peuvent étre utilisées pour identifier les facteurs
chimiques susceptibles de controler leurs abondances
dans les environnements naturels.

Ces souches fournissent une opportunité particuliere de
séquencage du génome d’un organisme manipulable en
culture pure et présentant une  signification
biogéochimique. D’autre part, la taille trés réduite de ces
isolats permettra d’affiner la compréhension de la
machinerie macromoléculaire minimale requise pour une
réplication cellulaire autonome.

Page 39



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE : LES ""CHALLENGES'" DE L’ECOLOGIE MICROBIENNE

- METHODES DE DILUTION ET D’ENCAPSULATION : Button er al. (1993), pionniers des approches

ayant permis lisolement de nouveaux groupes bactériens issus d’environnements marins
oligotrophes, ont développé une méthodologie culturale dénommée "extinction culturing”. De ’eau
de mer non amendée est utilisée comme milieu de culture, et les communautés naturelles de
microorganismes sont diluées jusqu’a un nombre connu de cellules (entre 1 et 10 cellules par tube).
La croissance potentielle de ces cellules en culture est analysée par cytométrie en flux. Cette
méthode permet d’obtenir des isolats sans passage sur milieu gélosé et élimine donc le biais de la
capacité des cellules a former des colonies. Cette approche a notamment permis de décrire deux
nouvelles especes hétérotrophes du bacterioplancton : Sphingomonas  alakensis et  Cycloclasticus
oligotrophus (Vancanneyt 2001). Un exemple intéressant d’utilisation et de perfectionnement de
cette méthode a été appliqué par Giovannoni et ses collaborateurs sur le groupe des bactéries
SAR11. Ces dernieres appartiennent a la sub-division a-Profeobacteria, et ont été identifiées dans les
environnements naturels par des approches PCR-dépendantes (Giovannoni er al 1990).
Initialement détectées dans la mer des Sargasses, ou elles représentaient 15% de ’ARN bactérien,
les cellules SAR11 ont également été mises en évidence dans des eaux coti¢res des Bermudes et de
Key Biscayne (Floride). Plus récemment, Field er al 1997 ont révélé I'existence de deux sous-
groupes SAR11 exhibant des distributions spatiales spécifiques dans les océans Atlantique et
Pacifique. Ainsi les cellules du groupe SAR11, ubiquitaires et abondantes (jusqua 50% de
PADNTr16S des eaux océaniques, Morris et al. 2002), sont restées sans représentant cultivé durant
de nombreuses années et aucune fonction ne pouvait étre attribuée a ce groupe. Le développement
de la méthode "High-Throughput Culturing" (HTC, ou culture a haut-débit) (Connon et
Giovannoni 2002) a permis d’isoler plusieurs nouvelles souches microbiennes dont des membres
de clades n’ayant pas de représentant cultivé. Ainsi, 11 isolats membres du clade SAR11 ont pu
étre cultivés et cryopréservés (Rappé er al 2002), Iespece représentante a été dénommée
" Pelagibacter nbigue" (Figure S. 15).

Consécutivement a la méthode HTC, une technique de culture révolutionnaire a été mise au point
dans l'industrie des biotechnologies (Zengler et al. 2002), cette approche couple 'encapsulation
de cellules isolées en gel microgouttes (GMD), et I’analyse de la formation de microcolonies intra-
GMD par cytométrie en flux. La culture GMD est réalisée en continu (chémostat), alimentée par
un flux constant de milieu oligotrophe, les cellules encapsulées individuellement sont ainsi
cultivées dans le méme réacteur. Cette proximité permet ’échange de métabolites et de molécules
signal grace a une porosité suffisamment large de la matrice GMD. Apres des périodes

d’incubation relativement longues, les GMD contenant des microcolonies sont séparées par

cytométrie en flux et placées dans un milieu de croissance (Figure S. 15 et S. 106)
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Phase 1
croissance sur colonne
( e ) Phase I
Elimination des .
Préparation des rcellules libres (Microplaque)

échantillons
Echantillon

Purification des cellules

Encapsulation des cellules en gel microgouttes

(GMDs) e . .
J Milieu riche en matiére organique
Milieu oligotrophe

(faible [matiere
organique])

Figure S. 15 : Schéma du protocole expérimental d’encapsulation : les cellules de ’environnement sont
encapsulées dans les GMDs et incubées dans des colonne de croissance (Phase I). Secondaitement les
GMDs contenant des micto colonies sont détectées et séparées par cytométrie en flux dans 96 puits de
microplaque contant un milieu riche en MO (Phase II). D’aprés Zengler et al. 2002.

2 E *?Elﬁ(

Side scather

Forwand acatber

Figure S. 16 : Discrimination par cytométrie en flux entre (a) les cellules libres, (b) les GMDs vide ou occupées
par une seule cellule, et (c), les GMDs contenant des microcolonies. d a f: microphotographies en contraste de
phase des GMDs séparées contenant des microcolonies. D’aprés Zengler et al. 2002.

Figure S. 17: Chambre de diffusion pour la culture in situ des microorganismes environnementaux. (A)
la chambre est constituée de 2 filtres en polycarbonate (0,03um de porosité) entre lesquels sont cultivés
les bactéries (« en sandwich »). (B) La croissance des bactéries se réalise par incubation des chambres
ala surface de sédiment marin. D’aprés Kaerberlein et al. 2002.
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Les méthodes HTC ou d’encapsulation en GMD soulignent I'importance de cultiver les
microorganismes dans un environnement chimique le plus proche possible de I'environnement
naturel. La technique GMD confere également un rdle primordial aux processus de
communication cellulaire. Dans ce cadre, Kaeberlein et ses collaborateurs (2002), ont
développé une méthodologie particuliere de culture, a partir d’échantillons de sédiment intertidal.
Les microorganismes séparés des particules sédimentaires sont placés dans des chambres de
diffusion incubées dans un "aquarium" contenant de I’eau de mer (Figure S. 17). La membrane de
diffusion permet les échanges avec 'environnement en limitant les mouvements cellulaires. Cette
stratégie de culture simulant ’habitat naturel a permis I'isolement de deux nouvelles souches MSC1
et MSC2, non décrites, affiliées aux Sphingobacteria. Ces auteurs postulent "microorganisms use
pheromones to communicate both within and across species. It seems possible that microorganisms
require specific signals originating from their neighbors that indicate the presence of a familiar
environment. Implicit in this signaling hypothesis is that microorganisms will not grow in an unfamiliar
environment even in the presence of appropriate nutrients".

Ces nouvelles stratégies, qui ont permis d’accéder a Iisolement de nouveaux taxons bactériens,
permettront une investigation plus compléte des communautés microbiennes et notamment des
interactions inter- ou intra-spécifiques (encapsulation multiple, incubation z-sitn des GMD,
Zengler et al. 2002). Les nouvelles approches culturales s’orientent ainsi vers le développement
de milieux oligotrophes, simulant ’habitat naturel, et privilégient les échanges de métabolites ou de
signaux cellulaires entre microorganismes. Ces échanges apparaissent comme un facteur primordial
conditionnant la croissance des microorganismes en culture. Bruns et al. (2002) ont ainsi étudié
I'influence de PAMP cyclique (impliqué dans la régulation de Iexpression des geénes durant en
période de carence) et de deux différentes N-ary/ homosérines lactones (molécule signal utilisée par
les Gram-négatives dans le processus de Quorum Sensing) sur lefficacité de culture de
communautés bactériennes issues de la Mer Baltique. Cette stratégie a permis Iisolement de deux
nouvelles souches G100 et G200, affiliées a la famille des Rhbodobacteriaceae de la subdivision a-

Proteobacteria.
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Catégorie de taille Groupe microbien Gamme de taille (um)
Fentoplancton Virus 0.01-0.2
Prokatyotes
Eubacteria
Photoautotrophes 0.5-1.0
Prochlorophytes 0.5-2.0
Cyanobactéries cocoides 1.0-2.0
Cyanobactéries filamenteuses 7-10 (large), <100 (long)
Picoplancton Chemoautotrophes 0.3-10
Hétérotrophes 0.3-10
Archaea
Eukaryotes
Picoalgues, Picoflagéllés hétérotrophes 1.0-2.0
Nanoplancton Nanoalgues, Nanoflagéllés hétérotrophes 2.0-20
Microplancton Microalgues
Protistes hétérotrophes (ciliés et dinoflagéllés) 20-200

Tableau S. 4: Principaux groupes de microorganismes pélagiques. Les catégories de taille sont définies sur la
base du biovolume d’apres Sieburth er al 1978.

Environment Ne. of prokaryotic cells (x10%8) g of C (x101)
Aquatic habitats 12 2.2
Oceanic subsurface 355 303
Soil 26 26
Terrestrial subsurface 25-250 22-215
Total 415-640 353-546

Tableau S. 5 : Estimation de Pabondance et de la biomasse des procaryotes dans le monde
(d’aprés Rossell6-Mora et Amann 2001).
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I1éme PARTIE: LES PROCARYOTES DANS L’ENVIRONNEMENT

Dans les environnements naturels, ’hétérogénéité du monde microbien est visible par la
différence de taille entre les plus petites cellules bactériennes (environ 0,3um) et les ciliés
brouteurs (environ 150 pm) qui est équivalente a celle entre le krill (4 cm) et une baleine (20 m),
(Tableau S. 4). Au sein du monde microbien, les Archaea et les Eubacteria sont les organismes les
plus abondants de la biosphere (Tableau S. 5) et leur impact écologique leur confére une position
primordiale au sein des écosystemes. Leurs capacités a croitre et a se reproduire rapidement
suggerent que ces organismes peuvent s’adapter rapidement aux changements ou aux stimuli
environnementaux et leur caractére ubiquiste distinguent les bactéries de Ienvironnement des

microorganismes cultivés en laboratoire.

I- Les ARCHAEA

I. A. Historique du "Troisi¢éme monde" : de Woese aux années 2000

I.A.1.Formes ancestrales ou évolution secondaire ?

Woese et ses collaborateurs (1990) ont proposé une classification du monde vivant en
trois domaines, ainsi que le terme Archaea, suggérant une origine ancestrale, pour la dénomination
du second domaine procaryotique. Ces auteurs ont également postulé que les Archaea constituent
un domaine aussi distinct des eubactéries que des eucaryotes en se basant sur deux hypotheses :
les Eubacteria et les Archaea dérivent indépendamment du progénote (hypothétique ancétre
commun, Woese 1998a), et sur un plan moléculaire, les ~Arhaca sont aussi proches des eucaryotes
que des eubactéries (Woese et al 1990). Ces travaux, qui ont drastiquement modifié la vision du
monde vivant, ont néanmoins été soumis a controverse (Mayr 1998). Si la division du monde
vivant en trois grands domaines ne semble plus devoir étre actuellement remise en question,
Porigine des Archaea reste cependant un sujet de discussion d’intérét pour nombre de biologistes
évolutifs. Le séquencgage complet du génome de deux Archaea (Methanococcus jannaschii et
Methanobacterinm  thermoantotrophicum) a permis de déterminer les similarités existant entre les
génomes des Archaea, des Eubacteria et des Eukarya. Les travaux de Koonin et al. (1997) et de
Smith et al. (1997) ont ainsi révélé que 77% des genes archéens sont plus proches des Eubacteria
et 23% des Enkarya suggérant que les deux domaines procaryotiques sont plus proches entre eux
que les Archaea ne le sont des Euwcarya. Les éléments transcriptionnels, traductionnels, et la
machinerie de Dépissage des Arhaea ressemblent a ceux des eucaryotes. Zilling et ses

collaborateurs ont notamment mis en évidence que les séquences de PADN polymérase ARN
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dépendante et le promoteur basal des Arhaea présentaient d’étroites similarités avec ceux des
eucaryotes (Huet et al. 1983 ; Reiter et al. 1988). D’autre part, la majorité des genes codant pour
les enzymes métaboliques, les systemes de transport, et les enzymes de synthese de la paroi sont

plus proches des eubactéries (Brown et Doolittle, 1997).

La nature chimérique du génome des Arhaea comprenant des geénes métaboliques bactériens et
des genes de protéines traductionnelles et transcriptionnelles eucaryotes a conduit les
microbiologistes a formuler un certain nombre d’hypotheses pour expliquer cette constitution en
mosaique mais aucune n’apparait completement convaincante. Koonin et al (1997) ont suggéré
que les Archaea seraient issues d’un événement de fusion similaire a celui ayant permis
I’émergence des eucaryotes. Si cette hypothese est exacte, un organisme bactérien serait une des
composantes du génotype ancestral de la chimeére mais quel serait I'autre ? Aucun organisme
connu ne peut, en effet, accréditer ce postulat. Woese (1998b) suggere que les Archaea pourraient
résulter d’un processus précoce d’évolution impliquant des échanges horizontaux de matériel
génétique qui excederaient la transmission verticale a une période d’évolution pré-généalogique.
L’origine des Archaea constitue donc actuellement un puzzle difficilement solvable, et si certains
auteurs comme Carl Woese placent les Archaea tres précocement dans les processus évolutifs,
d’autres suggerent qu’elles dérivent secondairement d’une lignée d’Enbacteria. Galtier et ses
collaborateurs (1999) ont été amenés a mettre en doute la validité de la conjecture postulant que
les Archaea thermophiles seraient proches de I'ancétre universel des organismes vivants. Leurs
analyses qui tirent partie d’une relation entre le caractere thermophile et la proportion de GC
dans les ARN ribosomaux suggerent que le plus récent ancétre universel vivait
vraisemblablement a une température inférieure a 60°C. Cette découverte n’exclut pas une origine
de la vie encore plus ancienne, en milieu chaud, mais elle modifie le regard de la communauté
scientifique sur les especes thermophiles actuelles qui apparaissent non plus comme les reliques

d’un tres lointain passé mais comme I'aboutissement d’une longue évolution.

L.A.2. Evolution des connaissances sur la diversité taxonomique des Archaea.

Les premicres études basées sur la phylogénie de PARNr 16S (Woese 1987) d’un petit
nombre d’espéces cultivées, distinguaient deux groupes d’Archaea: les Crenarchaeota et les
Euryarchaeota. l.e domaine des Crenarchaeota regroupe les hyperthermophiles et les
thermoacidophiles (comme les genres Sulfolobus, Desulfurococcus, Pyrodictium, Thermoproteus,
Thermophilum). Les especes appartenant au domaine des Ewryachaeota présentent des niches
¢écologiques plus variées et incluent: les hyperthermophiles (comme les genres Pyrococcus et
Thermococcus), les méthanogenes (Methanosarcina, ete.), les halophiles (Halobacterinm, Haloferax, etc.), et

les méthanogenes thermophiles (avec des représentants des genres Methanothermus,
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Methanobacterinm, Methanococens). La cohérence phylogénétique du phylum des Arhaea était ainsi de
maniere surprenante en accord avec leurs motifs phénotypiques (thermophiles, halophiles,
méthanogenes) et les habitats colonisés (Woese er al 1978). D’autre part, la diversité
fonctionnelle de ces organismes, établie sur la base des souches cultivées, apparaissait réduite en
comparaison de celle des eubactéries (Woese 1987). Cette image a été considérablement altérée
quand les méthodes moléculaires ont été appliquées a I’étude 7 situ des microorganismes. Les
amplifications PCR de séquences ARNr de microorganismes issus d’environnements variés ont
révélé un grand nombre de nouvelles especes d’Arhaea vivant dans des environnements

mésophiles.

Les premieres séquences d’Archaea, non cultivées, ont été obtenues a partir de banques de clones
ARNTr16S provenant de I'Océan Pacifique (Fuhrman er al 1992). Cette étude a révélé la
présence, dans cet environnement, d’Archaea mésophiles affiliées au groupe des Crenarchaeota, une
branche des .Arhaea initialement représentée par les hyperthermophiles. A la méme période,
Dellong et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence de deux nouveaux groupes
d’Archaea issus des ecaux de surface d’écosystemes coOtiers, un groupe appartenant aux
Crenarchaeota, 'autre aux Euryachaeota (DeLong 1992). Ces deux études ont initié une premiere
remise en question de la faible diversité taxonomique et fonctionnelle des Archaea, la distribution
de ces dernicres apparaissant plus large que celle suggérée par les motifs phénotypiques des
Aprchaea cultivées. Suite a ces travaux, une origine allochtone de ces Ambaea transportées d’un
habitat hydrothermal a été supposée, cependant, la découverte d’Arhaea en densités élevées dans
des eaux aérobies de ’Antarctique (-1,8°C) (DeLong et al. 1994) et I'association de Crenarchaeota
avec des éponges marines vivant a 10°C (Preston et al 1996) a fournit des arguments
supplémentaires pour suggérer que les Arbaea rencontrées dans les environnements marins
mésophiles étaient natives de ces biotopes. A partir de ces premicres études, la recherche des
Archaea s’est étendue a de multiples habitats : les écosystéemes marins (Fuhrman et Davis 1997,
Massana et al. 1997, Mclnerney et al. 1997 ; Murray et al 1998, Stein er al 1996); les
¢cosystemes terrestres forestiers et agricoles (Bintrim et al. 1997, Borneman et Triplett 1997,
Jurgens et al. 1997); les écosystémes aquatiques continentaux (McGregor et al. 1997, Ovreas
et al. 1997, Schleper et al. 1997); les digesteurs anaérobies (Godon et al 1997); et les
associations avec les métazoaires (Van der Maarel er al 1998). I’ensemble de ces études a
permis de mettre en évidence trois nouveaux groupes d’Arhaea non cultivées au sein des deux
phyla initiaux (Crenarchaeota, Enryarchaeota) : Le groupe 1 est affilié aux Crenarchaeota et comprend

des especes issues des environnements marins et terrestres.
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Figure S. 18: Positions phylogénétiques de trois nouveaux groupes d’Archaea non cultivées, sur la base de ’analyse
des séquences 16S rDNA. PJP et pSL représentent des séquences obtenues a partir d’'une source hydrothermale du
Yellowstone National Park (Schleper et al. 1995), d’aprés DeLong. 1998.
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Les groupes II et III sont affiliés aux Euryachaeota (Figure S. 18). En 1998, DeLong publie une
revue de synthese ("Everything in moderation: Archaea as non-extremophiles’) retracant
I'évolution de la vision des Archaea et formule a partir des travaux réalisés dans différents

écosystemes, des tendances générales (Tableau S. 6):

Reports of archaeal group within habitat

Group I Group II Group III

Habitat type

Marine plankton + + +
Marine fish + +

Marine sediment + - +
Marine invertebrates + -

Lake plankton + - -
Lake sediments + - -
Deep paleosol + - -
Forest soil + -

Agricultural soil + - _
Anaerobic digestor + +

Tableau S. 6: Synthese de la diversité des Archaea non cultivables en fonction de ’habitat. (+=Présent; -
=absent), D’aprés DeLong 1998.

11 apparait ainsi que :

-Le Groupe 1 (Crenarchaeota) semble le plus largement distribué, le plus abondant et le plus

écologiquement diversifié.

-1l existe une cohérence phylogénétique pour les séquences d’Archaea du groupe 1 issues des
environnements marins, alors que celles issues des sédiments ou du sol sont affiliées a différents

sous-groupes.

- Les Groupes I et II des Arhaea des environnements marins, apparaissent atteindre leurs
abondances maximales a différentes profondeurs de la colonne d’eau. Le groupe I atteint en
général des densités maximales sous 100 m de profondeur dans les environnements marins.

(Massana et al. 1997 ; Mclnerney et al. 1997 ; Murray et al. 1998)

- Il existe une plus grande divergence des Euryakaeota du groupe 11 isolées d’un méme biotope

que dans toute la sympatrie du groupe I des Arbaea issues d’environnements marins.

- Des sous ensembles du groupe I apparaissent affiliés a des Arhaea spécifiques des sources

chaudes.
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Figure S. 19: Arbre phylogénétique universel, non enraciné indiquant les trois domaines du vivant et la
séparation du domaine des Archaea en trois groupes (d’aprés Barns et al. 1996).
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Cette dernicre observation a été confirmée par des analyses séquentielles réalisées sur la
microflore de sources chaudes du Yellowstone National Park (Barns et al 1994, 1996). Ces
études ont mis en évidence une divergence entre les séquences d’Archaea issues de ce biotope
avec celles appartenant aux deux phyla archéens initialement identifiés. Ces organismes ont ainsi

été affiliés a un troisi¢me phylum : les Korarchaeota (Figure S. 19)

1.A.3. Notre connaissance actuelle de la diversité taxonomique des Archaea.

En 2002, Huber et ses collaborateurs ont isolé d’une source chaude sous-marine, une
nouvelle Archaea hyperthermophile: " Nanoarchaeum equitans". Cette derniere n’étant pas affiliée
aux trois phyla archéens précédents (Euryarchaeota, Crenarchaeota et Korarchaeota), ces auteurs ont

proposé la constitution d’un nouveau groupe d’Arhaea : les Nanoarchaeota (Figure S. 20).

Bacteroides

Escherichia

Baciflus
Synechococcus
Deinococcus

Uncultured archaea
p .- Nanoarchaeum Nanoarchaeota
Pyrobaculum Crenarchaeota

Aeropyrum
Sulfolobus

Thermotoga Bacteria

Aquifex

Pyrococcus Euryarchaeota Aicties
Methanococcus

Methanothermobacter

Archaeoglobus

Halobacterium

Haloferax

Methanosarcina

Homo
Zea
Saccharomyces

) Eukarya
Paramecium

i
Giardia ‘ Trypanosoma

Microsporidia

FigureS. 20:Arbre phylogénétique présentant les quatre grands groupes d’ Archaea (d’ apres
Allers et Mevarech 2005).
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Groupe Caractéristiques générales Genresreprésentés
Methanobacterium
Archaea Anaérobies strictes. Le métabolite final majeur est le méthane. S° peut étre réduit en HoS  Methanococcus
méthanogenes sans production d’énergie. Les cellules possédent la coenzyme M, les facteurs 420 et 430.  Methanomicrobium
Methanosarcina
Cellules coccoides irréguliéres, Gram-négatives. Formation d’HS a partir de thiosulfate et
de sulfate. Croissance autotrophe sur thiosulfate et Hz. Peuvent se développer de maniere
Archaea o . p - . s
. . hétérotrophe. Production de traces de méthane. Bactéries thermophiles extrémes et
réductrices de . P R , . .. Archaeoglobus
strictement anaérobies. Les cellules possedent le facteur 420 et la méthanoptérine mais ni
sulfates ) .
a coenzyme M ni le facteur 430.
Batonnets coccoides ou de formes irrégulicres. Cellules Gram-négatives ou Gram-
positives,  essentiellement  anaérobies,  chimioorganotrophes.  Demandent  des
Archaea concentrations élevées en chlorure sodique pour se développer (>1,5M). Les colonies Halobacterium
halophiles  présentent diverses nuances de rouges. Neutrophiles ou acidophiles. Mésophiles ou Halococcus
extrémes légerement thermophiles. Certaines espéces contiennent la bactetiorhodopsine et utilisent Natronobacterium
la lumiere pour synthétiser PATP.
Cellules pléomorphes sans paroi cellulaire. Thermoacidophiles et chimioorganotrophes.
Archaeasans . - . : : o
aroi Aérobies facultatifs . La membrane plasmique contient une glycoprotéine riche en Thermoplasma
P mannose et un lipoglycane.
. Bacilles Gram-négatifs, filaments ou coques. Thermophiles obligatoires (développement D IL.jrc-)COCCUS
Thermophiles . R P . o . ... Pyrodictium
N optimum a des températures comprises entre 70 et 105°C). Habituellement anaérobies
extrémes . ) . s T : e ! Pyrococcus
. . stricts mais peuvent étre aérobie ou aérobie facultatifs. Acidophiles ou neutrophiles ,
métabolisant L X . P o Sulfolobus
autotrophes ou hétérotrophes, la plupart métabolisent le soufre. Réduisent S° en HsS en
s T o Ay Thermococcus
anaérobiose, oxydent HS ou S° en HSO4 en aérobiose.
Thermoproteus

Tableau S. 7: Caractéristiques des groupes principaux d’ Archaea cultivées (discriminées sur la base de
critéres mor phologiques et physiologiques).

Figure S. 21: L es habitats typiques des bactéries thermophiles: Sources chaudes du Y ellow Stone national
parc (USA), photos Charles L emar chand 2005.
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Le dépot de plus de 8000 séquences d’Archaea dans les banques de données, a contribué a
accroitre le nombre de groupes connus et a étendre le nombre de phyla (Schleper et al. 2005).
Ainsi, En 2002, Hugenholtz détermine, en se basant sur I'analyse comparative des séquences
ARNIr16S, 18 différents groupes pour le domaine des Archaea (dont 10 ne contiennent pas
d’Archaea cultivées). Certains de ces groupes semblent, comme I'avait supposé DeLong (1998)
inféodés a des locations géographiques précises, alors que d’autres apparaissent plus largement
distribués. Par exemple dans les deux lignées des Crenarchaeota, qui sont souvent définies comme
regroupant des séquences du plancton marin (Groupe I.1A) et des séquences du sol (Groupe
1.1B), sont également affiliées des séquences issus d’écosystémes aquatiques continentaux et
d’environnements profonds (Ochsenreiter et al. 2003, Takai et al. 2001). 11 apparait surprenant
que la grande majorité des nouvelles séquences découvertes soient affiliées aux deux principaux
phyla, les Crenarchaeaota et les Euryarchaeota, qui ont été définis en 1986 sur la base d’un petit
nombre d’organismes cultivés (Woese et Olsen 1986). Cependant, le positionnement de
nouvelles lignées plus enracinées (Figure S. 24) révélées par des approches moléculaires globales
(Korarchaeota, AAG (ancient archaeal group), Barns et al. 1996, Takai et Horikoshi 1999) ou par
des approches culturales (Nanoarchaeota, Huber et al. 2002) suggere que de nouvelles lignées
pourraient encore étre découvertes par des approches d’écologie moléculaire, des techniques

culturales plus sophistiquées et par des approches de métagénomique (Schleper et al. 2005).

La large distribution et 'abondance des Arhaea dans les écosystemes aquatiques et terrestres
suggerent qu’elles contribuent significativement aux cycles énergétiques globaux. Cependant la
grande majorité de ces organismes a été uniquement mis en évidence dans les écosystémes par
des approches PCR-dépendantes et aucun organisme représentatif des nouveaux groupes

détectés n’a été cultivé en laboratoire et leurs métabolismes spécifiques restent inexplorés.

I. B. Diversité métabolique des Archaea

L.B.1. Métabolismes identifiés a partir de souches cultivées.

De part la variété de leurs modes de vie (Tableau S. 7), le métabolisme des Arhaea est tres
différent selon les groupes et s’étend de organotrophie a I'autotrophie, certaines peuvent méme

réaliser une forme inhabituelle de photosynthese.

s EXEMPLES DE METABOLISMES CHEZ LES CRENARCHAEOTA : La plupart des Crenarchaeota isolées en

culture sont des thermophiles ou des acidophiles dépendantes du soufre.
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Le soufre peut étre utilisé soit comme un accepteur d’électrons dans une respiration anaérobie,
soit comme une source d’électrons par des lithotrophes.

Exemple : Le genre Pyrodictium, appartenant aux Desulforoccocales, isolé de sources marines
géothermales se développe a une température optimale de 105°C. Ce groupe contient des
organotrophes’ et des lithotrophes', les sources d’électrons les plus communes pour ces derniéres

sont le soufre et 'H,.

Exemple 2: Sulfolobus (Sulfolobales) est un groupe de thermoacidophile se développant a un
optimum de température entre 70 et 80°C et a un pH compris entre 2 et 3. Ces Archaea sont des
lithotrophes se développant sur des granules de soufre en 'oxydant en acide sulfurique. 'O, est
I'accepteur classique d’électrons mais le fer ferrique peut étre utilisé. Certains oses et acides

aminés comme le glutamate peuvent aussi étre utilisés comme sources de carbone et d’énergie.

Exemple 3 : Thermoprotens (Thermoproteales), anaérobie stricte se développant a des températures
extrémes (de 70 a 96°C) et des valeurs de pH comprises entre 2,5 et 0,5. Cette Archaea peut se
développer en organotrophie et oxyder le glucose, des acides aminés, des alcools et des acides
organiques en utilisant le soufre élémentaire comme accepteur final d’électrons. Elle présente
également la capacité de chimiolitotrophie® en utilisant H, et S°, dans ce cas le CO, et le CO sont

les sources uniques de carbone.

= EXEMPLES DE METABOLISME CHEZ LES EURYARCHAEOTA .

-Les Méthanogénes : constituent le groupe le plus vaste des Ewryarchaeota et comprennent 5

ordres (Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanopyrales). Ces
Archaea anaérobies strictes obtiennent de Iénergie en convertissant le CO,, le formiate, le
méthanol, I'acétate, et d’autres substances en méthane ou en méthane et CO,. Leurs capacités a
produire du méthane suggerent l'existence de voies métaboliques tres particulieres. Ces
procaryotes contiennent, en effet, plusieurs cofacteurs spécifiques : la tétrahydrométhanoptérine
H,MPT), le méthanofurane (MFR), la coenzyme M (acide 2-mercaptoéthanesulfonique), les
coenzymes F,,, et F, (Figure S. 22). Les méthanogenes prosperent dans les environnements
anaérobies riches en matieres organiques (rumen, sédiments marins ou lacustres, marais, sources
chaudes...). I’impact écologique de ce groupe métabolique est primordial et nous reviendrons
sur la signification écologique des Arhaea méthanogenes et sur leurs roles au sein des réseaux

trophiques procaryotiques anaérobies dans le chapitre suivant.

* 1 ’ . ’
Organotrophe : utilise des molécules organiques comme source d’électrons
T Lithotrophe : utilise des molécules inorganiques comme source d’électrons
f Chimiotrophes : énergie issue de 'oxydation de composés organiques ou inorganiques
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-Les Halobactéries constituent un des principaux groupes d’Archaea, et ont la particularité de se
développer a des concentrations salines optimales de 17 a 23% de NaCl. Ces
chimiohétérotrophes aérobies présentent un métabolisme respiratoire exigeant des éléments
nutritifs complexes, généralement des protéines et des acides aminés, pour leur développement.
Un membre remarquable de la famille des Halobacteriaceae est Halobacterinm salinarinm. Ce dernier
réalise une photosynthése en I'absence de pigments chlorophylliens grace a une membrane

pourpre contenant 4 différentes rhodopsines dont la bacteriorhodopsine et la halorhodopsine.

-Les thermophiles extrémes métabolisant le S°: Ce groupe physiologique comprend le seul

ordre des Thermococcales, anaérobies stricts, ces derniers réduisent le soufre en sulfure.

-Les Archaea sulfato-reductrices : sont affiliées a ordre des Archaeoglobales, représenté par un

seul genre : _Archaeoglobus. Cette Archaea thermophile extréme (83°C) isolée de sources
hydrothermales marines, utilise une variété de donneurs d’électrons (H,, lactate, glucose) et réduit
les sulfates, les sulfites ou les thiosulfates en sulfures. Le soufre élémentaire n’étant pas utilisé
comme accepteur d’électrons. Cet organisme, particulier de part sa fonction de sulfato-réduction,
possede également certaines des coenzymes caractéristiques des méthanogenes comme F,,, et la

méthanoptérine.

1.B.2.Utilisation de la métagénomique pour prédire des métabolismes
spécifiques d’ Arehaea non cultivées

Les progres réalisés dans le domaine de la génomique environnementale rendent
désormais possible une caractérisation du génome des organismes sans étape culturale (Cf. Partie
I de la revue bibliographique). Les premicres études de métagénomique des Archaea, ont été
initiées par DelLong et ses collaborateurs avec pour objectifs de caractériser des fragments
génomiques d’Archaea du Nord-Est de 'Océan Pacifique (Stein er al 1996). L’utilisation d’un
chromosome bactérien artificiel’ (CBA) dérivé d’un vecteur fosmide a permis la construction
d’une librairie de larges inserts a partir d’échantillons planctoniques marins. Un fragment de 38,5
kb appartenant a une Crenarchaeota non cultivée a été identifié parmi 3552 clones, en utilisant des
sondes ADNr16S spécifiques des Archaea (FOS-4B7, Groupe I-1a) et le séquencage de ce clone a
confirmé son origine archéenne. A partir de cette étude, la stratégie CBA a permis d’isoler
plusieurs fragments génomiques d’Archaea issues des eaux de surface (Beja er al 2000, 2002) ou
des eaux profondes (Lopez-Garcia et al. 2004, Moreira et al. 2004) des océans Pacifique et

Antarctique.

§ BAC : bacterial artificial chromosome, capable de se maintenir de facon stable a une ou deux copies par cellules
dans E. Coli. Ce vecteur de clonage peut accepter jusqu’a 300 Kb.
* Fosmide : Dérive du facteur F simple copie d’E. Coli et accepte des inserts de 35 a 45 Kb.
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Antarctic deep waters
Fosmid EC39
33,347 bp; GC 34% (REF. 52)

Sargasso Sea
Scaffold CH004643
66,556 bp; GC 35% (REF. 54)

Antarctic surface waters
Fosmid 74A4
43,902 bp; GC 33% (REF. 50)

Sponge symbiont, Pacific coast
Fosmid Cenarchaeum symbiosum A
32,998 bp; GC 55% (REF. 55)

O Unigue 1 Gap in scaffold [ Miscellanecus feature [0 Homologues in two [ Homologues in three B Homologues in four
genome fragments genome fragments genome fragments

Figure S. 23: Conservation des régions génomiques des Crenarchaeota marines non cultivées. Cette figure présente une
comparaison des régions génomiques de Crenarchaeota marines non cultivées issues de différents environnements de 4
régions océaniques. Cette analyse révele de fortes similarités dans les séquences et Pordre des génes. Des génes
orthologues® présentant un score>50 (avec blastp) ont été identifiés. D’apres Schleper et al. 2005
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L’étude réalisée par Venter et al (2004) sur la Mer des Sargasses a mis en évidence des
séquences partielles et completes du gene ARNrl6S et d’autres marqueurs phylogénétiques
indiquant la présence de Crenarchacota et d’Euryarchaeota. Un exemple de construction,
"CHO004643", réalis¢ a partir de cette banque de données relie 3 fragments de Crenarchaeota isolés

de différentes régions océaniques (Figure S. 23).

s LES CRENARCHAEOTA DES SOLS POURRAIENT ETRE DES NITRIFIANTES (Figure S. 28): Des séquences

d’ARNTr16S de Crenarchaeota de strates supérieures des sols peuvent étre retrouvées sur tous les
continents et dans la plupart des écosystemes terrestres. Présentant des similarités avec les
Crenarchaeota marines, ces especes apparaissent affiliées au Groupe I-1b (avec quelques exceptions
comme le groupe FFS des écosystemes forestiers, Jurgens et al 1997). Plusicurs larges
fragments génomiques ont été isolés de librairies complexes construites a partir d’échantillons de
sol (Quaiser er al. 2002, 2003, Treuch et al. 2004). La structure des opérons ARNr, I'analyse
phylogénétique, le contenu en GC, et les protéines prédites confirme une origine crenarchéenne
de ces fragments. D’autre part, certains genes fournissent des indications quant au métabolisme
énergétique putatif de ces Archaea. Ainsi, I'identification de deux génes codant pour des protéines
relatives des sous unités de Pammonium monooxygenase (AmoAB), (enzymes centrales
impliquées dans l'oxydation de 'ammonium chez les bactéries nitrifiantes, Arp et al. 2002),
suggere que ces Arhaea non thermophiles utilisent 'ammonium comme source d’énergie. Les
protéines de la famille de 'ammonium monooxygenase avaient été uniquement détectées chez les
Proteobacteria, et 'identification de ces nouveaux genes homologues étend ainsi cette famille
enzymatique au groupe des Archaea. Des homologues des genes Amo identifiés chez des
Crenarchaeota du sol ont également été détectés dans la banque de données de la mer des
Sargasses, suggérant que les Crenarchaeota marines sont également capables de réaliser 'oxydation
de 'ammonium. Cette hypothése couplée a la mise en évidence de Crenarchaeota marines
autotrophes (Wuchter et al. 2003), laissent penser que certains groupes de Crenarchaeota marines
non thermophiles pourraient étre chimiolithoautotrophesoxydant Pammonium (nitrifiantes). Un
homologue de la nitrite-reductase, enzyme clé du processus de nitrate réduction, présentant un
cofacteur cuivre a également été identifié dans des clones issus d’échantillons de sol (Zumft 1997)
et de la mer des Sargasses. Cette protéine est également présente chez les nitrifiantes oxydant
ammonium et pourrait avoir un role clé dans leur métabolisme. Cette donnée fournit des
arguments supplémentaires a hypothése d’'un métabolisme énergétique crenarchéen, dans les

environnements mésophiles terrestres et marins, basé sur 'oxydation de 'ammonium.

T Chimiolithotrophes : Soutce d’énergie chimique (inorganique), donneurs inorganiques d’H/e-, CO, comme source

de carbone.
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Figure S. 24: Le domaine des Archaea de la diversité a la fonction : L’arbre phylogénétique des Archaea présentent les
différents groupes d’Archaea non cultivées mis en évidence dans les approches de génomique. Les séquences issues
de Fosmides (FOS), Cosmides (COS), chromosome bactérien artificiel (BAC) ou les séquences issues d’assemblages
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= ARCHAEA OXYDANT LE METHANE DANS LES SEDIMENTS MARINS (Figure S. 24) : Différentes lignées
d’Enyarchaeota, non cultivées, (ANME-1, ANME-2, ANME-3) ont ¢été détectées dans la partie
supérieure des sédiments marins en relation avec des réservoirs profonds de méthane (Boetius et
al. 2000, Orphan et al. 2001 b, 2002, Hinrichs er al. 1999). Des analyses 7z situ réalisées sur les
lipides, les signatures isotopiques, ainsi que sur les séquences ARNr16S, ont indiqué que ces
Archaea appartenant aux lignées ANME pourraient étre méthanotrophes en convertissant le
méthane en CO,. Ce processus serait, dans ces écosystemes, réalisé en association avec des
bactéries sulfato-réductrices (Boetius et al. 2000, Orphan et al. 2001 a et b, 2002, Hinrichs ez
al. 1999). Les genes codant pour la Méthyl coenzyme M réductase (MCR) qui catalyse I’étape
terminale de la méthanogénese ont été retrouvés dans les lignées ANME (Hallam et al. 2003).
Un nouveau variant nickel du cofacteur F430 MCR des Arhaea méthanogenes a été caractérisé
dans une étude combinant approches biochimique et génomique (Kruger er al 2003).
L’hypothese actuellement admise est que les _Arbhaea des groupes ANME réalise une
méthanogénese inverse. Cette prédiction a été récemment supportée par Hallam et ses
collaborateurs (2004) qui ont isolé 'ensemble des genes typiquement associés a la production de
méthane grace une approche combinant "shot-gun" et librairies de larges inserts a partir

d’échantillons enrichis issus de sédiments marins profonds.

I.C. Conclusions

Les travaux pionniers réalisés sur des isolats d’Arbaea hyperthermophiles et d’autres
extrémophiles n’ont pas seulement conduit a la découverte de nouveaux métabolismes et
d’adaptions spécifiques, mais également a la connaissance fondamentale des traits particuliers qui
unifient le troisieme domaine de la vie. Actuellement 45 génomes d’.Archaea cultivables ont été
séquencés (Allers et Mevarech 2005), et les études comparatives des génomes confirment bien
que les composantes informationnelles des _Arhaea (réplication, transcription, traduction,
systemes de réparation de PADN) présentent des similarités plus importantes avec les eucaryotes
(Forterre et al. 2002, Makarova et Koonin 2003). En terme de taille réduite et d’organisation de
la structure de leurs geénes et de leurs opérons, les génomes archéens sont typiquement
procaryotes. Ceci est en accord avec le statut prédis par Carl Woese, il y a 25 ans, placant les

Archaea dans un domaine unique, séparé des deux domaines initiaux.

La diversité¢ du génome des Archaea reflete leur versatilité physiologique, une large gamme de
conditions de croissance, ainsi que I'acquisition de genes par des transferts latéraux (Makarova et
Koonin 2003). Les différentes études de génomiques ou de métagénomiques ont mis en relief le

caractere cosmopolite et ubiquiste des Ambaea mais ont également ouvert de nouvelles
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perspectives de recherche : accéder a la connaissance de leurs impacts écologiques et des
interactions que les Arhaea peuvent établir avec les autres formes de vie. La génomique des
Archaea révélera peut étre également Pexistence d’Archaea pathogeénes, ou de nouveaux groupes
non accessibles par les approches PCR classiques. L’isolement et la caractérisation d’espéces
affiliées a de nouveaux groupes archéens non cultivés, représentent des perspectives
particulicrement stimulantes. Cependant, si I’étude de modéles archéens est cruciale, les
approches de métagénomique sont devenues indispensables pour comprendre la diversité et le
role écologique de ces microorganismes. Ces méthodologies apportent notamment des
informations sur le métabolisme potentiel de plusieurs nouveaux groupes d’Archaea et permettent
de poser les bases des études écologiques du role de ces especes dans un contexte géochimique.
La prédiction de ces métabolismes spécifiques peut également permettre de développer et
d’optimiser des conditions de cultures spécifiques pour l'isolement de ces nouveaux modeles

archéens.

II- LES EUBACTERIA

Sur la base des connaissances acquises par des approches culture dépendante et/ou
indépendante, il apparait que la diversité taxonomique et phénotypique des Eubactéries dépasse
largement celle des Archaea. A partir de 1996, la vulgarisation des technologies PCR dépendantes,
et la rapidité avec laquelle une séquence d’acide nucléique peut étre établie ont contribué a
augmenter tres significativement le nombre de nouvelles entrées de séquences ARNr16S dans la

banque de données GenBank. Ainsi, durant la seule année 2002, 9500 séquences d’Ewubacteria ont

été ajoutées (Figure S. 25).
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Figure S. 25: Estimation du nombre de nouvelles entrées de séquences ADNrl6S dans GenBank de
1993 a 2002. Toutes les séquences entrées avant 1993 sont inclues dans <1993. Ce graphique a été réalisé
a partir des données publiées par Rappé et Giovannoni (2003).
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L’enrichissement constant des banques de données ARNrl6S, notamment par des clones
environnementaux non cultivés, entraine une évolution permanente de 'arbre phylogénétique des
Eubactéries, et conduit a un certain nombre d’interrogations, quant au nombre de phyla
bactériens. Hugenholtz et ses collaborateurs (1998a, 2002) ont identifiés 36 phyla bactériens,
parmi lesquels un tiers ne présente pas d’isolat cultivé ; Rappé et Giovannoni (2003) en ont
discerné 52 dont 26 sans représentant cultivé. Plusieurs raisons expliquent 'ambiguité dans la
détermination du nombre exact de phyla bactérien. Certaines lignées ne sont représentées que par
un petit nombre de séquences ARNr16S, ainsi, 13 phyla incluent moins de 5 séquences completes
(>1300 nucléotides). D’autre part, certaines lignées, présentant de longues branches sur les arbres
phylogénétiques, ne sont séparées des autres phyla que par de courts nceuds internes. Il apparait
également que certains groupes phylogénétiques comme les Fimmicutes ou la classe des Delta-
Proteobacteria ne remplissent pas completement les caractéristiques d’un groupe monophylétique et
pourraient en réalité constituer plusieurs lignées distinctes (Ludwig et Klenk 2001).
L’enrichissement des banques de séquences, I’évolution des méthodes de phylogénie et les
approches de génomiques comparées (Snel er al 1999, Wolf et al 2001) permettront

certainement d’affiner les relations évolutives de ces différentes lignées.

Sur la base du positionnement phylogénétique des séquences ARNr16S, les différents phyla
eubactériens ne présentent aucune homogénéité de leurs traits phénotypiques. Ces derniers sont
trés étendus chez les Eubactéries et un inventaire des différentes fonctions connues est utopique,
aussi, seule 'évolution des connaissances sur la phylogénie des Eubacteria sera abordé dans cette

section. et quelques exemples de phyla revétant un intérét écologique particulier seront présentés.

I1. A. Les premiers pas de P’affiliation phylogénétique des Eubacteria

Au début des années 1980, Woese et ses collaborateurs ont initié I’analyse des relations
phylogénétiques d’Ewbacteria cultivées sur la base du polymorphisme de PARNr16S (Fox et al
1980, Gibson er al 1985, Stackebrandt et Woese 1981, Woese et al 1985), et en 1987 une
publication de synthése réunie 'ensemble des données acquises ("Bacterial evolution", Woese
1987). Sur la base de ce catalogue de séquences, 11 lignées majeures ont été déterminées, ces
derniéres ont été depuis, successivement assignées a différents rangs taxonomiques : phylum
(Hugenholtz 2002), classe (Stackebrandt et al 1988, 1997), ordre (Schlesner et Stackebrandt
1986) ct division (Hugenholtz et al. 1998a, 1998b).

L’arbre intégrant les relations phylogénétiques entre les membres du domaine des Ewbacteria est

présenté sur la Figure S. 26.
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Figure S. 26 : Arbre phylogénétique du domaine des Eubacteria. Les lignées en noir correspondent aux 12 phyla
initiaux, décrits par Woese (1987) sur la base d’especes cultivées. Les lignées représentées en blanc
correspondent aux 14 phylas additionnels. Les lignées en gris correspondent aux 26 phyla candidats ne
possédant pas de représentants cultivés. D’aprés Rappé et Giovannoni 2003
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Les 11 phyla originaux reconnus en 1987 correspondent aux 12 lignées en noir —les bactéries
Gram-positives ayant depuis été séparées en 2 phyla distincts, les Firmicutes (faible % G+C) et les
Actinobacteria (haut % G+C)-. Parmi les phyla initialement décrits, les Proteobacteria (Stackebrandt
et al. 1988) illustrent le modele classique des bactéries Gram-négatives et sont généralement
reconnues comme un des groupes présentant un des plus large succes écologique (Buckley et
Schmidt 2002 ; Giovannoni et Rappé 2000; Zwart er al 2002). Ce phylum comprend
notamment deux des genres les plus étudiés de microorganismes, Escherichia et Psendomonas
(Galvez et al. 1998). Les 12 phyla initiaux incluent également les Cyanobacteria, ou bactéries
réalisant une photosynthése oxygénique, et les Thermotogae, bactéries fermentatives hétérotrophes
anaérobies strictes (Huber er al 1992). Certains résultats surprenants sont également mis en
évidence dans ce premier arbre phylogénétique. Par exemple, le phylum des Chloroflexi (bactéries
vertes non soufrées) inclue les genres Chloroflexus (phototrophe thermophile), Herpetosiphon
(chimiohétérotrophe mésophile), et Thermomicrobium (chimiohétérotrophe hyperthermophile)
(Oyaizu et al. 1987). Ainsi, ces microorganismes exhibant des stratégies métaboliques
extrémement divergentes sont réunis au sein d’un méme phylum, suggérant une histoire évolutive
similaire. Un autre exemple est Iaffiliation des genres Cyophaga, Bacteroides et Flavobaterinm au sein
d’une lignée majeure (Paster er al. 1985)- réunie actuellement dans le phylum des Bacteroidetes
(Garrity et Holt 2001)-bien qu’aucune évidence phénotypique ne viennent accréditer

'intégration de ces microorganismes dans un phylum bactérien unique et cohérent.
I1.B. L’arbre évolutif des Eubactéries depuis 1987.

I1.B.1. Phyla additionnels présentant des membres cultivés

Depuis 1987, 14 phyla additionnels (représentés sur la Figure S. 30 en traits blancs), avec
des représentants cultivés, ont été identifiés parmi les Ewbacteria (Pace 1997, Hugenholtz et al.
1998a, Hugenholtz 2002). Parmi ces derniers, plusieurs comprennent des microorganismes
thermophiles, incluant les Aguificae, Thermodesulfobacteria, Dictyoglomi, Coprothermobacteria, Caldithrix
et Desulfurobacteria. Les membres cultivés de la plupart de ces phyla ont un mode de croissance
chimiolithoautotrophe, comme les Aguificae qui est le mieux connu pour la capacité de certaines
especes a utiliser ’'H, comme source énergétique (Huber et al. 1992), les Thermodesulfobacteria qui
croissent par réduction anaérobie des sulfures (IHaridon et al. 1998), et Thermodesulfobacterinm
hydrogenophilum qui est une espece bactérienne sulfato-réductrice (Jeanthon et al 2002). 11 est
intéressant de constater que certains de ces phyla, comprenant des bactéries thermophiles,

résentent un ancrage précoce au sein de ’arbre phylogénétique.
g phylog q
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Prosthecobacter fusiformis (U60015)
Prosthecobacter dejongeii (U60012)
Prosthecobacter debontii (U60014)
Prosthecobacter vanneervenii (U60013)
river clone DEV178 (AJ401130)
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river clone DEVOQ7 (AJ401107)
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lake clone CL500-85 (AF316731)
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river clone DEV031 (AJ401123) m————
soil clone EA26 (U51864) —
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soil clone C019 (AF013522)
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lake clone LD29 (AF009975)
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Candidatus Kiphinematobacter rivesi' (AF217461)
{amﬁdﬁws ‘Kiphinematobacter americani' (AF217460)
Candidatus Xiphinematobacter brevicolli' (AF217462)

lake clone LD19 (AF009974)
soil clone YNPRH34A (AF465651)
depositional facies clone SM2C09 (AF445718)
sludge clone H2 (AF234711)
river clone DEV114 (AJ401132)
contaminated groundwater clone 12-30 (AF351215)
river clone DEV020 (AJ401128) 3
lake clone CL120-133 (AF316730)
river clone DEV064 (AJ401131)
river clone DEV059 (AJ401114)
hot spring clone OPB35 (AF027005)
river clone DEV00S (AJ401115)
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soil clone ACBS0 (AJ229246)

Opitutus terrae str. PB90-3 (AJ229239)

Opitutus terrae str. PB90-1 (AJ229235)
soil isolate VeCb1 (X99391)
soil isolate VeGlc2 (X99390)
soil isolate VeSm13 (X99392) 4
s0il clone #0319-6L10 (AF234133)
lake clone FukuN111 (AJ289985)

'Fucophilus fucoidanolyticus' (AB073978)
_d’—_: Euplotidium arenarium ectosymbiont (Y19169)
digestor clone vadinHAGY (UB1738)  cmmmmmmll

marine sediment clone BD2-18 (AB015546) =3
marine sediment clone LD1-PB20 (AY114334)
marine sediment clone LD1-PB12 (AY114330)
marine sediment clone LD1-PAS0 (AY114328)
marine sediment clone LD1-PB1 (AY114329)
marine sediment clone Sva0500 (AJ241008)
marine sediment clone LD1-PB2 (AY114333)
marine sediment clone LD1-PB9 (AY114336)
acid mine drainage clone 44a-B1-27 (AY082462)
I__+_’ rumen clone RFP12 (AF001775)

contaminated aquifer clone WCHB1-25 (AF050559)

hypersaline lake clone MLE35J-35 (AF507896)
contaminated aguifer clone WCHB1-41 (AF050560)
soil clone PBS-II1-26 (AJ390455)

marine sediment clone LD1-PA31 (AY114320) 5

hypersaline lake clone MLB23J-15 (AF507898)
hypersaline lake clone ML316M-1 (AF454310)
hypersaline lake clone ML1228J-2 (AF454309)
marine sediment clone LD1-PAZ0 (AY114314)

soil clone PBS-I1I-20 (AJ390453)
marine sediment clone LD1-PA37 (AY114323)
marine sediment clone LD1-PA34 (AY114322)
marine sediment clone LD1-PA26 (AY114317)
marine sediment clone LD1-PA15 (AY114312)
marine sediment clone LD1-PB3 (AY114335)
river clone DEV055 (AJ401121)
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Figure S. 27 : Dendrogramme de 80 séquences ADNrl6s complétes illustrant les relations phylogénétiques entre
les membres du phylum des Verrucomicrobia. Les sous-groupes 2, 3 et 5 ne contiennent pas de représentants
cultivés. D’aprés Rappé et Giovannoni 2003.
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Additionnellement a ces "phyla thermophiles", le phylum, récemment reconnu, des Acidobacteria
(Ludwig et al 1997) est particulicrtement notable en raison du caractére ubiquiste et de
I'abondance de ce groupe dans ’environnement, particulicrement dans les sols (Barns et al
1999, Buckley et Schmidt 2002). Ce phylum inclus trois espéces cultivées présentant des
caractéristiques physiologiques divergentes (Aczdobacterium capsulatum, Holophaga foetida et Geothrix
fermentans) rendant difficile la prédiction des roles écologiques des microorganismes affiliés aux
Acidobacteria (Hugenholtz et al. 1998a, Barns et al 1999). Le phylum des Nitrospira est
¢galement remarquable, ce dernier inclue des membres écologiquement importants comme le
genre Nitrospira (chimiolitotrophe™ oxydant les nitrites, Elhrich et al 1995) et le genre
Leptospirillum impliqué dans 'oxydation du fer ferreux (Hippe 2000, Markosyan 1972). Les
membres de ce phylum apparaissent également ubiquistes dans les environnements naturels
(Hentschel er al. 2002, Holmes et al. 2001, Todorov et al. 2000). Approximativement 26
phyla bactériens présentent actuellement des isolats. Pour certains, le petit nombre d’isolats ne
reflete cependant pas le caractere cosmopolite et ubiquiste de la division que laisse entrevoir les
méthodes de clonage direct. Deux publications (Hugenholtz er al 1998a, Rappé et
Giovannoni 2003) ont trait a ce sujet, et ne seront abordés dans cette section que deux phyla
particuliers en raison de leurs abondances dans les environnements naturels suggérant des roles

¢écologiques significatifs.

® LE PHYLUM DES VERRUCOMICROBIA a ¢été reconnu depuis 1995 (Hedlund et al. 1997,

Ward-Rainey ez al. 1995) mais n’est actuellement représenté que par un petit nombre de
microorganismes isolés en culture. Initialement, les [erucomicrobia comprenaient 2 genres et 5
especes hétérotrophes aérobies isolées a partir d’écosystemes aquatiques continentaux :
Verrucomicrobium vinosum, Prosthecobacer fusiformis, P. debontii, P. vaneervenii, P. dejongeii
(Hedlund et al. 1996, 1997). Récemment, une espece anaérobie hétérotrophe (Opitutus terrae)
affiliée aux Verrucomicrobia a été isolée et caractérisée dans des échantillons de riziere (Chin et al.
2001). Le dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques entre les Verrucomicrobia révele 5
groupes distincts (Hugenholtz er al 1998a) : trois ne présentent pas d’isolats et deux sont
dominés par des séquences issues de clonage direct (Figure S. 27). La subdivision 1 contient les
genres Prosthecobater et 1errncomicrobium et apparait dominée par des especes originaires des
écosystemes aquatiques continentaux. Les sub-divisions 2 a 4 sont majoritairement représentées
par des séquences originaires du sol et des eaux douces alors que le groupe 5 est dominé par des

clones issus d’écosystemes marins

# Chimiolithotrophe : Source d’énergie chimique (inorganique), donneurs inotrganiques d’H/e", CO, comme source

de carbone.

Page 66



0.05 _—~—" Pirellula
~ Planctomyces

1 ; Isosphaera
/ Gemmata

polluted soil clone WD283 (AJ29:
? soil clone S165 (AF507705)
soil clone C167 (AF507704)

polluted soil clone WD2101 (AJ292¢
anaerobic digestor clone vadinBA30 (U
i marine sediment clone BD2-16 (AB015544)

marine sediment clone Sva0503 (AJ241009)

® seawater isolate GMD14H10 (AY162122)
seawater isolate GMD14H07 (AY162124)
lake clone CL500-3 (AF316767)
lake clone CL120-56 (AF316766)
seawater isolate GMD15D02 (AY1621%
seawater isolate GMD16E07 (AY16211
trickling filter biofilm clone Koll-18 (AJ224943)
trickling filter biofilm clone KOLL2a (AJ250882)
Candidatus 'Kuenenia stuttgartiensis' (AF375995)
marine sediment clone BD3-11 (AB015552)
Anammox-enrichment clone (AJ131819)
Candidatus Brocadia anammoxidans' (AF375994)
soil clone PBS-1I-37 (AJ390447)
cave formation clone wb1_E15 (AF317763)
hydrothermal sediment clone a1b031 (AF419673)
E marine snow clone AGG27 (L10943)
seawater clone OM190 (U70712)
lake clone CL500-15 (AF316773)
marine sediment clone BD7-11 (AB015586)
soil clone PBS-114 (AJ390472)
Emethanogenic reactor clone EO-IV (AF149887)
anaerobic digestor clone vadinHA49 (U81766)

Figure S. 28 : Dendrogramme de séquences ADNrl6s complétes illustrant les relations phylogénétiques entre les
membres du phylum des Planctomycetes. D’aprés Rappé et Giovannoni 2003.
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e  Les Planctomycetes ct les Chlamydia sont les seuls phyla eubactériens pour

lesquels les especes ne possedent pas de peptidoglycane au niveau de leurs parois cellulaires. Les
premiers isolats du phylum des Planctomycetes ont été obtenus dans les années 1970 et 4 genres,
formant un clade cohérent, sont actuellement reconnus: Pirellula, Planctomyces, Isosphaera et
Gemmata (Figure S. 28). Deés les premicres applications du clonage direct des geénes a partir de
Ienvironnement, i est néanmoins apparu évident que la prévalence environnementale des
Planctomycetes était supérieure a celle suggérée par les collections de cultures (DeLong et al 1993,
Liesack et Stackebrandt 1992). Les Planctomycetes sont en effet cosmopolites et retrouvées dans
de nombreux écosystemes (sol, sédiments marins ou lacustres, sources chaudes). Si les premiers
isolats obtenus présentaient un mode de croissance hétérotrophe (Bauld et Staley 1976,
Schmidt 1978, Staley 1973), les connaissances sur la diversité physiologique de ces
microorganismes se sont accrues avec la découverte de microorganismes responsables de
Ioxydation anaérobie de I'ammonium (réaction anammox (Strous et al 1999), ¢ Revue
bibliographique Partie III). Considérant la remarquable physiologie des espéces impliquées dans
ce processus, dont le représentant cultivé a été provisoirement dénommé Brocadia anammoxidans
(Strous et al 1999), il apparait probable que le phylum des Planctomycetes révélera des

caractéristiques phénotypiques particuliecrement surprenantes.

I1.B.2. Emergence des "Divisions Candidates"

L’extension des méthodes basées sur les séquences de PADNr16S pour Iidentification
des microorganismes dans les environnements naturels a précocement révélé que certaines
d’entre elles n’appartenaient a aucun phylum bactérien possédant des représentants isolés
(Furhman er al. 1993, Liesack et Stackebrandt 1992 ; Stackebrandt er al 1993, Ward et al
1992, Weller et al. 1992). De nombreux artefacts (chimeres, erreurs de PCR ou de séquencage) et
erreurs méthodologiques (mauvaise référence ou mauvaise sélection de l'organisme référence,
alignement approximatif, quantité d’informations de la séquence insuffisante) peuvent (et tres
certainement doivent dans certains cas !) conduire a un positionnement erroné de la séquence
ARNr16S au sein de Tarbre phylogénétique. Cependant, l'observation a partir d’études
indépendantes de séquences issues de l'environnement formant des groupes monophylétiques
supporte la conclusion que la majorité de ces clones sont correctement affiliés et forment des
lignées majeures, ne présentant pas d’isolats cultivés, a I'intérieur du domaine des Exbacteria.

Ces lignées, dénommées "Division Candidate" (Hugenholtz et al 1998a et b), présentent une
divergence suffisante avec les lignées bactériennes connues pour leur attribuer une position

phylogénétique propre et les considérer comme des phyla selon le sens défini par le Bergey's
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Manual of Systematic Bacteriology (Boone et al. 2001). Le concept de "Division Candidate" bien
qu’existant depuis 1998 n’était pas précisément défini en terme de phylogénie, et seulement trois
groupes de séquences étaient supposés composer trois clades Candidats dans le domaine

Eubacteria

s ] e groupe OS - K : séquences issues de la source chaude Octopus (Ward et al. 1992, Weller
et al. 1992).

sin] ¢ Groupe Marin A : séquences issues d’échantillons de bacterioplancton de 'Océan Pacifique
(Furhman et al. 1993, Gordon et Giovannoni 1996).

W] e groupe termite I: clones issus de lintestin du termite Reticulitermes speratus (Ohkuma et

Kudo 1996).

En 1998, le laboratoire de Norman Pace propose de construire un concept cohérent et un cadre
universel pour lidentification et la caractérisation des séquences appartenant a des phyla
candidats (Dojka et al. 1998, Hugenholtz er al. 1998a, 1998b). Les Divisions Candidates sont
ainsi définies comme "an unaffiliated lineage in multiple analyses of datasets with varying types and
numbers of taxa and having <85% identity to reported sequences, indicating its potential to represent
a new bacterial division [phylum] " et "as a lineage consisting of two or more 16S rRNA sequences
that are reproducibly monophyletic and unaffiliated with all other division [phylum]-level relatdness
groups that constitute the bacterial domain” (Dalevi et al. 2001, Hugenholtz et al. 1998a).

Les définitions précédentes impliquent que deux points doivent étre strictement respectés pour
I’établissement d’un nouveau phylum candidat. Les séquences analysées doivent étre completes
(>1300 nucléotides), en effet les séquences partielles (de 300 a 600 nucléotides) sont suffisantes
pour Paffiliation d’un clone présentant des homologies avec des lignées définies mais insuffisantes
pour le positionnement phylogénétique de lignées distinctes. L’établissement d’'un nouveau
phylum Candidat doit résulter de I'analyse de plusieurs séquences et dériver préférentiellement de
librairies de clones construites a partir d’amplification PCR indépendantes.

Sur la base de ces deux regles directrices, Hugenholtz er al. (1998a) ont décrits 12 nouvelles
lignées potentiellement Candidates a partir d’échantillons d’une source thermale du Yellowstone.
Sept d’entre elles sont représentées sur I'arbre (préfixe OP, Figure S. 26). La méme année, Dojka
et al. (1998) ont décrits 6 nouvelles lignées (dont 5 apparaissent sur la Figure S. 26 sous le préfixe
WS) pouvant potentiellement former des Divisions Candidates a partir d’un aquifére contaminé

par des solvants chlorés et des hydrocarbones.
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OP11 division
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Figure S. 29: Dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques entre les membres de la division
candidate OP11. La source environnementale de chaque séquence est indiquée devant le nom du clone.
D’aprés Hugenholtz er al. 1998a.
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Le nombre de phyla Candidats est en perpétuelle évolution (Figure S. 26), ainsi les phyla SC3 et
SC4 ont été identifiés a partir de sol arides (Dunbar e al. 2002), ABY1 a partir d’échantillons
lacustres et de sédiments marins (Urbach er al 2001), BRC1 identifié a partir d’échantillons de
sol et de riziere (Derakshani er al 2001), NC10 issues de formation microbienne dans des
grottes immergées (Holmes er al 2001), Guaymas 1 identifiés a partir de sédiments marins
hydrothermaux (Teske et al. 2002), NKB19 a partir de sédiments marins et de boues activées
(Hugenholtz et al. 2001, Li et al 1999), SBR1093 identifié a partir de boues activées
(Hugenholtz et al. 2001).

Au sein de ces Divisions Candidates, la Division OP11 est la plus largement distribuée dans
Ienvironnement (Figure S. 29). Initialement mises en évidence dans une source chaude du Yellow
Stone National Parc (Obsidian Pool, Hugenholtz er al 1998b), des séquences ADNr16S
affiliées a cette division ont été depuis détectées dans des sédiments marins et lacustres (Li e al
1999), dans des sources géothermales (Hugenholtz er al. 1998a), dans des sols (Borneman et
Triplett 1997), dans la cavité orale humaine (Paster et al. 2001) et dans un aquifére contaminé
aux hydrocarbones (Dojka er al 1998). Le clade OP11 est monophylétique et pourrait
représenter la division la plus diversifiée du domaine des Ewubacteria (Harris et al. 2004). Aucun
représentant cultivé ne permet de spéculer sur la fonction putative de ce groupe et leurs
propriétés physiologiques restent énigmatiques. Néanmoins, la distribution environnementale des
séquences OP11, généralement rencontrées dans des écosystemes réducteurs caractérisés par la
présence de composés soufrés comme les sulfates ou les sulfites, suggére I'implication de ce

groupe dans le cycle biogéochimique du soufre (Harris er al 2004).

I1.C. Distribution des phyla d’ Eubacteria dans ’environnement.

La richesse taxonomique des eubactéries et I'enrichissement constant des banques de
données en séquences ADNr16S, rendent complexe une analyse exhaustive de la distribution de
ce domaine dans Penvironnement. Une étude réalisée par Hugenholtz et ses collaborateurs
(1998a) récapitule, a partir de 86 ¢études, la distribution des clones ARNr 16S d’Enbacteria en
fonction du type d’habitat (Tableau S. 8). Ce tableau n’intégre que les séquences ayant été
détectées dans au moins deux études indépendantes et pour lesquelles une séquence ARNr 168,
au moins, est compléte. Pour plusieurs divisions d’eubactéries, des séquences ont été identifiées
dans une large gamme d’habitats suggérant une distribution cosmopolite ou ubiquiste de

P'organisme correspondant et potentiellement de vastes capacités métaboliques.
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Principales divisions bactériennes

Proteobacteria

[%) £
= =]
Nomb Nombre d 2 :8: < %
Habitat type ,ombre ombre de g s 3 g 8 g © = L g 8 3
d’études séquences o 9] G o £ T O 3 3 B =
4 v 558828 S s 258 & = Sz g5 53 8
= = ° [=2) o = = ™
£ 235888, 49 ¢ 28 2. E o $ 353623 ¢
S5 ESF S E2F 555888 Ef2p BT E 8 R o3
< <>8%%2060a >FFFG#&@#0FL 0600 20 siEmbdrFE <
Soutce géothermale 10 212 * % * * *  x % * % * * * *
Sol 16 743 o * * * g * oo * *
Océan 23 687 o * o * x % * * *
Eau douce 4 107 o * *
Traitement des eaux 5 430 g o @ * g o * * * *
Associé polluants 7 202 * ox % * k%
Acidité/Métaux 2 21 o * o * ok ok % o]
Sub-surface 6 229 * o o * 0 * * * *
Symbiontes et 10 280 a % * %
Commensales
Associé pathologie 3 7 L * * *
Total 86 2918

Tableau S. 8: Tableau synthétique de la distribution des différents phyla dans ’environnement. Etabli a partir des données de Hugenholtz er al. 1998a.
K : >75% des séquences ADNr 16S de I’habitat

* : entre 25% et 75% des séquences ADNr16S de I'habitat

Pas de symbole : <25%
Les Proteobacteria sont représentées au niveau de la subdivision en raison de la large distribution de ce phylum
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Certaines de ces divisions sont relativement bien représentées par des isolats en culture (Figure S.
30). Ainsi, les Proteobacteria, les Cytophagales et les deux divisions de bactéries Gram-positives-
Actinobateria et Firmicutes- représentent plus de 90% de ensemble des organismes cultivés. Par
opposition, certaines divisions cosmopolites comme les Acidobacteria, les 1V errucomicrobia, les
bactéries vertes non soufrées (GNS) et la division candidate OP11 présentent peu (ou pas)
d’isolats et leurs propriétés phénotypiques restent spéculatives. Si certaines divisions apparaissent
largement distribuées, d’autres sont inféodées a un spectre restreint d’habitat. Tous les
représentants cultivés des _Aguificales sont des thermophiles métabolisant Ihydrogéne, et
I'ensemble des clones affiliés a ce phylum ont été identifiés a partir d’environnements extrémes
en température, suggérant des habitats tres spécialisés pour ce groupe. Cependant, cette gamme
d’habitat apparemment limitée peut également refléter des artefacts dans les stratégies
d’échantillonnage ou des biais méthodologiques, et les représentants de ces divisions pourraient

étre plus larcement distribués.
p g

Cultivated B Uncultivated [J
Proteobacteria ﬁj
Actinobacteria | | [
Low G+C gram ‘
positives |
i ;
Cytophagales - |

Acidobacterium

Verrucomicrobia | ' |
Green non-sulfur .::l
bacteria

OP11 | I
— | | T
50 0 50

Percentage representation in ARB database

100

Figure S. 30: Exemples de phyla bactériens reconnus et de leur représentation par des isolats cultivés
(d’aprés Hugenholtz er al. 1998 a).
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I1I- REMARQUES ET CONSIDERATIONS GENERALES

I’acquisition permanente de connaissances sur la diversité microbienne, telle qu’elle est
révélée par la topologie des arbres phylogénétiques, continuera trés certainement d’étendre les
limites des deux domaines procaryotiques. Cette immense diversité, dominée par des clones
environnementaux "non-cultivés", met cependant en relief I'absence notable d’informations sur les
propriétés physiologiques de la grande majorité des especes et conduit a s’interroger sur les
informations qui peuvent étre tirer de la diversité des microorganismes non cultivés, autrement
que de les cataloguer comme une liste d’espéces en attente de découverte. En effet, les faibles
données disponibles sur les caractéres phénotypiques pour batir une réelle taxonomie, la difficulté
d’établir correctement les relations phylogénétiques a partir de la molécule ’ARNr16S entre les
différents groupes microbiens, et la nature laborieuse et peu reproductible des hybridations ADN-

ADN posent le probleme de la définition de 'espéce bactérienne.

Dans le contexte des arbres phylogénétiques, les hypotheses de Cohan (2001) sur la spéciation
bactérienne sont particulicrement intéressantes. Il suggere que la structure fine des arbres
phylogénétiques révele des "écotypes” et qu’il serait intéressant de définir une espece bactérienne
en tant qu’écotype. Le concept de la sélection périodique est central dans cette idée. Cette derniere
se réalise lorsquun nouveau variant d’'une espece, présentant des aptitudes significativement
supérieures a ses congéneres, apparait. Dans de larges populations asexuées, un tel variant peut
éventuellement remplacer ses conspécifiques. Ainsi, si les clusters environnementaux sont la
résultante de substitutions neutres s’accumulant au cours du temps, la sélection périodique élimine
la diversité a I'intérieur des clusters, pour ne conserver que les descendants de la nouvelle cellule
variante présentant le meilleur succes écologique. L’exemple choisi par Rappé et Giovannoni
(2003), le clade des oxyphototrophes marines, illustre particulicrement bien ce concept. Les
cyanobactéries Prochlorococcus et Synechococcus sont ubiquistes dans les océans, physiologiquement
diversifiés et présentent une réelle signification écologique mais forment un clade avec une faible
divergence des séquences ARNr16S (>96% de similarité). Considérant, que PARNr16S subit un
taux de mutations constant identique a celui des autres microorganismes (0,01-0,02 substitutions
par site tout les 50 Ma, Moran et al 1993), I’age calculé de ce clade serait de 100 a 200 millions
d’années, bien loin de lhistoire probable des cyanobactéries unicellulaires dans les océans. La
surprenante identité de séquences a l'intérieur du clade des oxyphototrophes marines pourrait étre
interprétée comme I’évidence d’une sélection périodique, au cours de laquelle, une cellule de
cyanobactérie planctonique aurait acquis un avantage génétique lui conférant des potentialités

compétitives supérieure dans la zone photique des océans. Cet événement se situerait, sur la base
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des données génétiques, a la période mésozoique, longtemps aprés 'origine des cyanobactéries
s s y

dans les océans (Anbar et Knoll 2002).

Si la discussion sur la notion d’écotypes reste spéculative, elle permet néanmoins de mettre en
évidence un concept clé. En effet, notre vision "moderne" de la diversité microbienne, qui a
émergé des études relatives a I'environnement, interpréte non plus ’évolution des organismes
comme la seule résultante des attributs physiologiques de ces derniers, mais considere leurs
adaptations dans le cadre d’un contexte environnemental spécifique. Il apparait probable que
I'accroissement des données sur lintégralité des génomes de différentes souches d’'une méme
espece permettra de fournir une mesure quantitative de la parenté des génomes et par conséquent
de conférer une réel statut a la notion d’espece (Ward et Fraser 2005). De méme, 'analyse de
membres de phylum peu (ou pas) représenté pourra permettre d’acquérir une vision plus claire de
la réelle diversité des génomes microbiens et d’affiner a terme les relations phylogénétiques entre
les différents phyla. La complémentarité entre la systématique microbienne, la biologie de
I’évolution et la génomique contribuera d’autre part a la réévaluation du génome bactérien, en ne le
considérant plus comme une entité statique, mais en intégrant I'impact des transferts latéraux de

genes entre et au sein d’'une méme espece sur 'évolution microbienne (Ward et Fraser 2005).
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I1Iéme PARTIE : PLACE DES ANAEROBIES AU SEIN DE LA BIOSPHERE.

"It is a lovely day in the San Francisco Bay area. But then, 'm a Homo Sapiens with a rather
parochial definition of “lovely”-roughly 20-27°C, mostly sunny, atmophere pressure of 1 bar, 21% O,
and so on. “Frigid” cries the thermophile. “I can’t take the low pressure” declares the barophile. “Too

much oxygen” gasps the anaerobe." (Rothschild 2001)

Il a été établi depuis plus de 50 ans que I'atmosphere de la terre primitive était anoxique,
et les premiers procaryotes anaérobies auraient colonisé la terre il y a 3,8 milliards d’années. Les
bactéries photosynthétiques pourpres et vertes ont certainement été les précurseurs des premiers
organismes capables de réaliser une photosynthése oxygénique: les cyanobactéries.
L’accumulation de 'oxygene dans la biosphére a sans nul doute conduit a une "période de crise"”
chez les organismes anaérobies résultant de la toxicit¢é de I’O,. Beaucoup d’anaérobies ont
certainement disparu et ceux qui ont survécu se sont concentrés dans des niches écologiques ou
nous trouvons leurs descendants aujourd’hui (colonnes d’eau anoxique, sédiments marins ou
lacustres, tapis microbiens, micro niches anaérobies (particules détritiques...), systemes digestifs),
alors que d’autres ont apparemment évolué en développant des stratégies de protection comme la
super oxyde dismutase (ou la super oxyde réductase, Jenney et al 1999) ou ont initié des
rudiments de respiration oxygénée.

Dans les environnements anoxiques contemporains, ’lhégémonie des procaryotes est assurée par
la multiplicité des stratégies adaptatives développées en 'absence d’oxygene. Ces organismes ont
en effet élaboré une variété de processus fermentatifs, ainsi que la capacité de coupler 'oxydation
de substrats organiques avec la réduction de composés inorganiques autres que I'O,. Les
accepteurs d’électrons alternatifs a la respiration aérobie sont variés (nitrate, mangancse, fer,
sulfate, protons, dioxyde de carbone, ex.) et traduisent bien les capacités d’adaptation des
procaryotes en regard de leurs potentialités cataboliques et de 'optimisation des rendements
énergétiques en réponse aux contraintes de leur environnement. Les capacités bioénergétiques
plus restreintes des microorganismes anaérobies les contraignent néanmoins a établir entre eux
d’étroites relations de coopération. Les pressions adaptatives régissant leurs spécialisations
métaboliques sont ainsi certainement plus fortes que celles actant sur les bactéries aérobies et
implique une spécialisation de leur machinerie cellulaire.

Ainsi, la réalisation des différentes fonctions métaboliques dans les environnement anaérobies est
la résultante de 'action concertée d’un assemblage d’organismes établissant entre eux un tissu

d’interactions : coopération, syntrophie, compétition.
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Strain S : 2 CH,CH,OH+2H,0 —— 2CH,COO +2H"+4H,
AG’;=+19k] /2mol éthanol

Strain M.o.H B0 i
AG’;=-131k] /mol méthane

Coculture: CH,CH,OH+CO, — 3 2CH,COO-+2H"+CH,

AG’;=-112k] /mol methane

Figure S. 31: Conversion de I’éthanol en acétate et méthane v7a le couplage syntrophique des souches S et
M.o.H (d’apres Schink et Stams 2003).
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I- LA CHAINE TROPHIQUE ANAEROBIE.

” Amongst heterotrophs it is as anaerobes that bacteria specially excel.... It is in the use of hydrogen
acceptors that bacteria are specially developed as compared with animals and plants.” (Stephenson

1947).

I.A. Concept de la coopération : LA SYNTROPHIE

Les différentes fonctions métaboliques des microorganismes anaérobies sont, comme
souligné précédemment, sous la dépendance d’une large gamme de processus coopératifs. La
syntrophie est un cas particulier de coopération symbiotique entre deux types métaboliques, qui
dépendent I'un de l'autre, pour la dégradation de certains substrats, en transférant un ou plusieurs
intermédiaires métaboliques entre les microorganismes partenaires. L’exemple typique, illustrant
la syntrophie, est celui de la culture de Methanobacillus omelianskii (Barker 1940) qui a
secondairement été montré comme étant une coculture de deux organismes partenaires : la
souche S et la souche M. o. H (Bryant er al 1967). Ces deux souches cooperent pour la
conversion de Iéthanol en acétate et méthane par un transfert interspécifique d’hydrogene
(Figure S. 31). La croissance des bactéries fermentatives S est conditionnée par la présence d’'un
partenaire hydrogénotrophe (M.o.H) permettant de rendre la réaction exergonique. Aucun des
deux partenaires ne peut se développer seul et la dégradation de I’éthanol est dépendante de la
coopération entre ces deux souches, la premiere réaction ne pouvant se réaliser que si la pression
partielle en hydrogene est inférieure 2 107 atm.

Au sein de la chaine trophique anaérobie, ’hydrogene moléculaire joue ainsi un réle métabolique
clé. Son élimination conditionne de nombreux processus métaboliques et impose dans de
nombreux cas une syntrophie obligatoire entre les organismes hydrogénogenes et

hydrogénotrophes.

I.B. Flux de carbone et d’électrons entre les différents types trophiques.

Dans les environnements anaérobies naturels complexes, la dégradation de la MO se
réalise en plusieurs étapes (Figure S. 32): dans un premier temps, les polymeres (polysaccharides,
protéines, acides nucléiques, lipides) sont convertis en oligo- et monomeres (sucres, acides
aminés, acides gras, glycérol, purines, pyrimidines) grace aux enzymes hydrolytiques
extracellulaires produites par les bactéries hydrolytiques (ou bactéries fermentatives primaires).

Dans un second temps, ces especes et les bactéries fermentatives fermentent ces monomeres en

* . . , . U , N . . . .
Réaction exergonique : Une réaction est spontanée a température et a pression constantes quand I’énergie libre du
systéme diminue pendant la réaction ou en d’autres termes quand AG est négatif
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FigureS. 32; Flux de carbone et d’ énergie dans la dégradation de la matiére organique. Groupes de procaryotes
impliqués: 1-Fermentatives primaires, 2- méthanogenes (ou autres hydrogénotrophes), 3- méthanogénes
acétoclastes, 4- Fermentativesréductrices de protons (fer mentatives secondair es), 5- Bactéries homoacétogéenes.
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acides gras volatils a courtes chaines carbonées (acétate, propionate, butyrate, valérate, isovalérate,
ete.), alcools, composés aromatiques, ez. Certains de ces métabolites (acétate, H,, CO,, ou autres
composés mono carbonés) sont directement assimilables dans différents processus respiratoires
microbiens (sulfato-réduction, méthanogénese, dénitrification, réduction dissimilatrice de
métaux). Les autres composés (acides gras a plus de deux atomes de C, alcools a plus de un
atome de C, acides gras ramifiés et aromatiques) sont secondairement fermentés par les bactéries
"réductrices obligatoires de protons" qui les convertissent en substrats assimilables par les
bactéries respiratoires. Ces dernieres, intervenant dans les étapes terminales de la dégradation
anaérobie de la mati¢re organique, conduisent a la formation de CH,, CO, et d’autres éléments
réduits en fonction de P'accepteur final d’électrons (Fe 1I), H,S, e#.). Cette derniere étape est dans
la plupart des biotopes naturels, le sicge de processus compétitifs entre les communautés
hydrogénotrophes pour l'acquisition de I’hydrogene. Le résultat de ces compétitions dépend,
comme nous le verrons dans les sections suivantes, de nombreux facteuts.

La chaine trophique présentée Figure S. 32 est typiquement celle se réalisant dans les écosystemes
ou la méthanogénese est dominante (ex : sédiments lacustres). Dans ces environnement, pauvres
en sulfates, la conversion complete de la matiere organique en méthane et CO, est catalysée par
I'action concertée d’au moins quatre groupes métaboliques différents incluant des bactéries
hydrolytiques et fermentatives, et au moins deux types d’Arhaea méthanogenes (Schink 1991,
1997). Dans les environnements riches en sulfates (ex: écosystemes sédimentaires marins), la
dégradation de la mati¢re organique n’implique pas nécessairement lintervention de bactéries
fermentatives de second ordre. En effet, les bactéries sulfato-réductrices présentent une plus
forte versatilité physiologique que les méthanogenes et sont capables d’assimiler I’ensemble des
composés carbonés issus de la fermentation primaire en les oxydant en CO, et en réduisant
simultanément les sulfates en sulfites (Widdel 1988).

Dans les environnements anoxiques présentant des communautés hydrogénotrophes actives,
maintenant de faibles pressions partielles en H,, les flux de carbone et d’électrons suivent les
voles métaboliques externes (Figure S. 32) et les intermédiaires fermentaires réduits jouent un
role mineur. La voie centrale n’est cependant jamais nulle car les acides gras a longues chaines et
les acides gras ramifiés sont systématiquement produits dans les processus de fermentation des

lipides et des acides aminés. La fonction des bactéries homoacétogenes (groupe 5, Figure S. 32)

dans le processus global est plus spéculative, elles apparaissent connecter le pool des composés
monocarbonés et de I’hydrogene avec celui de I'acétate. De part leur versatilité métabolique, elles
peuvent également participer a la fermentation des sucres et a la dégradation de composés

spécifiques comme les composés N-méthylés ou les phénols méthoxylés (Schink 1994).
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Reaction pe® (= log K) pe® (pH)”?
(1) $0.(g) + HY + e = 1H.O +20.75 +13.75
(2) iNO;~ + §H™ + e = 4 Ny(g) + 2H,O +21.05 +12.65
(3) 3MnO,(s) + JHCO; (107 3) + H" + e

= sMnCO;(s) + H,O —_ +8.9°
@) INO;~ + H* + e = iNO,~ + 1H,0 +14.15 +7.15
(5) §NO;~ + jH* + e = {NH,* + {H,O +14.90 +6.15
(6) eNO>~ + {H" + e = INH,* + !H,O +15.14 +5.82
(7) 3CH;0H + H™* + e = {CH,(g) + 1H,O +9.88 +2.88

(8) 3CH,O + H* + e = ICH,(g) + JH,O +6.94 —0.06
(9) FeOOH(s) + HCO; (1077) + 2H™" + e

= FeCO;(s) + 2H,O — —0.8°

(10) 4CH,O + H" + e = zcn OH +3.99 —3.01

(11) ¢SO~ + $H* + e = t,su) + 3H,O +6.03 —3.30

(12) $S0,2~ + jH* + e = H,S(g) + IH,O +5.25 —3.50

(13) §SO22 + §HY + e = JHS™ + 1H,O +4.25 —3.75

(14) 3S(s) + H* + e = 1H,S(g) +2.89 —4.11

(15) §CO,(g) + H* + e = ;,(_H,(g) + iH,0 +2.87 —4.13

(16) IN2(g) + $H* + ¢ = INH,* +4.68 —4.68

(17) $(NADP*) + {H" + ¢ = }(NADPH) —2.0 —5.59

(18) HY + e = 1Ha(g) 0.0 —7.00

(19) Oxidized ferredoxin + e = reduced ferredoxin —7.1 —7.14

(20) 1CO,;(g) + H' + e = J(glucose) + 1H,O —0.20 —-7.207

(21) 1HCOO™ + 3H™* + e = 1CH,0 + {H,O +2.82 —7.68

(22) {1CO,(g) + H* + e = JCH,0 + 1H,O —1.20 —8.20

(23) 1COz(g) + }H' + e = JHCOO™ —4.83 —8.33

Tableau S. 9: Constantes d’équilibre des processus prédominants dans les écosystémes
aquatiques anaérobies. Ces constantes sont définies a 25°C, d’apreés Stumm et Morgan 1981. pe=
activité des électrons=Ey*F/(2.3RT), Ey :potentiel redox (volts), F : Constante de Faraday (96,490
C.mol-1), R : Constante des gaz, T : température (K)
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Figure S. 33 : a- Séquences théoriques des réactions redox dans des écosystémes sédimentaires marins, b-
diagramme des énergies libres.
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I.C. Compétitions entre communautés hydrogénotrophes.

LC.1. Aspects énergétiques : Energie libre et séquences de réactions redox.

Dans les environnements anoxiques, l'utilisation d’une variété d’accepteurs d’électrons
alternatifs a oxygene influe sur les cycles biogéochimiques de nombreux éléments inorganiques.
Les ¢éléments participant aux processus redox prédominants sont: le carbone, I’hydrogene,
l'azote, 'oxygene, le soufre, le fer, et le manganese. Le Tableau S. 9 présente les constantes
d’équilibre des couples redox les plus fréquemment rencontrés et échelle droite du diagramme
de la Figure S. 33 liste les séquences des réactions redox calculées, a pH7, depuis les plus forts
réducteurs aux plus forts oxydants. I’énergie libre issue des réactions d’oxydoréductions
(exprimée en Kilojoules par mole d’électrons transférés) peut étre visualisée sur le diagramme de

la Figure S. 33. b [AG=2,3RT (pe2-pel)]. Les constantes d’équilibre (Tableau S. 9) ou le

diagramme de I’énergie libre (Figure S. 33 b) peuvent ainsi étre utilisés pour prédire quelles

réactions sont thermodynamiquement possibles (par exemple, a pH 7, les nitrates (NOj;) peuvent
oxyder HS en SO,”, une réaction connue pour étre catalysée par Thiobacillus denitrificans). Ces
considérations thermodynamiques suggerent d’autre part que le processus énergétiquement le
plus favorable va intervenir le premier et conditionner différentes séquences redox (Figure S. 33
a). Un réducteur comme le carbone organique (ex :CH,O) peut ainsi étre dégradé,en premier, par
son oxydation avec I’O,, Pappauvrissement en O, conduisant a I’utilisation successive de NO;,
Mn*, Fe’*, SO, et CO, comme accepteurs finaux d’électrons. Ces séquences sont dans
certaines limites une description réaliste de la nature et peuvent ajouter, comme dans les
écosystemes sédimentaires, une dimension spatiale aux considérations d’équilibre (Figure S. 33b).
Néanmoins de nombreux autres facteurs comme les facteurs cinétiques et les couplages

syntrophiques sont également nécessaires a la réalisation spontanée de certaines réactions.

1.C.2. Autres facteurs influencant les compétitions : facteurs liés a la
physiologie des espéces microbiennes.

Les caractéristiques intrinséques de chaque microorganisme vont conditionner sa sutvie,
sa croissance, son abondance, 'ensemble des interactions qu’il peut établir avec les autres formes
vivantes et son environnement abiotique et donc son influence sur les différents cycles
biogéochimiques. Cette section n’est absolument pas exhaustive des facteurs liés a la physiologie

des microorganismes, une simple énumération de facteurs potentiellement important sera établie.
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. Le taux de croissance : En présence de nutriments en exces (rarement le cas de fagon

durable dans les écosystemes naturels), les microorganismes peuvent croitre a leur taux de
croissance maximum. Dans ce cas, les bactéries présentant un taux de croissance élevé se
développent rapidement. Le taux maximum de croissance, variable d’une espece bactérienne a
'autre, dépend de différents parametres comme la source énergétique, le pH, la concentration en

source azotée, le transfert a travers les membranes, ez.

° Utilisation préférentielle de substrats : I’utilisation préférentielle de substrat par une

espece bactérienne lui permet de sélectionner le substrat lui assurant la croissance la plus efficace
tout en limitant la synthese enzymatique (répression catabolique). Ce phénomene permet de
comprendre la diversité des écosystemes, il explique pourquoi au sein d’un écosystéme cohabitent
plusieurs espéces capables d’occuper des niches écologiques similaires sans pourtant étre en
compétition nutritionnelle 'une avec l'autre.

o Affinité pour le substrat: Lorsque la disponibilité en nutriments devient faible ou
limitante, les bactéries ne peuvent croitre a leur taux maximum de croissance, laffinité pour le

substrat devient alors un déterminant majeur de la croissance et des compétitions entre espéces.

. Besoins énergétiques : Les microorganismes ont besoin d’énergie (ATP) pour croitre, et

pour assurer leur intégrité cellulaire (énergie d’entretien ou de maintenance). Lorsque le taux de
croissance est élevé, la proportion de ’énergie nécessaire a I'entretien est faible, mais lorsque le
taux de croissance diminue (par exemple en situation de carence nutritionnelle), cette proportion
augmente et peut dans certains cas représenter la totalité de I’énergie utilisée. Ainsi, dans certaines
situations, un découplage énergétique, c’est a dire une fermentation sans croissance, est observé.
Dans ce cas Iénergie produite est enticrement réutilisée pour assurer le maintien de lintégrité
cellulaire. Cette énergie de maintenance est trés variable selon les especes microbiennes, en
conditions de limitations de substrat, les espéces présentant des besoins en énergie d’entretien
plus faible sont favorisées et peuvent ainsi devenir prédominantes dans I’écosysteme (Russell

2002).

° Rendements énergétiques : Iefficacité de T'utilisation de I'ATP pour la croissance

bactérienne n’est pas constante, mais varie d’une espece a 'autre.

. Résistance a différents facteurs environnementaux: comme par exemple le pH, les
métaux lourds, les antibiotiques, les xénobiotiques, ¢fz.

. Adhésion aux substrats et la capacité a former des biofims : Lle phénomene d’adhésion,
qui permet aux bactéries de coloniser un habitat et de s’y maintenir, procure aux especes qui ont
la capacité d’adhérer, un avantage écologique certain. En effet, les cellules bactériennes sont

directement en contact avec leur substrat ce qui évite la diffusion des enzymes dans le milieu
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Figure S. 34: Conversion homoacétogénique du glucose en acétate. Le glucose est converti en 2 molécules de
pyruvate via la glycolyse (A) qui libere de PATP par la phosphorylation du substrat. Le pyruvate est ensuite
oxydé et décarboxylé, conduisant a la formation d’acétyl-CoA, de CO,, et d’équivalents réduits (B). Les deux
acétyl-CoA qui sont produits a partir du pyruvate sont convertis en deux molécules d’acétate, ce processus
fournissant de PATP par phosphorylation du substrat. Les 8 équivalents réduits produits v7a la glycolyse et la
pyruvate-ferredoxine oxydoréductase sont utilisés dans la voie de ’Acétyl-CoA pour réduire deux molécules de
CO; en une molécule additionnelle d’acétate (C). Le CO; est issu de ’environnement et de la décarboxylation du
pyruvate. D’aprés Drake et al. (2002).
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extérieur. D’autre part les biofilms constitue un micro habitat privilégié pour les

microorganismes, facilitant les couplages syntrophiques, et les échanges de métabolites.

o Autres facteurs : De nombreux autres parametres tels que la mobilité, la réponse aux

gradients de concentrations des parametres physico-chimiques (Alexandre er al 2003), la
distance entre les cellules, la résistance au jetne, les systemes de régénération ou de stockage de
I’énergie, les mutations au cours de la phase stationnaire, Kivisaar 2003), le Quorum Sensing
(Mitsumori et al. 2003) sont connus pour déterminer la croissance et le développement mais

aussi dans certains cas la survie des microorganismes dans les écosystémes complexes.

II- PROCESSUS METABOLIQUES ANAEROBIES CLASSIQUEMENT DEFINIS

Cette section sera principalement dévolue aux processus respiratoires intervenant dans les
étapes terminales de la dégradation anaérobie de la matiere organique (sulfato-réduction,
réduction dissimilatrice du Fe (III), e«.). Cependant, en raison du role central de I'acétate au sein

de la chaine trophique anaérobie, le processus d’acétogénese sera également abordé.
II.A. L’acétogénése

L’observation de microorganismes catalysant la réduction du CO,-H, dépendante pour
former de P'acétate a conduit a la premiere description du processus d’acétogénese (Fischer et al.
1932). Le microbiologiste allemand, Wieringa, isola quelques années apres la premicre bactérie
acétogene, Clostridinm aceticurn (Wieringa 1936, 1939-1940, 1941), capable de croitre viz la réaction

suivante :

....................................................................................................................

.
...................................................................................................................

Suite a ces découvertes, les recherches conduites sur les acétogenes sont restées tres sporadiques,
se résumant a I’étude de Karlsson er al (1948), ct, aucune publication n’est parue jusqu’au
nouvel isolement de C. aceticum en 1980-1981 (Adamse et Velzeboer 1982, Braun er al. 1981,
Gottschalk et Braun 1981). Le nombre d’espéces acétogenes connues s’est considérablement
accru ces vingt dernicres années, et actuellement une centaine d’especes ont été isolées
d’environnements trés divers. Ces bactéries peuvent ainsi étre rencontrées dans la plupart des
environnements anaérobies, incluant les environnements extréemes (exemple: Acetobacterinm
psammolithicur, Krumholz et al. 1999), et, si la majorité des isolats actuels sont mésophiles,

certaines especes sont thermophiles ou psychrotolérantes.
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Figure S. 35: Arbre phylogénétique représentant des bactéries acétogénes (en bleue) et leurs espéces affiliées non
acétogenes. D’aprés Drake et al. 2006

Page 88



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE : PLACE DES ANAEROBIES AU SEIN DE LA BIOSPHERE

II.A. 1. Définition des acétogenes et de ’acétogénése

Le processus d’acétogénese a uniquement été décrit chez des organismes appartenant au
domaine des Ewbacteria et si 'acétogénése est souvent percue comme un processus fermentatif,
Putilisation du CO, comme accepteur final d’électrons, implique une forte dissimilarité avec les
fermentations classiques. Ces procaryotes utilisent la voie de réduction de composés
monocatrbonés pour la synthése de l'acétyl-CoAl, un précurseur métabolique d’acétate et de
biomasse. Cette voie conduisant a la fixation de CO, a été dénommée "la voie de I’Acétyl-CoA"
(Figure S. 34) mais est souvent dénommée "la voie de Wood-Ljungdahl", en référence aux deux
biochimistes G. Wood et L. G. Ljungdahl qui en ont élucidé les principaux processus
enzymatiques a partir du modele Clostridium thermoaceticum (reclassifié Moorella thermoacetica, Collins
et al. 1994).

Les voies métaboliques par lesquelles I'acétate est formé au cours des croissances aérobies ou
anaérobies de microorganismes variés peuvent étre fondamentalement différentes. Par exemple,
le mécanisme par lequel l'acétate est formé viaz 'oxydation de I'éthanol par Acetobacter aceti est
fondamentalement différent de celui utilisé par certaines bactéries anaérobies strictes synthétisant
l'acétate a partir du CO, via la voie réductive de I’Acétyl-CoA. Ces différences ont conduit a
I’établissement de la nomenclature suivante: le terme acétogénese est utilisé pour décrire le
processus par lequel les organismes produisent de 'acétate, sans implication obligatoire de la voie
de PAcétyl-CoA, le terme homoacétogene distingue les microorganismes utilisant la voie de

I’Acétyl-CoA (Schink et Bomar 1992).

11.A.2. Taxonomie et phylogénie des acétogenes

Bien que lutilisation de la voie de P'Acétyl-CoA unifie les acétogenes, ces dernieres sont
génétiquement tres diverses, et ne sont pas réunies au sein d’'un méme phylum. La plupart sont
cependant affiliées au phylum des Firmicutes (Figure S.39) au sein duquel elles sont présentes dans
8 des 19 groupes de Clostridium (Collins et al. 1994, Zhilina et al. 1998, Stackebrandt er al
1999). D’autre part, si les genres Acetobacterium, Sporomusa et Moorella sont exclusivement composés

d’acétogenes, la plupart des acétogenes sont phylogénétiquement proches d’espeéces non

acétogenes (Figure S. 35).

T Acétyl- Coenzyme A
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11.A.3 : Impact global, écologie et perspectives évolutives

Au cours des cinquante années qui ont suivi la découverte des acétogenes en 1930, la
microbiologie et ’écologie de ces microorganismes ont suscité peu d’intérét, et les recherches sur
ce groupe métabolique se sont essentiellement focalisées sur la caractérisation biochimique de la
voie de lacétyl-CoA. A partir des années 1980, il est devenu évident les acétogenes étaient un
groupe cosmopolite, phylogénétiquement diversifié et que lacétogénese jouait un role
déterminant dans Ienvironnement (elle est notamment associée a des processus respiratoires
comme la méthanogénese ou la sulfato-réduction). Un certain nombre de considérations peuvent
ainsi étre énoncées :
i [’acétate est un lien trophique essentiel au cours de la minéralisation de la matiére organique
dans de nombreux habitats anaérobies (McInerney et Bryant 1981).
¥ Au total 107 kg d’acétate sont formés annuellement (dont au moins 10% iz la voie de
Pacétyl-CoA) et métabolisés secondairement dans les sols et les sédiments (Wood et Ljungdahl
1991)
i Plus de 25% du carbone organique total est minéralisé vz I'acétate en conditions mésophiles
et anoxiques (I’équivalent de 40 g d’acétate par kg de sol (poids sec), Kiisel et Drake 1999).
L’acétate est le composé organique dominant dans les sols (Tani er al 1993), et les
concentrations peuvent atteindre plusieurs mM apres un événement pluvieux (Kiisel et Drake
1999). Si 'on considere que le poids du premier metre de sol sur 'ensemble de la surface
terrestre est de 10" kg (surface de 10" m* (Whitman et al 1998) et poids moyen de 10’ kg. m’)
et sur la base d’une concentration en acétate de 0.1 mmolkg'; il peut étre estimé qlen
permanence 10" kg d’acétate est présent dans le premier métre de la surface terrestre. Méme si
un faible pourcentage de cet acétate est issu de lacétogénese, 'amplitude de ce processus
métabolique est énorme.
s [a voie de I'acétyl-CoA (ou une voie relative) a pu constituer le premier processus de fixation
autotrophique du CO, (Lindahl et Chang 2001). En effet, les méthanogenes (ou leurs ancétres !)
qui sont probablement les premiers organismes autotrophes (Schopf er al 1983, Brock 1989)

utilisent une voie acétyl-CoA synthase-dépendante tres similaire a la voie de Wood-Ljundahl.
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Figure S.36: Les différents niveaux d’oxydation de ’azote

2H*

ILa réduction des nitrates en nitrites par la

aliieat nitrate réductase constitue I’étape clé de la

/ermbrene

chaine de réactions. La localisation de ces

nitrates réductases dissimilatrices est en général
Cytoplasme
membranaire mais certaines peuvent également

étre localisée dans le périplasme et sont reliées

mltrate redUCtaseJ 2HY+NOg NOZ + H20 a la chaine respiratoire par lintermédiaire du

cytochrome c.

Figure S. 37 : Schéma de la structure de la nitrate réductase (d’aprés Pelmont 1992)
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I1.B. Les bactéries dénitrifiantes et la dénitrification.

I’azote, disponible dans la nature a différents degrés d’oxydation (Figure S. 36), ne peut
entrer dans le métabolisme que sous sa forme ammoniacale. Ainsi, l'utilisation du nitrate comme

source azoté ne peut se faire que par une cascade de réductions correspondant au bilan suivant :

f - - + +
NOs; +8e + 10H — NH4 +3H:20

. .
............................................................................................................................

La réduction du nitrate participe a deux opérations bien distinctes. Dans la premiere, le nitrate est
réduit en ammonium et est utilisé comme source d’azote. Cette voie assimilatrice permet
I'incorporation de 'ammonium principalement par le systeme de la glutamine synthétase et de la
glutamate synthase (GOGAT). Le principe du deuxieme mode d’utilisation correspond a la voie
dissimilatrice pour laquelle le nitrate est utilisé comme accepteur d’électrons en anaérobiose. La
dénitrification au sens strict du terme correspond a la réduction des nitrates en nitrites (via la
nitrate réductase, Figure S. 37) qui intervient le plus souvent lui méme comme accepteur
respiratoire et se trouve réduit a son tour en composés gazeux tels que le NO, le N,O, le N,. Une
seconde voie de réduction des nitrates, 'ammonification dissimilatrice, conduit a la formation
d’ammonium qui n’est pas forcement assimilé par le microorganisme (surtout si le milieu contient
déja une source azotée comme des acides aminés).

La dénitrification est une fonction largement répandue dans le domaine des Bacteria et n’est pas
I'apanage d’un groupe monophylétique. Cette large distribution est notamment la résultante de
transferts latéraux de genes (Stewart 1988, Zumft 1992). Certaines Arhaea sont également
capables de réaliser ce processus (Zumft 1992, 1997), ainsi que les mitochondries de certains
champignons (Kobayashi et al. 1996). Cependant, si la NO réductase du champignon Fusarium
oxysporum a été cristallisée et sa structure décrite (Park er al. 1997), 'importance écologique de la
dénitrification par ces microorganismes nécessite une caractérisation plus poussée. La croissance
anaérobie de certaines espéces utilisant les nitrites ou le N,O comme accepteurs d’électrons a
également été reportée (Bothe et al. 2000).

La contribution des microorganismes dans le cycle biogéochimique de 'azote est essentielle, et,
I'importance écologique de la dénitrification est reflétée par le nombre de publications ayant trait
a ce processus : dénitrification dans les sols et les sédiments (Revsbech et Sorensen 1990),
facteurs contrélant la dénitrification (Ferguson 1998), dessin de sondes pour lanalyse
phylogénétique ou fonctionnelle des génes de la dénitrification (Ward 1996), biologie cellulaire et
moléculaire de la dénitrification (Zumft 1997), nitrate réductases dissimilatrices chez les bactéries

(Phillipot et Hojberg 1999), ¢ L’acquisition de connaissances substantielles
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Engyme Reaction performed Genes  Prosthetic gronp Function of gene product Gene sige (bp)

NOs- reductase NOs+2e+2H*— NO2s+H,O narG  [4Fe, 4S] molybdopterin ~ Catalytic center 3588 3786
narH  3[|4Fe 4S]+[3Fe 45] Confers e- from Narl to NarG 1464 1677
narf unknown 526 741
narl 2cyth Membrane anchor 672 741

QH; oxidation

Heme NO; reductase | NOy+e+2H* NO+HO  nirS Cyt cd1/subunit (a2) Catalytic center 1665 1791

Cu NOs reductase NOz+e+2H* ____ NO+HO nirK  Cu(l), Cul)(a2) Catalytic center 1092 1140

NO reductase 2NO+2e+2HY____y N,O+H,O norB  Cytb Catalytic center 1341 1542
norC  Cyte Catalytic center 441 453

N20 reductase N.O+2e+2H* — Np+H0 norZ 4 Cu/subunit (o) Catalytic center 1905 1959

Tableau S. 10 : Les enzymes de la dénitrification, D’aprés Bothe et al. 2000
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sur la physiologie, la biochimie et les mécanismes de régulation moléculaire des bactéries
dénitrifiantes a permis le développement d’outils moléculaires pour les études environnementales.
Ces approches moléculaires sur ’écologie des bactéries dénitrifiantes sont essentiellement basées
sur les genes de fonction et leurs produits. Les génes impliqués dans la dénitrification (war, nor,
nirS, nirK et nos, Tableau S. 10) présentent en effet des régions trés conservées pouvant étre
exploitées pour le dessin et le développement de sondes et des amorces. La plupart des études
ont été¢ conduites sur la nitrite réductase (Braker er al 2000, Michotey et al. 2000) qui est
présente soit sous forme d’un cytochrome ¢«7/7 (Cd1 NIR) codé par nirS ou d’'une enzyme-Cu (Cu-
NIR) codé par nirK. La distribution et la diversité des bactéries dénitrifiantes dans des sédiments
marins ont également été étudiées a I'aide d’amorces spécifiques de la N,O réductase (NosZ)

(Scala et Kerkhof 1998, 1999, 2000).

I1.B. Les bactéries sulfato-réductrices (BSR) et la sulfato-réduction.

La production d’H,S a partir du sulfate dans les environnements aquatiques a été reconnue
comme un processus biologique en 1864 par Meyer, qui supposait que la réaction était réalisée
par certaines algues. Ce n’est qu’en 1895 que T'isolation d’une BSR par Beijenrinck démontre
clairement l'implication dun groupe procaryotique dans le processus de sulfato-réduction.
Depuis, notre vision sur ces organismes a considérablement évolué. Les BSR sont désormais
¢tudiées en référence a des problemes clés de taxonomie et de phylogénie, d’écophysiologie et de
biochimie, de stratégies bioénergétiques, de métabolisme du carbone et du soufre, de biologie
moléculaire et d’écologie microbienne (Lehours et Fonty 2004).

Les BSR constituent un groupe tres hétérogene d’especes dont certaines sont affiliées aux
Eubactéries, d’autres aux Arbaea. La caractéristique commune de ce groupe fonctionnel est de
posséder le géne codant pour la sulfite-réductase, enzyme clé du processus de réduction
dissimilatrice des sulfates 2CH,O + SO,*—»2HCO; +H,S). La classification des BSR est basée
sur de nombreuses propriétés: morphologie (bacilles, vibrio, coques, spirilles, filaments...),
motilité, %GC (Guanine-Cytosine) dans PADN, présence ou non de désulfovirine et de
cytochromes, température optimale de croissance et capacit¢é a oxyder complétement ou
incompletement l'acétate. Cependant, cette classification phénotypique ne reflete pas
nécessairement les relations phylogénétiques entre les différentes especes révélées par Ianalyse

des génes ADNr16S (Widdel 1988).
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11.B.1. Phylogénie des bactéries sulfato-réductrices

Sur la base de I'analyse des séquences ARNr16S, les différentes especes de BSR peuvent étre
séparées en 4 groupes : les BSR mésophiles Gram-négatives, les BSR Gram-positives formant des

spores, les BSR thermopbhiles et les Archaea thermophiles sulfato-réductrices.

i BSR MESOPHILES GRAM-NEGATIVES (Figure S. 38): Ce groupe de BSR est affilié a la sub-division de/fa
des Proteobacteria, pour lesquelles deux familles ont été proposé : les Desulfobacteriaceae (incluant les
genres  Desulfobacterinm, — Desulfococcus,  Desulfobulbus, ~ Desulfobacter,  Desulfosarcina, — Desulfomonile,
Desulfonema, Desulfobotulus, et Desulfoarculns) et les Desulfovibrionaceae (incluant les genres Desulfovibrio

et Desulfomicrobinm).

@ BSR GRAM-POSITIVES FORMANT DES SPORES (Figure S. 39a): Ce groupe, dominé par le genre

Desulfotomaculum, appartient aux Gram-positives a faible % G+C (Fimmicutes), qui comprend
également les genres Bacillus et Clostridium. Ces BSR sont connues pour former des spores
thermorésistantes et peuvent étre thermophiles. Cependant leurs optima de température sont plus
bas que ceux des BSR thermophiles Gram-négatives et des Arhaea sulfato-réductrices. Les
différentes especes du genre Desulfotomaculum sont métaboliquement versatiles et peuvent utiliser
une large gamme de donneurs d’électrons pour leur croissance (acétate, aniline, succinate,
catéchol, indole, éthanol, phénol, acétone, stéarate...). La capacité de certaines especes a utiliser
le Fer (III) comme seul accepteur terminal d’électrons a été décrit pour certaines BSR Gram-
positives comme Desulfotomaculum reducens (Tebo et Obraztsova 1998). Les BSR Gram-positives
sont rencontrés dans des environnements similaires a ceux des BSR de la sub-division de/fa-
Proteobacteria, et la formation de spores permet a ce groupe de survivre a de longues périodes de
dessiccation ou a des conditions oxydées. Desulfotomaculum est ainsi le genre prévalent dans les

rizieres en raison de 'alternance de périodes oxydées et anoxiques (Widdel 1992).

= BSR rtHERMOPHILES (Figure S.39b) Les deux espéces caractéristiques de ce groupe sont
Thermodesulfobacterinm commune (LZeikus et al. 1983) et Thermodesulfovibrio yellowstonii (Henry et al.
1994). Ces deux genres utilisent I’hydrogene moléculaire (H,) comme accepteur d’électrons si de
lacétate est présent (Castro et al. 2000). Ces genres présentent des optimums de température

entre 65 et 70°C mais peuvent survivre a des températures plus faibles (Nilsen et al. 1996).
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i ARCHAEA THERMOPHILES SULFATO-REDUCTRICES (Figure S. 39¢): Ce groupe de BSR exhibe des
optimums de température au dessus de 80°C, et seulement deux especes, isolées de systemes
hydrothermaux marins, ont été décrites : _Archacoglobus fulgidus (Stetter 1988) et _Archacoglobus
profundus (Burggraf et al. 1990). A. fulgidus possede un flagelle, est chemolithoautotrophe
facultative et produit de faibles quantités de méthane, alors que A. profundus ne possede pas de
flagelle, est chemolithoautotrophe obligatoire et ne produit pas de méthane. Le processus
d’acquisition de la capacité de sulfato-réduction au sein du genre _Archaeoglobus reste inconnu.
Wagner et al. 1998 ont proposé que lancétre commun des Arhaea et des Bacteria possédait
Ienzyme clé (sulfite-réductase) ou que ce gene a été transféré latéralement vers Archaeoglobus a

partir dune Eubacteria apres la divergence des deux domaines.

Si les BSR sont actuellement divisées en 4 groupes phylogénétiques majeurs, la découverte de
nouvelles divisions ne peut étre exclue, notamment a partir d’environnements extrémes. Ainsi,
Jorgensen et al. 1992 ont observé une activité de sulfato-réduction dans les sédiments du bassin
Guaymas dans des gammes de température comprises entre 100 et 110°C, températures pour

lesquelles aucune BSR n’a encore été isolée.

11.B.2. Ecologie des bactéries sulfato-réductrices.

Les BSR sont rencontrées dans des écosystemes anaérobies tres divers [écosystemes
aquatiques (marins ou lacustres ; sédimentaires ou pélagiques), sols, écosystemes digestifs (colon
humain, rumen)]| et leurs niches écologiques sont variées. Ces especes se développent dans des
gammes de température comprises entre les psychrophiles et les thermophiles, et pour des
concentrations en NaCl s’étendant de l'eau douce aux conditions hypersalines. Dans les
environnements aquatiques, les BSR les plus fréquemment décrites (Desulfovibrionaceae
(Desulfovibrio), Desulfobacteriaceae  (Desulfobacter, Desulfobulbus)) appartiennent au groupe des
mésophiles Gram-négatives de la subdivision de/fa des Proteobacteria (Devereux et al. 1992).

En dépit de la taille restreinte de leur génome, ceux de Desulfovibrio gigas et D. vulgaris représentent
seulement 40% du génome d’E.Cov/., les BSR sont des organismes tres particuliers. I’évolution
récente de nos connaissances de ces organismes réside notamment dans la mise en évidence de
potentialités écologiques jusqu’ici insoupgonnées. Longtemps considérées comme inféodées a un
spectre restreint de substrats, il apparait désormais que le nombre de composés oxydables par les
différentes especes caractérisées de BSR est d’environ 125 (Rabus et al 2000). Outre leur
implication biogéochimique dans le cycle du soufre et leur role clé dans le processus de

dégradation anaérobie de la MO, les BSR présentent un intérét considérable dans des processus
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de bioremédiation comme, par exemple, élimination de sulfates ou de métaux lourds des eaux
usées. Certaines BSR présentent notamment la capacité de dégrader des composés aromatiques
(benzene, naphtalene, phénanthrene), divers composés xénobiotiques (Weiner et Lovley 1998,
Stahl er al. 2002), et d’oxyder des composés aromatiques hydrocarbonés polycycliques (Coates
et al. 1996). D’autres activités sont importantes pour Ienvironnement comme les
déhalogénations réductives ou la production de méthyl-mercure (Fauque 1995, Barton et
Tomei 1995). L’implication de certaines especes dans la réduction de l'ion ferrique (Felll) en ion
ferreux (Fell), des formes solubles d’uranium (U[VI]) en uranium insoluble (U[IV]) et dans la
formation de sidérite (carbonate de fer) a également été observée (Hansen 1994).

I’étude de la distribution spatiale des BSR dans des écosystemes lacustres (pélagiques ou
sédimentaires) fait apparaitre un spectre d’habitats également plus large quinitialement envisagé
et révele leur présence en zone oxydée (Hasting et Emerson 1988, Lehours et al 2005). Ceci
souligne leur adaptabilité et leur capacité a répondre aux fluctuations des contraintes
environnementales. Dans les environnements naturels, Pexposition des microorganismes
anaérobies a 'O, est fréquent en raison de la fluctuation des interfaces zone oxydée et zone
anoxique. La caractérisation du comportement des BSR vis a vis de I’O,, qui revét un intérét
écologique et biochimique particulier, a mis en évidence plusieurs stratégies possibles de tolérance
et de survie: utilisation de 'O, comme accepteur d’électrons, conservation de DIénergie et
protection des cellules contre les effets nuisibles, formation d’agrégats. La capacité des BSR a
utiliser directement 'O, comme accepteur d’électrons pour oxyder 'H, et a réaliser ainsi une
translocation significative des protons a été montré sur des cellules en suspension de Desulfovibrio
(Le Gall et Xavier, 1996).

L’amplitude des potentialités écologiques des BSR, visiblement non restreintes a un type
d’activité, rend difficile et complexe la détermination de la fonction et du réle spécifique des
différentes especes dans les écosystemes naturels. En effet, 'implication des BSR dans les cycles
biogéochimiques n’apparait pas limitée au carbone ou au soufre et la compréhension de leurs

roles dans les transferts de mati¢re ou d’énergie dans les écosystemes est trés incomplete.
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Figure S. 40: Formation d’une hydroxyde de fer insoluble : Le métal s’entoure de 6 molécules d’eau. Le départ
d’un proton correspond a un pKa de ’ordre de 3, donc rapide a pH neutre et encore plus rapide si le pH s’éléve.
La base conjuguée formée se lie a un autre complexe formant un dimére, qui perd a son tour un autre proton et
ainsi de suite, formant des précipités d’hydroxydes métalliques contenant des milliers d’atomes de fer. Ainsi,
les amas d’hydroxyde de fer se forment en emprisonnant des molécules d’eau et leur organisation varie entre
une organisation cristalline et un état amorphe.
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II.C. Les bactéries réduisant le fer (BFR) et la réduction dissimilatrice du fer.

Le Fer, quatricme élément le plus abondant de la croute terrestre, représente environ
5,1% de la masse de cette dernicre (Straub er al 2001). Ce composé tres réactif peut, en fonction
des conditions environnementales, former des composés stables bivalents (Fell) ou trivalents
(Felll) (Schwertmann et Fitzpatrick 1992). Le fer ferreux (Fell), forment des minéraux comme
la sidérite, la vivianite ou des sulfures de fer en conditions acides ou neutres. En présence
d’oxygene le Fe (II) est stable en conditions acides et rapidement oxydé en fer ferrique Fe(IIl) a
pH neutre (Schwertmann et Fitzpatrick 1992). Le Fe (III) forment des minéraux largement
répandus dans les habitats oxydés et anoxiques. Actuellement, 16 différentes formes d’oxydes,
d’hydroxydes (Figure S. 40) ou d’oxydes hydroxydes de Fe (III) sont connues et sont la plupart
du temps collectivement référencées comme "oxydes de fer" (Schwertmann et Fitzpatrick
1992, Cornell et Schwertmann 1996).
Dans les environnements anoxiques, certaines especes d’Arhaea et de Bacteria présentent la
capacité de transférer les électrons au Fe(IIl) (ou au Mn(IV)) externe sans Iassimiler (réduction
dissimilatrice). Ce processus dont 'importance écologique n’est admise que depuis une dizaine
d’années (Thamdrup 2000, Nealson et Saffarini 1994, Lovley 1997a), joue un role primordial
au sein des cycles redox et constitue dans de nombreux écosystemes anaérobies une des

principales voies de dégradation de la matiére organique.

II.C.1. Ta réduction dissimilatrice du fer: une forme primitive de
respiration ?

11 apparait que les Bacteria et les Archaea présentant un ancrage précoce au sein de I'arbre
phylogénétique des procaryotes peuvent oxyder ’hydrogene via la réduction du Fe (III), et que la
majorité de ces microorganismes peuvent conserver énergie issue de ce métabolisme pour leur
croissance (ex :Thermotoga maritima, Lovley 2003). Ainsi, "apparente conservation de la capacité de
réduction du fer au sein de ces lignées profondément ancrées, suggere que 'ancétre commun était
un microorganisme oxydant I’hydrogene et réduisant le fer (Lovley 2003). Cette hypothése basée
sur des évidences biologiques (Vargas et al. 1998), est en accord avec les scénarios géologiques.
Ces derniers révelent en effet, la présence de grandes quantités de Fe(IlI) (Cairns-Smith er al
1992, De Duve 1995) et de teneurs élevées en hydrogene (Walker 1980) sur la terre prébiotique.
L’ensemble de ces observations suggere ainsi que la réduction dissimilatrice du Fe(III) a pu
constituer une des formes pionnicres de respiration et ainsi le premier mécanisme significatif

d’oxydation de la MO (Walker 1987, Lovley 1991).
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Donneur d’électrons

Formes de Fe (III)

Référence

Actinomucor repens
Aerobacter aerogenes
Aerobacter sp.
Alternaria tenuis
Bacillus cereus
Bacillus mesentericus
Bacillus circulans

Bacillus polymyxa

Bacillus pumilus
Bacillus sp.

Bacilus subtilis
Bacteroides hypermegas

Clostridium butyricum
Clostridium polymyxa
Clostridium saccarobutyricum
Clostridium sporogenes
Escherichia coli

Fusarium oxysporum

Fusarium solani

Paracol obactrum sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas denitrificans
Pseudomonas liquefaciens

Pseudomonas (plusieurs especes)

Rhodobacter capsulatus
Serratia marcescans
Sulfolobus acidocaldarius
Thiobacillus thiooxidans
Vibrio sp.

Vibio sp.

Wolinella succinogenes

Glucose
Glucose-Asparagine

Glucose

Glucose
Glucose-Asparagine
Sucrose

Sucrose
Glucose-Asparagine
Sucrose

Glucose

Glucose

Sucrose
Glucose-asparagine
Glucose

Glucose
Glucose-Tryptone

Glucose

Sucrose

Glucose

Glucose, peptone
Glucose, peptone
Glucose, Asparagine
Glucose

Glucose

Glucose

Glucose
Glucose-Asparagine
Glucose

Sucrose
Glucose-Asparagine
Malate
Glucose-Asparagine
Souftre élementaire
Souftre élementaire
Glucose

Malate, pyruvate
Formate

Hématite

Hématite

PCIO!

Hématite

Hématite
Ferro-manganese ore
PCIO

Hématite
Ferro-manganese ore
PCIO

Hématite

PCIO

Hématite

Limonite, goethite, hematite
Hématite

Fe(I1D)-Cls!

Hématite
Ferro-manganese ore
Hématite

PCIO

PCIO

Hématite

Hématite

Citrate d’ammonium ferrique
Hématite

PCIO

Hématite

Fe(11I)-Cl3
Ferro-manganese ore
Hématite
Fe(III)-NTA!
Hématite

Fe(II)-Cl3
Fe(I1)-Cl3
Fe(11I)-Cl3
Fe(I1I)-Cl3
Fe(11D)-Cl;

Ottow et von Klopotek 1969
Ottow 1970
Bromfield 1954

Ottow et von Klopotek 1969
Ottow 1970

Troshanov 1968
Bromfield 1954

Ottow 1970

Troshanov 1968

Roberts 1947

Hammann et Ottow 1974
Bromfield 1954

Ottow 1970

De Castro et Ehrlich 1970
Ottow et Glathe 1971
Jones et al. 1984

Hammann et Ottow 1974
Troshanov 1968

Hammann et Ottow 1974
Starkey et Halvorson 1927
Starkey et Halvorson 1927
Ottow 1970

Ottow et von Klopotek 1969
Gunner et Alexander 1964
Ottow et von Klopotek 1969
Bromfield 1954

Ottow 1970

Jones et al. 1984

Troshanov 1968

Ottow et Glathe 1971
Dobbin et al. 1996

Ottow 1970

Brock et Gustafson 1976
Brock et Gustafson 1976, Kino et Usami 1982
Jones et al. 1983

Jones et al. 1984

Lovley et al. 1998

Tableau S.11 : Organismes fermenteurs capables de réduire le Fe(III) mais non connu pour conserver de énergie de cette
réduction dissimilatrice.

Organisme

Bactéries sulfato-réductrices

Desulfobacter postgatei

Acétate

Butyrate, caproate, Octanoate

Desulfobacterium autotrophicum H,
Desulfobulbus propionicus Propionate
Desulfovibrio baarsii

Desulfovibrio desulfuricans Lactate
Desulfovibrio baculatus Lactate
Desulfovibrio sulfodismutans Lactate
Desulfovibrio vulgaris Lactate
Desulfomaculum nigrificans Tactate
Archaea

Archeoglobus fulgidus H,
Methanococcus thermolithotrophicus ~ H»
Methanopyrus kandleri H,
Pyrococcus furiosus H,
Pyrodictium abyssi H,

Donneur d’électrons

Fe(IIT)-NTA
Fe(III)-NTA
Fe(IIT)-NTA
Fe(III)-NTA
Fe(II1)-Cls

Fe(III)-NTA
Fe(III)-NTA
Fe(IIT)-NTA
Fe(II1)-Cl;

Fe(11I)-citrate
Fe(III)-NTA
Fe(II)-citrate
Fe(I1I)-citrate
Fe(I1I)-citrate

Formes de Fe(III)

Référence

Lovley et al. 1993a

Lovley et al. 1993a

Lovley et al. 1993a

Lovley et al. 1993a

Jones et al. 1984, Coleman et al. 1993
Lovley et al. 1993a

Lovley et al. 1993a

Lovley et al. 1993a

Jones et al. 1984

Vargas et al. 1998
Vargas et al. 1998
Vargas et al. 1998
Vargas et al. 1998
Vargas et al. 1998

Tableau S.12 : Bactéries sulfato-réductrices et Archaea capables de réduire le Fe(III) mais non connu pour conserver de
Pénergie de cette réduction dissimilatrice.
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II.C.1. Les microorganismes réalisant la réduction dissimilatrice du Fe(III

(BEFR).

Les microorganismes catalysant la réduction dissimilatrice du Fe(Ill) peuvent étre séparés en
deux groupes : ceux conservant I’énergie du transfert d’électron au Fe(Ill) [ou au Mn(IV)] et ceux
ne présentant pas cette capacité.

A- Microorganismes ne conservant pas ’énergie de la réduction du Fe(III).

o LES BACTERIES FERMENTATIVES : La plupart des microorganismes qui croit zzz un métabolisme

fermentaire peuvent utiliser le Fe (III) comme accepteur minoritaire d’électrons au cours de la
fermentation (Tableau S.11). Il est néanmoins admis que moins de 5% de ces équivalents réduits
sont transférés au Fe(III), la majorité des équivalents réduits étant retrouvés dans les produits de
fermentation (Lovley 1987, 2003, Lovley et Phillips 1988). ILes considérations
thermodynamiques suggerent cependant que la fermentation couplée a la réduction du Fe(III) est

énergétiquement plus favorable que la fermentation seule.

wis LES BACTERIES SULFATO-REDUCTRICES (Tableau S.12): Certaines bactéries sulfato-réductrices

appartenant a la sub-division de/ta- des Proteobacteria (Coleman et al. 1993, Lovley et al 1993b),
sont également capables de catalyser la réduction dissimilatrice du Fe(Ill). Les donneurs
d’électrons impliqués étant les mémes que ceux utilisés pour la sulfato-réduction (Lovley 2003).
Le cytochrome c3, transporteur intermédiaire d’électrons de la chaine membranaire des BSR,
peut jouer le role d’une Fe(Ill)-réductase (Lovley et al. 1993b). En dépit d’une plus forte affinité
pour I’hydrogene, et probablement pour d’autres accepteurs d’électrons, lorsque le Fe(III) est
I'accepteur final d’électrons, aucune de ces BSR n’apparait pouvoir croitre avec Fe(IlI) comme
seul accepteur d’électrons (Lovley et al 1993b, Coleman et al. 1993). L’avantage des BSR a
réduire le Fe(Ill), si il y en a un, a été peu étudié. Lovley et al (1993a) ont proposé que la
réduction du Fe(Ill) par les BSR pourrait constituer une stratégie compétitive conduisant a une
déplétion en Fer(IIl) et créant ainsi des conditions plus favorables a la sulfato-réduction.

Par opposition aux BSR de la sub-division de/fa- des Proteobacteria ne pouvant croitre sur Fe (I1I)
comme seul accepteur d’électrons, il a été suggéré que Desulfotomaculum reducens (BSR Gram
positive) peut produire de I’énergie pour sa croissance via la réduction de Fe(III), Mn(IV), U(VI),
et Cr(VI) (Tebo et Obraztsova 1998).
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Figure S. 41: Arbre phylogénétique des séquences ARNTr16S illustrant les principales lignées de bactéries ferro-
réductrices (lignes épaisses). D’aprés Lonergan et al. 1996.
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B- Microorganismes conservant I’énergie de la réduction du Fe(III).

Ces microorganismes ferro-réducteurs sont phylogénétiquement  (Figure S.41) et
morphologiquement tres diversifiés. La plupart croissent par oxydation de substrats organiques

ou d’H, couplée a la réduction du Fe (III) (Lovley 2003).

sl BFR DE LA SUB-DIVISION DELTA DES PROTEOBACTERIA : I.a majorité des BFR décrites sont inclues
dans la famille des Geobacteriaceae de la sub-division delta-Proteobacteria. Au sein de cette
famille, Geobacter metallireducens fut le premier microorganisme décrit réalisant 'oxydation de
l'acétate en réduisant le Fe(IlI) (Lovley et Phillips 1988, Lovley et al 1993b). Parmi les
organismes isolés en culture, G. mettalireducens est phylogénétiquement proche de
Desulforomonas acetoxidans, une espece marine capable de coupler 'oxydation de 'acétate avec la
réduction de S’ (Pfenning et Bielb 1976) mais également avec la réduction dissimilatrice du
Fe(III) (Roden et Lovley 1993). Depuis la découverte de ces deux especes, de nombreux autres
microorganismes apparentés a G. mettalireducens et D. acetoxidans ont été isolés et décrits
comme couplant 'oxydation de l'acétate avec la réduction du Fe (III): G. sulfurreducens
(Caccavo et al. 1994), D. palmitatis (Coates et al. 1995), D. acetexigens (Finster et al. 1994), et
Desulfuromusa  kysingii (Liesack et Finster 1994). Pelobacter carbinolicus, également
phylogénétiquement proche de D. acetoxidans (Stackebrandt er al 1989), peut croitre avec H,
ou éthanol comme seul source de carbone et Fe (III) comme seul accepteur d’électrons (Lovley

et al. 1995b).

s BFR DES SUBDIVISIONS BETA ET GAMMA- DES PROTEOBACTERIA . Parmi les organismes de la

subdivision beta- des Proteobacteria, seul Ferribacter limneticum est connu pour conserver de
Iénergie par réduction du Fe(Ill) (Cummings et al 1999). Cependant, contrairement a
beaucoup de BFR, il est incapable d’utiliser Mn(IV) comme accepteur d’électrons. En addition de
ces microorganismes anaérobies stricts, plusieurs isolats, anaérobies facultatifs, affiliés a la sub-
division gamma-des Proteobacteria sont capables, en conditions anaérobies, d’oxyder 'H, et/ou
de petits acides organiques en réduisant le Fe(IIl) et/ou le Mn(IV). Ces microorganismes sont
affiliés aux genres Shewanella (S putrefaciens (Myers et Nealson 1988), S alga (Rossello-Mora

et al. 1995)), Ferrimonas, Aeromonas et Pseudomonas (souche Z-731 Balashova 1985).

s BFR DU PHYLUM DES ACIDOBACTERIA : Geothrix fermentans présente la capacité d’oxyder des acides
p p Y

gras a courtes chaines en CO, en utilisant le Fe(III) comme accepteur final d’électron.
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si» BFR ACIDOPHILES : Le Fe (III) est fortement insoluble a pH neutre mais soluble a pH acide, et
le potentiel redox du couple Fe’*/Fe®* est significativement plus élevé que celui du couple redox
Fe (IM)oxyde/Fe*" (Lovley 2003). En conséquence, I'oxydation de donneurs d’électrons, comme
S’, non favorable a4 pH neutre, peut étre particulierement favorable en conditions acides ou le
Fe** est plus disponible (Lovley 2003). Ainsi, Thiobacillus ferroxidans peut croitre en
anaérobiose par réduction du Fe(Ill) en utilisant S” comme donneur d’électrons (Pronk et al.

1992).

= BFR THERMOPHILES : De nombreux microorganismes thermophiles et hyperthermophiles
peuvent conserver de I'énergie pour leurs croissances par réduction du Fe (I1I). La premi¢re BFR
thermophile décrite, Bacillus infernus (Boone er al 1995), est une bactérie Gram-positive
anaérobie stricte présentant un optimum de température de 60°C. Secondairement, d’autre BFR
thermophiles, Thermoterrabacterium ferrireducens (Slobodkin er al 1997), Pyrobaculum
islandicum, P. aerophilum et Thermotoga maritima (Kashefi et Lovley 1999, Lovley 2003) ont été

isolées d’environnements extrémes.

I11.C.3. Stratégies pour la réduction dissimilatrice du Fer.

Le mécanisme par lequel les BFR transférent les électrons aux formes insolubles de
Fe(II) (ou de Mn(IV)) reste peu connu. Les premicres expériences conduites par Lovley et ses
collaborateurs (Lovley 1991) ont suggéré qu’un contact direct entre la cellule bactérienne et
l'oxyde de Fe(Ill) était nécessaire. Cependant, Caccavo et al. (1997) ont révélé que des souches
de Shewanella alga, déficientes dans leur capacité a s’attacher aux oxydes de Fe (III), transféraient

néanmoins les électrons a cet élément.

wfi* REDUCTION DISSIMILATRICE DU FER PAR CONTACT DIRECT AVEC L'OXYDE INSOLUBLE : Geobacter
mettaliredncens entre en contact direct avec la particule ferrique (Figure S. 42), a moins qu’un
accepteur d’électrons soluble comme le citrate de fer soit présent dans 'environnement (Nevin
et Lovley 2000). Lorsque le milieu contient des formes insolubles de Fe’* ou Mn*", les cellules de
G. mettaliredncens développent des flagelles et des pilis autorisant le chimiotactisme et
l'attachement a la particule (Childers er al. 2002). En revanche, aucun appendice n’est formé si

G. mettalireducens est cultivé en présence de citrate de fer.
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Figure S.43: Utilisation de Panthraquinone disulfonate (AQDS),
analogue des substances humiques, comme accepteur
intermédiaire d’électrons pour la réduction de composés
inorganiques.

Figure S.44: Exemple d’un sidérophore
d’Agrobacterium (Pagrobactine). La partie
gauche montre comment trois noyaux
aromatiques de type catéchol s’installent autour
du fer dans la ferri-agrobactine. Une molécule
organique ne peut former un complexe avec le
métal (chélate) que si elle peut adopter une
conformation telle que les atomes donneurs
soient  "présentés' exactement selon la
géométrie requise.

_....-noyau catéchol CHz
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# REDUCTION VIA DES ACCEPTEURS INTERMEDIAIRES D’ELECTRONS: Les substances humiques,
naturellement abondantes dans de nombreux environnements, peuvent jouer le role d’accepteurs
intermédiaires d’électrons pour la réduction des oxydes ferriques (Lovley et al. 1998, Lovley et al.
1996, Lovley er al. 1999, Lovley et al 2000). Les hydroquinones générées par la réduction
biotique des quinones (composante des substances humiques) extracellulaires peuvent transférer
les électrons aux oxydes ferriques insolubles vzz une réaction strictement abiotique (Figure S. 42).
Cette réduction du Fe(Ill) régénére les hydroquinones en quinones qui peuvent a nouveau servir
d’accepteurs d’électrons pour la chalne respiratoire bactérienne. Ce processus respiratoire, pouvant
représenter une chaine primitive de transporteur d’électrons, n’est pas spécifique du fer mais peut
impliquer une variété d’autres composés environnementaux comme accepteurs finaux d’électrons
(NOy, ClO,...), (Schroder et al 2003). De nombreuses espéces bactériennes hétérotrophes
anaérobies facultatives, comme Paracoccus denitrificans, peuvent réduire les substances humiques ou
Panalogue AQDS' (Figure S. 43) en conditions anaérobies (Lovley et al. 1999, Lovley et Blunt-
Harris 1999). Ces observations ouvrent des perspectives intéressante sur 'importance écologique
de la réduction dissimilatrice du Fe(III) dans les environnements naturels par des microorganismes

ne présentant pas la capacité de réduire directement le fer ferrique (Straub et al. 2001).

o PRODUCTION ET SECRETION DE "NAVETTES ELECTRONIQUE" : La capacité de certaines bactéries a

produire et sécréter de petits composés redox diffusibles pouvant servir de navettes d’électrons
entre le microorganisme et 'oxyde ferrique insoluble a récemment été mise en évidence (Nevin et

Lovley 2002a et b, Figure S.42).

sl SECRETION DE CHELATEURS DU FE (ITI) (Figure S. 42) : La sécrétion de composés chélateurs du fer

par S. alga et G. fermentans, conduisant a une solubilisation significative des oxydes ferriques a
récemment été démontrée (Nevin et Lovley 2000, 2002a). Cependant la nature de ces
sidérophores n’est pas encore déterminée, de méme I'implication ou non de ces chélateurs de Fe’*
comme accepteurs terminaux d’électrons dans le processus de réduction dissimilatrice du fer n’est
pas établie. Hernandez et Newman (2001) postulent que la plupart des sidérophores ne peuvent
servir d’accepteurs d’électrons en raison de leur potentiel redox négatif. Il ne peut cependant étre
exclu que les sidérophores impliqués dans la réduction dissimilatrice du fer présentent des

propriétés structurales et chimiques différentes de celles actant dans la réduction assimilatrice

(Figure S.44).

¥ AQDS : 'anthraquinone disulfonate est un analogue de substance humique
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11.C.4. Protéines impliquées dans la réduction dissimilatrice du Fe (11T

Le contact entre certaines BFR et les oxydes de Fe (III) nécessite qu’ un transfert
d’électrons s’établissent entre la chaine respiratoire bactérienne et les minéraux. L activité Fe (I1I)-
réductase apparait localisée au niveau membranaire chez G. wettalireducens (Gorby et Lovley 1991),
S. putrefaciens (Myers et Myers 1993) et G. sulfurreducens (Gaspard et al. 1998, Magnuson et al.
2001), et I'implication de cytochromes de type-c dans le transport des électrons vers le Fe (III) a
été suggéré chez G. mettalireducens (Lovley et al. 1993b) et S. putrefaciens (Myers et Myers 1992,
1997, Beliaev et Saffarini 1998).

Un role prépondérant des cytochromes de type c¢ dans la respiration fer et leur implication
potentielle comme Felll-réductase (Myers et Myers 1997, 1998) ont été suggérés chez S. oneidensis
MR-1 (Venkateswaran et al. 1999, Myers et Myers 1994). Ces cytochromes sont principalement
localisés au niveau de I'espace périplasmique (T'sapin et al. 1996, Myers et Myers 1997, 2000), ou
associés a la membrane (Myers et Myers 1997). En effet, plus de 50% de Tactivité¢ Fe(Ill)-
réductase est localisée, chez . onedensis, sur la membrane externe (Myers et Myers 1993). Cette
localisation originale est cependant idéale pour l'utilisation de substrats insolubles. L'implication de
cytochromes de type ¢ chez Geobacter sulfurreducens, a également été mise en évidence (Seeliger et
al. 1998). Le complexe enzymatique présentant une masse moléculaire native de 300 KDa serait
constitué de 5 polypeptides majeurs (Magnuson et al. 2000, Kaufmann et Lovley 2001) dont
une cytochrome de type ¢ de 90 KDa pouvant jouer le réle d’une Fe(Ill)-réductase. Un
cytochrome ¢ de 9,6 KDa localisé au niveau de 'espace périplasmique semble intervenir dans le
transfert des électrons entre I'acétate et le Fe (III) (Llyod er al 2003). Une seconde réductase
ferrique purifiée chez G. sulfurreducens est composée de deux sous unités de masse moléculaire 87 et

78 KDa, et présente une activité NADH-dépendante (Kaufman et Lovley 2001).

I1.C.5. Autres capacités métaboliques des BFR

=i* REDUCTION DISSIMILATRICE D’AUTRES METAUX OU METALLOIDES : G. wmzettalireducens et S. putrefaciens
peuvent croitre en utilisant Puranium (U (IV)) ou le technétium (Tc (VII)) comme accepteurs
tinaux d’électrons (Lovley et al 1991, Llyod et Macaskie 1996). Une variété d’autres métaux ou
métalloides peut étre réduits par les BFR, comme le Cr (VI), Se (VI), As (V) (Lovley 2003,

Laverman et al. 1995).
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slis REDUCTION DES SUBSTANCES HUMIQUES OU AUTRES QUINONES EXTRACELLULAIRES (Lovley et al 1996,

1998, 2000).

= FORMATION D’H, : En l'absence de Fe (III) ou d’autres accepteurs préférentiels d’électrons,

certaines especes de la famille des Geobacteraceae peuvent transférer des électrons aux protons pour
produire I'H,. Cette réaction nécessite d’établir un couplage syntrophique avec un microorganisme
hydrogénotrophe. G. sulfurreducens peut ainsi oxyder 'acétate en CO, en coculture avec Wollinella

succinogenes qui oxyde hydrogene en réduisant les nitrates (Cord-Ruwish er al. 1998).

o= DECHLORINATIONS REDUCTIVES : certaines BFR utilisent des composés chlorés comme accepteurs

finaux d’électrons (ex :Desulforomonas chlorethenica, Krumholz et al 1996, Krumholz 1997,

Lonergan et al. 1996).

Les potentialités métaboliques des BFR leur conferent ainsi un role primordial dans les processus
de bioremédiation. Les BFR peuvent, par exemple, oxyder des composés aromatiques
hydrocarbonés des aquiferes contaminés (Lovley 1995, Lovley et Coates 1997, Anderson et al.
1998). Les minéraux Fe (II) résultants de la réduction dissimilatrice sont également des réducteurs
importants pour les contaminants nitroaromatiques (Heijman er al 1993, Hofstetter e al. 1999)
ou chlorés (Fredrickson et Gorby 1996). La capacité¢ des BFR a substituer d’autres métaux ou
métalloides au Fe(Ill) dans leurs processus respiratoires peut d’autre part étre exploitée pour la
bioremédiation d’environnements contaminés par des métaux (Lovley et Coates 1997). Ainsi la
réduction des formes solubles d’uranium (U (VI)) en uranium insoluble (U (IV)) peut permettre la

précipitation de cet élément dans les environnements aquatiques.

IL.D. Les Archaea méthanogénes et la méthanogénése.

Les méthanogenes sont des microorganismes anaérobies stricts dont la machinerie
biochimique complexe est impliquée dans la formation de méthane comme produit final de leur
métabolisme. La découverte de leurs propriétés biochimiques et génétiques particulieres a conduit
au concept des Archaebacteria a la fin des années 1970 (Woese et al. 1978), et a la proposition en
1990 du domaine Archaea (Woese et al. 1990). Les recherches menées sur les formes alternatives
d’énergie, suite aux crises pétrolicres a partir de 1973, ont révélé l'intérét économique de ces
Aprchaea. Ces études ont notamment porté sur la production de méthane dans les digesteurs

anaérobies (Oremland 1988).
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Gaz 2 effet de serre CO; CHs NO CFGCs
Pouvoir relatif d’adsorption du rayonnement IR, par unité de volume, ramené a 1 32 160 16000
celui du CO,

55 15 4 19

Contribution relative (en%) a P’effet de serre

Tableau S. 13 : Contribution du méthane au processus de réchauffement climatique en comparaison

d’autres composés (D’aprés Dautray 1991).

Reaction AG®
(K] /mol CH,)

4 H,+CO,—CH4+2H-0O —135.6
4 Formate—CH4+3CO,+2H,O —130.1
2 Ethanol+CO,—CH,+2 Acetate —116.3
Methanol+H;—CH4+H,0O —1125
4 Methanol—3CH,+CO,+2H,0O —104.9
4 Methylamine+2HgO—}SCH4+C02+4NH4+ —75.0
4 Trimethylamine+6H,O—9CH+3CO,+4NH," —74.3
2 Dimethylsulfide+2H,0O—3CH4+CO>+H,5 —73.8
2 Dimethylamine+2H,0—3CH,+CO,+2NH," —73.2
4 2-Propanol+CO,—CHy+4 Acetone+2H;0O —36.5
Acetate—CH,4+CO» —31.0

Tableau S. 14 : Principales réactions et valeurs d’énergie libre standards pour la méthanogénese

D’aprés Whitman et al. 1992.
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L’implication de ce gaz dans le processus de réchauffement climatique global (Tableau S .13)
conduit a une constante augmentation des études sur ces microorganismes. Ainsi, de nombreuses
revues sur la taxonomie, 'écologie (Jones et al. 1987, Wolfe 1996), le métabolisme (Blaut 1994),
les voies énergétiques (Thauer 1990, Deppenmeir er al 1996), la biochimie (Ferry 1992,
Rouvi¢re et Wolfe 1998) et les caractéristiques moléculaires (Reeve 1992) des _Arbaea

méthanogenes ont été publiées.

11.D.1. Taxonomie et diversité phylogénétique des Archaea méthanogenes
(sur la base d’especes cultivées).

Garcia et ses collaborateurs (2000) recensent 83 especes d’Arhaea méthanogenes

décrites pouvant étre séparée dans trois principales catégories nutritionnelles :

-(a) METHANOGENES HYDROGENOTROPHES (61 especes): oxydant 'H, et réduisant le CO,, parmi

lesquelles, 38 especes formatotrophes (oxydant le formate).

-(b) METHANOGENES METHYLOTROPHES (20 espéces) : présentant la capacité d’utiliser des composés

comme le méthanol, les méthylamines ou le diméthylsulfide.

-(c) METHANOGENES ACETOTROPHES (9 espéces) : utilisant "acétate pour produire du méthane.

La disparité entre le nombre d’especes de méthanogenes au sein de ces trois groupes nutritionnels

peut ctre expliquée par les valeurs d’énergie libre (Tableau S. 14). En effet, la réaction

thermodynamiquement la plus favorable est la réduction du CO, par I'H,, et la moins favorable est
l'oxydation acétoclastique. En conséquence, les pressions de sélection ont conduit vers I’évolution
des especes hydrogénotrophes plutot qu’acétotrophes (Garcia er al. 2000). Néanmoins, la
versatilité nutritionnelle de certaines espéces de méthanogénes ne permet pas de les placer dans
une seule catégorie. Ces caractéristiques phénotypiques sont d’autre part insuffisantes pour
distinguer les différents taxa, et, sur la base de différents critéres phénotypiques et moléculaires,
Boone et al. (1993) ont défini 5 ordres regroupant 10 familles, 26 genres et 74 especes cultivées
(Figure S. 45). Dans le cadre de cette synthese, ne serons évoqués que trois ordres particuliers : les
Methanosarcinales et les Methanomicrobiales et les Methanobacteriales en raison de leur prépondérance

dans les écosystemes aquatiques continentaux.
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s ORDRE DES METHANOSARCINALES : tegroupe les méthanogenes acétotrophes et/ou méthylotrophes

en deux familles :

¢ Famille des Methanosarcinaceae dont le genre Methanosarcina représente les
méthanogenes acétotrophes prédominantes dans les écosystemes anaérobies ou la matic¢re
organique est completement dégradée en CO, et CH, (sédiments marins et lacustres,
digesteurs anaérobies...). Certains membres de ce genre présentent une forte versatilité
métabolique (ex : Methanosarcina barkeri) et sont capables d'utiliser H,-CO,, acétate et
composés méthylés (méthanol, méthylamines). Les membres des 5 autres genres de la
tamille des Methanosarcinaceae (Methanolobus, Methanococcoides, Methanohalophilus, Methanosalsus,

Methanohalobium) sont des méthanogenes méthylotrophes obligatoires.

¢ Famille des Methanosaetaceae : inclue les méthanogenes acétotrophes obligatoires

regroupées dans un seul genre Methanosaeta dont 'espece type est M. concilii.

s ORDRE DES METHANOMICROBIALES : comprend 3 familles et 9 genres de méthanogenes
hydrogénotrophes (Rouviéte er al 1992, Boone et al 1993) dont les familles des
Methanomicrobiaceae et des Methanospirillaceae (avec un seul genre Methanospirillum et une seule espece

décrite M. hungater).

s ORDRE DES METHANOBACTERIALES : comprend les familles Methanothermaceae et Methanobacteriaceae.

Parmi les 13 especes du genre Methanobacterium, certaines sont rencontrées dans les écosystemes
aquatiques continentaux comme M. subterranenm (Kotelnikova et al. 1998) et toutes les especes

sont capables de croitre sur H,/CO,.

111.D.2. Ecologie et habitats naturels des méthanogeénes.

La distribution des méthanogenes (especes identifiées) dans les environnements naturels est
entiecrement dépendante de leurs adaptations respectives a différentes températures, pH, et salinité.
La gamme de température est large, comprise entre 4 et 110°C, mais peu d’espéces ont été
rapportées comme étant psychrophiles (Franzmann et al 1992, 1997). Les espcces thermophiles
des genres Methanothermus (Stetter et al. 1981, Lauerer et al. 1986), Methanocaldococcns (Jones et al.
1983), Methanopyrus (Kurr et al. 1991) représentent 23% des especes connues de méthanogenes
(Garcia et al. 2000). Confinées dans des environnements strictement anacrobies, les Archaea
méthanogenes sont néanmoins largement distribuées dans la nature (sédiments aquatiques, sols,
colonnes d’eau anoxiques, riziéres, systemes digestifs (termite, ruminants, homme, Figure S. 46),

ou elles occupent une position terminale dans la dégradation de la matiére organique.
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Figure S. 46 : Exemple d’écosystémes hébergeant un méthanogéneése active et de facteurs pouvant conditionner
son efficience.

Figure S. 47 : Coculture de Methanobrevibacter
et Syntrophobacter. La proximité des 2 groupes
métaboliques est indispensable a Pefficience des
échanges. Photos G. Prensier
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Cette position implique I’établissement d’interactions syntrophiques (Figure S. 47), notamment zza
un transfert interspécifique d’hydrogene (Wolin et Miller 1982). Ainsi depuis la découverte de
Porganisme syntrophe S de la coculture de Metanobacillus omelianski (Bryant et al. 1967), 11 genres
de bactéries syntrophes ont été décrites comme partenaires des méthanogenes pour I'oxydation
des alcools (Pelobacter), des acides gras (Syntrophobacter, Syntrophomonas, Syntrophospora, Smithella,
Thermosyntropha, Clostridium, et Eubacterium), de Tacide benzoique (Syntrophus), du fructose
(Syntrophococeus) ou du glycolate (Syntrophobotulus).

La distribution des méthanogenes est d’autre part sous la dépendance de différents inhibiteurs
métaboliques. Ainsi, les méthanogenes sont particuliecrement sensibles a de faibles pressions
partielles en O, (<10ppm), pouvant entrainer une dissociation irréversible du complexe
enzymatique de la F420-hydrogénase (Schonheit er al 1981, Garcia et al 2000). Les accepteurs
terminaux d’électrons, comme les nitrates ou les sulfates, peuvent inhiber la méthanogénése en
canalisant le flux d’électrons vers des processus thermodynamiquement plus efficients, comme la
dénitrification et la sulfato-réduction (Ward et Winfrey 1985a et b, Raskin et al. 1996). Dans les
environnements aquatiques (lacustres ou marins), si 'acétate apparait étre un des principaux
précurseur de la méthanogénése (Cappenberg 1974, Cappenberg et Prins 1974, Abram et
Nedwell 1978), I'H, constitue un facteur limitant (Oremland et Taylor 1978). Dans ces
environnements, la méthanogénese H,-dépendante résulterait d’un transfert interspécifique d’H, a

I'intérieur de flocs ou de consortia microbiens (Conrad et al. 1985).

IT1- PROCESSUS METABOLIQUES ANAEROBIES RECEMMENT MIS EN EVIDENCE : OAM, ANAMMOX,
OXYDATION ANAEROBIE DU FER FERREUX.

Un certain nombre de paradigmes, notamment celui de exclusion mutuelle des BSR et des
méthanogenes, sont longtemps restés classiques en écologie microbienne (Smith 1993, Widdel
1988). 1l était en effet admis, que les avantages cinétiques et thermodynamiques des BSR pour
Pacquisition des substrats classiques (Ward et al 1985a; Raskin et al 1996), conduisaient a
I'exclusion des méthanogenes dans les environnements naturels riches en sulfates (milieux
sédimentaires marins). Par opposition, dans les environnements pauvres en sulfates, les
méthanogenes domineraient 'acquisition de Pacétate et de I’hydrogene. Les relations entre ces
deux types trophiques apparaissent cependant plus complexes que celles initialement envisagées.
Dans de nombreux habitats naturels une occurrence simultanée des BSR et des méthanogenes est
observée. Si lutilisation de substrats non compétitifs par les méthanogenes (méthylamines,
méthanol) (Widdel et Bak 1992) ou d’accepteurs d’électrons alternatifs par les BSR (comme le Fe

(III), Lovley 2003) peuvent expliquer cette coexistence, de récentes études d’écosystemes
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Figure S. 48: Découvertes successives sur les processus d’ oxydation anaér obie de I’ammonium (anammaox) et du
méthane (OAM).
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sédimentaires marins ont révélé que ces deux groupes métaboliques réservent de nombreuses
autres surprises. Il apparait en effet que les interactions entre ces deux communautés
hydrogénotrophes dépassent le simple cadre de la compétition. La mise en évidence du processus
de réoxydation anaérobie du méthane (Boetius er al 2000) a bouleversé la vision des
microbiologistes et des écologistes microbiens sur ces communautés. Ce processus implique d’une
part lexistence d’une relation syntrophique entre des Arhaea méthanogenes et des bactéries
sulfato-réductrices, et d’autre part, que le CH,, considéré comme inerte en conditions anaérobies,

puisse ¢tre a la base d’une chaine trophique anaérobie.

ITII.A. Oxydation anaérobie du méthane et de 'ammonium

III.A.1. Historique (Figure S. 48)

D’un point de vue biochimique, le méthane et 'ammonium sont deux composés difficiles a
activer. En conditions aérobies, leur activation est catalysée par des mono oxygénases présentant
des radicaux a hauts potentiels énergétiques, inaccessibles pour la vie en anaérobiose. Cette
caractéristique biochimique couplée a I'incapacité de détecter 7z vitro des organismes capables de
croissance anaérobie sur ces composés (Richards 1965, Sorokin 1957), ont conduit au postulat
que le méthane et 'ammonium étaient inertes en conditions anoxiques.

Dans les années 1970, plusieurs études indépendantes ont révélé que les concentrations en
méthane diminuaient depuis les sédiments vers la colonne d’eau des océans. Ces observations
couplées a la mise en évidence d’une diminution des concentrations en sulfates depuis la colonne
d’eau vers les sédiments, ont suggéré que les ions sulfates pourraient étre les accepteurs finaux
d’électrons dans un processus conduisant a 'oxydation anaérobie du méthane (OAM). Des études
in vitro ont également suggéré que le processus OAM pourrait se réaliser »zz un consortium
d’Archaea méthanogenes et de bactéries sulfato-réductrices (Zehnder et Brock 1979). La
confirmation expérimentale de cette hypothese n’a été cependant que trés récemment obtenue par
la détection 7n situ de biomarqueurs lipidiques spécifiques d’Arhaea et de BSR appauvris en °C, par
des constructions de banques de clones, par l'utilisation de sondes en hybridation z situ (Boetius
et al. 2000), ainsi que par I’établissement du lien entre les signatures isotopiques et I'identité
phylogénétique des microorganismes impliqués (Orphan et al. 2003).

Le postulat d’une oxydation de 'ammonium en conditions anoxiques émane de calculs basés sur le
rapport de Redfield dans les écosystemes marins (Richards 1965) et sur des considérations

thermodynamiques théoriques (Broda 1977).
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Ce processus, dénommé anammox a été démontré a partir des années 1980 (Mulder et al. 1995,
Van de Graaf er al. 1996). Bien que le microorganisme impliqué n’ait pu étre isolé en culture pure,
la bactérie responsable a été physiquement purifiée par des centrifugations en gradient de densité
(Strous er al. 1999, 2002). Ces expérimentations ont permis I'identification des cellules impliquées,
I’étude détaillée de leur physiologie (Strous et al. 1998, 1999), I'identification et étude structurale
des lipides anammox (Schouten et al. 2003), la purification d’enzymes clés (Schalk et al. 2000) et
le séquencage complet du génome de Candidatus "Kuenenia stuttgartiensis” (en cours d’assemblage et

d’annotation).

.................................................................................................................................................

i OXYDATION ANAEROBIE DU METHANE CH,+SO,”+H" — CO,+HS+2H,0

i OXYDATION ANAEROBIE DE L’AMMONIUM NH,+NO, — 3 N,+2H,0

o
................................................................................................................................................

FigureS. 49: Processus cataboliques d’ oxydation anaérobie du méthane et de I’ammonium.

Les processus Anammox et OAM ont été mis en évidence dans de nombreux écosystemes marins
[colonne d’eau de la Mer Noire (Kuypers et al 2003, Michaelis et al. 2002), Golfe de Dulce
(Costa Rica, Dalsgaard et Thamdrup 2003)]. Le processus OAM a été suggéré dans certains
¢cosystemes lacustres pour des températures comprises entre 4°C et 30°C (Zehnder et Brock
1979, Lehours er al. 2004, Schouten et al. 2003), et Anammox, quant a lui, a récemment été mis
en évidence dans des sédiments lacustres (Trimmer et al. 2003). Si I'importance globale de ces
processus dans les écosystemes marins a clairement été mise en évidence, leur signification
écologique dans les zones anaérobies d’écosystemes aquatiques continentaux reste largement

inexplorée.

1I1.A.2. Diversité des microorganismes impliqués

Cette section sera essentiellement consacrée a la diversité phylogénétique des
microorganismes impliqués dans ces deux processus. Une publication de synthése (Strous et
Jetten 2004) relate des connaissances actuelles sur la physiologie, la biochimie et la structure
cellulaire des bactéries impliquées dans le processus anammox , la physiologie des bactéries OAM

restant peu connue car aucune souche (ou consortium) n’est actuellement disponible en culture.
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Figure S. 50 : Voie biochimique possible pour le processus anammox conduisant & la production de ® N, a
partir d’un substrat (ammonium ou nitrite ®N-marqués). Dans ce modéle, la force proton-motrice est
générée par lamembrane del’anammoxosome via la sépar ation des char ges.
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Figure S. 51: Positionnement phylogénétique des Planctomycetes impliquées dans le processus anammox.
D’apreés Strous et Jetten 2004.
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alis LES BACTERIES ANAMMOX appartiennent a trois gentes "Candidatus Brocadia" (Strous et al. 1999),

"Candidatus Kuenenia "(Egli et al. 2001, Fujii et al 2002, Schmid et al. 2003),"Candidatus
Scalindua" (Kuypers et al. 2003, Strous et al. 1999) constituant un groupe monophylétique affilié
aux Planctomycetales (Figure S.51). Les distances phylogénétiques entre les différentes especes sont
néanmoins importantes. Ainsi, les especes des genres "Candidatus Scalindua " et " Candidatus
Brocadia" présentent seulement 85% d’identité de séquences ARNr16S et pourraient étre la
conséquence d’une évolution rapide et d’une origine évolutive précoce du phylum des
Planctomycetales (Strous et Jetten 2004). Les différentes especes exhibent un métabolisme identique
et présentent une ultrastructure similaire, caractérisée par la présence d’'un anammoxosome (Figure
S. 50). La voie de fixation du CO, via 'oxydation anaérobie de 'ammonium. est encore inconnue
mais conduit 2 un fractionnement du carbone (8"°C -24 a -50%o par rapport au bicarbonate). La
voie des pentoses phosphates ou de réduction de I'acétyl-CoA apparaissent néanmoins les plus
probables (Schmid ez al. 2003) et oxydation des nitrites en nitrates fournirait les électrons

nécessaires a la fixation du CO, (Van de Graaf et al. 1997a et b).

wlis CONSORTIA OAM : Les Archaea impliquées dans le processus OAM sont positionnées au sein de

deux groupes paraphylétiques de bactéries méthanogenes (Figure S. 52, S. 53a). Le groupe ANME-

2 est affilié aux méthanogenes acétoclastiques Methanosarcina, et le groupe ANME-1 se positionne
entre les méthanogenes acétoclastes et non acétoclastes. Sur la base de leurs séquences ADNr16S,
ces deux groupes présentent approximativement 81% d’identité (Hallam er al. 2003, Orphan et
al. 2002), indiquant que les Archaea méthanogenes réalisant OAM pourraient présenter différents
phénotypes et que la capacité d’inverser la méthanogéneése a pu évoluer a partir de la
méthanogénese (ou inversement!), (Strous et Jetten 2004). L’identification d’Archaea
méthanogeénes opérant en inverse et de bactéries sulfato-réductrices comme les acteurs de ce
processus, suggere que les voies métaboliques connues de la sulfato-réduction et de la
méthanogénese sont impliquées. Les premieres études de génomique environnementale (Hallam
et al. 2003) confirment cette hypothese, ainsi la Méthyl coenzyme M réductase qui catalyse I’étape
terminale de la méthanogénése est probablement impliquée dans la premicre étape de OAM. Ces
observations suggerent que les voies métaboliques de OAM peuvent étre partiellement les mémes
que celles de la méthanogéneése, a 'exception de I’étape d’activation du méthane (Strous et Jetten
2004).

Les sulfato-réductrices syntrophes des Arhaea ANME1 et ANMEZ2 sont majoritairement affiliées
a la sub-division delta-Proteobacteria (Figure S.53b) et plus particuliecrement a Tordre des

Desulfosarcinales (Orphan et al. 2001b). Les génes codant pour la sulfite-réductase des populations
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de BSR présentes au niveau de la transition sulfate-méthane forment un groupe séparé des genes
des BSR cultivées (Thomsen et al. 2001). Ces observations couplées aux séquences ARNr16S
suggerent que si les voies métaboliques peuvent étre identiques, la sulfato-réduction dans le

processus OAM pourrait étre réalisée par des bactéries spécialisées (Strous et Jetten 2004).

CH,
\4
CH3-S-CoM
v p 26 0 SO
8 b 26y
CHz-MP } o 2
v > 2 § 6e =%
CH>-MP ) s > v
v » 2¢ 3 HS
COH-MF . X!
v » 2¢e >
CO;
s
2
x
Méthanogeéne inverse
X (m)

J= -D (d[X]/dX) Sulfato-réductrice

FigureS. 54: Voie biochimique possible pour le processus d’oxydation anaérobie du méthane. La
méthanogeéne opérant en inver se cede les électrons a I’ accepteur intermédiaire d’éectrons, qui est utilisé
par laBSR. La premiéreloi de diffusion de Fick postule qu’un gradient de concentration de |’ accepteur
intermédiaire d’'électrons peut exister entre les deux organismes partenaires. Ce gradient limite
I’efficience thermodynamique et cinétique du processus global. CoM : coenzyme M, MP:
méthanoptérine, MF : méhanofurane.

Une question clé dans le processus OAM est I'identification du composé échangé entre les
Abrchaea et les BSR ("navette électronique”, Figure S. 54). Le formate (Setensen et al. 2001) et
Pacétate (Valentine 2002) sont des métabolites candidats potentiels. L’implication de différents
accepteurs intermédiaires d’électrons pourrait expliquer la différentiation des niches écologiques
des Archaea impliquées dans OAM (ANME-1, ANME-2, Strous et Jetten 2004). Orphan et al.
(2003) ont, quant a eux, mis en évidence que les lipides des Arhaea OAM sont plus appauvris en
PC que ceux des BSR. Ces résultats indiqueraient que les BSR utilisent le CO, comme source de
carbone et non un accepteur d’¢électrons organique intermédiaire dérivant du méthane appauvri.
Les recherches sur le processus OAM s’orientent vers des essais d’activités 7z vitro via des
enrichissements en bioréacteurs (Nauhaus et al. 2002) et le premier enrichissement partiel OAM
a été obtenu (Girguis et al. 2003). Cependant, si ensemble des études s’oriente actuellement sur

un consortium syntrophique impliquant une Amwbaea méthanogene et une bactérie sulfato-
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réductrice, il ne peut étre exclu quun microorganisme méthanotrophe (ex : une bactérie sulfato-

réductrice) soit capable de réaliser seul ce processus oxydatif (Strous et Jetten 2004).

I11.A.3. Conclusions

La biodiversité des organismes OAM et anammox s’étendra certainement avec ’étude de
nouveaux habitats et il sera intéressant de voir si cette diversité contribuera a une extension des
groupes connus ou si de nouveaux groupes de bactéries OAM et anammox pourront étre révélés.
11 apparait désormais que ces deux processus sont quantitativement importants dans le cycle global
des ¢éléments (75% de I'oxydation du méthane dans les écosystéme sédimentaires marins et 30 a
50% de I'oxydation de 'ammonium), bien qu’ils soient restés longtemps insoupgonnés et que les
premieres évidences aient soulevé un fort scepticisme de la communauté scientifique. Si le dogme
de l'inertie du méthane et de 'ammonium en conditions anoxiques a pu étre franchi, cette histoire
permettra peut étre de désacraliser d’autres paradigmes, et stimulera peut étre des recherches sur
des voies métaboliques impliquant des composés "atypiques", permettant la mise en évidence de
nouvelles voies métaboliques microbiennes. Des possibilités prometteuses s’orientent vers le
couplage de OAM avec les nitrates et ou le Fer (III), ou encore de anammox avec le Fer (III) ou le

Mn (IV) (Strous et Jetten 2004).

III.B. Oxydation anaérobie du fer ferreux (Fell).

111.B.1. Oxydation anaérobie du Fe(Il) par les bactéries phototrophes.

L’oxydation biologique anaérobie du Fe(Il) initialement mise en évidence chez des bactéries
phototrophes anoxygéniques (Widdel er al. 1993), a révélé que le fer ferreux pouvait étre réoxydé
dans les écosystemes anoxiques. Ces bactéries phototrophes ferro-oxydantes ont été isolées de
sédiments marins et lacustres, et sont phylogénétiquement associées a différents genres de
bactéries phototrophes pourpres ou vertes (Ehrenreich et Widdel 1994, Heiseing et Schink
1998, Heiseing et al. 1999, Straub er al. 1999). Le potentiel redox du couple Felll/Fell dans les
environnements bicarbonatés est d’environ +100mV a pH7, celui du photosysteme des bactéries
vertes et pourpres est de +300mV a +450mV (Widdel er al 1993, Clayton et Sistrom 1978),

rendant thermodynamiquement possible 'oxydation du Fe (II) par ces bactéries.

II1.B.2. Oxvdation anaérobie du Fe (II) par les bactéries dénitrifiantes.

L’oxydation anaérobie du Fe (II) peut également se réaliser a 'obscurité, vza les nitrates comme

accepteurs finaux d’électrons (Straub et Buchholz-Cleven 1998, Benz er al. 1998). A pH7, tous
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les couples redox des formes successives apparaissant dans la dénitrification présentent des valeurs
plus positives (valeurs de E’;: NO, /NO, : +430mV, NO, /NO:+350mV, NO/N,O :+1180mV,
N,O/N,: +1350mV, Straub et al 2001 d’aprés Thauer et al 1977) que celle du couple
Fe(Ill)/Fe(Il) et constitue donc des accepteurs d’électrons favorables pour 'oxydation du fer. La
ferrihydrite’ issu de cette réoxydation anaérobie constitue un excellent accepteur d’électrons pour
la réduction dissimilatrice du Fe (III) (Straub er al 1998). L’oxydation anaérobie du Fe(Il) vz la
réduction des nitrates ne restreint pas ce processus aux zones photiques et ce dernier est
probablement plus important a Péchelle globale que l'oxydation anaérobie du Fe(Il) par les
bactéries phototrophes (Straub er al 2001). Il pourrait ainsi significativement contribuer aux flux
d’électrons dans les environnements anoxiques et a I'importance écologique des bactéries ferro-

réductrices.

IV- AUTRES POTENTIALITES METABOLIQUES DES BACTERIES ANAEROBIES : UTILISATION ET
DEGRADATION DE COMPOSES AROMATIQUES.

Environ 25 % de la biomasse terrestre est composée de molécules, d’origines naturelles
(lignine) ou anthropiques (composés xénobiotiques), comprenant un noyau benzénique comme
principal composant structural (Gibson et Harwood 2002). Le recyclage de nouvelles structures
moléculaires, résultantes des activités humaines, pose des défis majeurs aux communautés
microbiennes et il apparait que la plupart de ces composés trouvent leurs voies de dégradation
dans les sédiments anaérobies (Gibson et Harwood 2002). Notre connaissance des processus de
biodégradation des composés aromatiques dans les environnements anoxiques s’est
considérablement accrue durant la derniére décennie, résultant notamment de lisolement de
souches microbiennes capables de dégrader des composés aromatiques. Ces isolats ont permis des
analyses physiologiques, biochimiques et de génétique moléculaire détaillées. Plusieurs facteurs ont
facilité ces isolements, notamment la mise en évidence qu’une plus large gamme d’accepteurs
terminaux d’électrons qu’initialement envisagée pouvait ctre utilisée dans les processus de
respiration anaérobie. Si I'utilisation des nitrates, et des sulfates était connue depuis longtemps,
I'importance écologique de la réduction dissimilatrice du Fe(IlI) et de la respiration chlorate n’a été
que récemment révélée. De nombreuses publications sont parues sur les différents aspects,
notamment biochimiques, de lutilisation des composés aromatiques dans les métabolismes
microbiens anaérobies (Harwwod et al. 1999, Heider et Fuchs 1997, 1999, Lovley 1997b, 2000,

Schink et al. 2000, Widdel et Rabus 2001), et dans cette section ne sera abordée que lutilisation

s Ferrihydrite : 5Fe203.9H20 : composés présentant une oxydation complete du fer, mal cristallisé, sa structure se
caractérise par la présence de nombreuses lacunes de fer. Présente une ressemblance avec ’hématite.
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des composés aromatiques monocycliques comme accepteurs finaux ou intermédiaires ("navettes")

d’électrons et comme sources de carbone et/ou d’énergie.

IV.A. Composés aromatiques comme accepteurs terminaux ou intermédiaires d’électrons.

L’utilisation de composés aromatiques substitués comme accepteurs finaux d’électrons par
certains microorganismes anaérobies, conduit a des modifications des substituants (Figure S. 55)
sans perturbation du noyau benzénique. Certains composés aromatiques, comme les quinones
extracellulaires, peuvent également servir d’accepteurs d’électrons intermédiaires ("navettes") et
étre impliquées dans le transfert d’électrons depuis la chaine respiratoire d’un organisme jusqu’a un
accepteur d’électrons insoluble ou a un autre microorganisme (Lovley ez al 1999). L'implication
des quinones comme accepteurs intermédiaires d’électrons a été abordé précédemment (exemple
du role des substances humiques dans la réduction dissimilatrice du Fe (III)), et ne sera abordé

dans ce paragraphe que le processus de déhalogénation réductive.

O OH
(C Hjnj\ P B-Oxidation
Ester Hydrolysis 0 E
N
.

(] =—— Reductive dehalogenation

Reduction to
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N = x ~ ety 1l o sthvlaii
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FigureS. 55 : Principales attaques des substituants de noyaux ar omatiques catalysées par des micr oor ganismes.
(D’apreés Gibson et Harwood 2002).

La contamination chronique par des composés halogénés issus des activités industrielles a conduit
a des ¢études intensives sur leur dégradation dans les environnements anoxiques. Ces dernicres ont
révélé que les déhalogénations réductives de composés aromatiques et aliphatiques se réalisaient
rapidement dans les sédiments anaérobies (Wiegel et Wu 2000), et de nombreuses bactéries
anaérobies strictes ou facultatives catalysant ces réactions ont été isolées en culture (Holliger et al.
1999). Les potentialités cataboliques de ces bactéries sont néanmoins plus performantes avec
d’autres accepteurs d’électrons comme les nitrates ou les sulfates. Cependant, l'utilisation des
composés halogénés est favorisée par la présence de composés carbonés faiblement réduits,
comme l'acétate ou le lactate, mais également par la faible disponibilité des autres accepteurs

d’électrons (Gibson et Harwood 2002). Par exemple, Desulfitobactrium frappier: réalise une
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¥ 2[H t
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cH, COOH OrH LOH
BssABC
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BenzoylCod Benzod-
Succinyl COA 2 arhoxsymeth-
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2[H] Fhendpropionyl-Cad,
NAD

Figure S. 56 : Métabolisme anaér obie du toluéne.
(http://lwww.biologie.unifreiburg.de/data/bio2/fuchs/For schungJohannHeider .htm)
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respiration chlorate sur une large gamme de chlorobenzoates aromatiques ou de phénols, mais est
également capable d’utiliser des accepteurs d’électrons comme les sulfites, les thiosulfates ou les

nitrates lorsque la source de carbone est le pyruvate (Bouchard et al. 1996).

IV.B. Utilisation des Composés aromatiques comme sources d’énergie ou de carbone (Annexe 1).

Les microorganismes capables d’utiliser les composés aromatiques comme sources de
carbone ou d’énergie, en conditions anaérobies, sont largement distribués au sein du domaine des
Eubacteria, cependant jusqu'a tres récemment aucune Arhaea présentant cette capacité n’avait été
décrite. En 2001 le groupe de Derek Lovley a mis en évidence 'oxydation par Ferroglobus placidus,
Archaea hyper thermophile anaérobie stricte, de composés aromatiques couplée a la réduction du
Fe(II). La minéralisation compléte des molécules aromatiques en conditions anoxiques apparait
étre un trait phénotypique spécifique des procaryotes (Harwood et Gibson 1997), bien que
certains champignons puissent réaliser des attaques superficielles mais déstructurantes sur ces
molécules complexes. Comme pour les composés halogénés, la toxicité potentielle et la large
distribution des composés hydrocarbonés aromatiques a conduit a une multiplication des études
sur leurs dégradations. La stratégie utilisée par les bactéries anaérobies, de différents types
physiologiques, pour la dégradation de composés mono aromatique (benzene, tolucne,
¢thylbenzene et xylene, Heider et al. 1999) implique une attaque initiale consistant a les convertir
en benzoyl-CoA (Figure S. 56). Dans les environnements naturels contaminés (sols, aquiféeres...),
la dégradation du benzéne est couplée a la réduction du Fe (III), des nitrates ou des sulfates
(Anderson et Lovley 2000, Heider et al. 1999). Coates er al. (2001) ont notamment mis en
évidence la capacité de deux souches de Dechloromonas a croitre sur le benzéne comme seule source

de carbone lorsque les nitrates étaient ajoutés comme accepteur final d’électrons.
IV.C. Remarques

Les potentialités de dégradation anaérobie de composés aromatiques (incluant des
xénobiotiques) par les microorganismes est désormais mieux connue, et I'isolement en culture pure
de microbes métaboliquement divers catalysant ces dégradations a pu servir de base a I’étude des
voies enzymatiques impliquées dans ces dégradations. Comprendre comment l'acquisition et
l'utilisation des voies de dégradation des composés aromatiques contribuent au succes de
I'organisme dans I'environnement biologique et physique dans lequel il vit est un défi intéressant
(Gibson et Harwood 2002). En effet, a exception de certaines halo-réspirations, les composés
aromatiques sont les substrats énergétiquement les moins favorables pour les anaérobies et les

enzymes de décradation ne sont inductibles que dans des conditions appropriées. I.’acceés aux
y de dégradati t inductibles que dans d diti iées. I
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génomes complets de ces microorganismes, permettra d‘apprécier I'expression différentielle des
enzymes impliquées (2@ des puces métaboliques) en réponse aux modifications
environnementales. Ces développements techniques pourront avoir une influence majeure sur
notre compréhension de la dégradation des composés aromatiques en anaérobie, ainsi que sur

notre capacité a utiliser ces processus naturels a des fins bénéfiques pour ’homme.

O4=~

| IR #|
Ty Y
Unsaturated zone

Groundwater
S0,2"

% NO3™
i

2
Contaminant Methanogenic Fe{lll -reducing
source CH, @ o, ]
@ o co, \._.__#" Aerobic
Fe(l)”™ ™ Fequ)
ake s L
e, _ 0, 7 A

Direction of groundwater flow

Y

FigureS. 57: Processus microbiens dans un aquifére contaminé par des hydrocarbones (pétrole). L’ oxygéene
inhibe I'activité des anaérobies mais n’est disponible que dans une mince frange de la zone contaminée. En
conditions anoxiques, les anaérobies utilisent des accepteurs d’ électrons comme les nitrates, le Fe(l11), ou les
sulfates pour oxyder le benzéne ou d’autres contaminants. L orsque ces accepteurs d’ électrons sont épuisés, le
processus de méthanogénése intervient permettant de convertir la MO en méthane et CO,. La production de
méthane est ainsi localisée a proximité de la sour ce de contamination. D’ aprés L ovliey 2001.
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IV.D. "Anaerobe to the rescue"

De nombreux environnements contaminés, typiquement les eaux souterraines, présentent
de faibles concentrations en oxygene. Ainsi, le plus ancien processus de Ihistoire du vivant-le
métabolisme microbien sans O,-est montré comme une force potentielle pour résoudre des
problemes trés modernes. Le titre de ce paragraphe, emprunté a D. Lovley (2001), résume, d’une
certaine facon, les attentes et les espoirs que les scientifiques placent dans les capacités
bioremédiatives des microorganismes anaérobies. Jusqu’a tres récemment, 'application pratique
des méthodes de bioremédiation 7z situ étaient focalisées sur les microorganismes aérobies
(Alexander 1999), ces derniers en présence d’oxygene peuvent en effet oxyder les contaminants
organiques en CO,. Cependant, les limites inhérentes de cette approche résultent essentiellement
de Pappauvrissement en O, dans les environnements contaminés (écosysteémes souterrains ou
consommation progressive de 'O, par les microorganismes aérobies jusqu’a épuisement).

En conséquence, lattention sur le réle potentiel des bactéries anaérobies dans les processus de
bioremédiation s’est accrue ces derni¢res années. Ces microorganismes, comme souligné dans les
sections précédentes, sont en effet capables d’oxyder des composés organiques en CO, via

lutilisation d’accepteurs d’électrons comme le Fe (I1I), les nitrates, les sulfates... (Figure S. 57).

o CONTAMINATION PAR LES SOLVANTS CHLORES : Un probleme de bioremédiation particulier est

posé dans les environnements contaminés par des solvants chlorés. Les microorganismes aérobies
ne présentent pas les capacités cataboliques de dégradation des contaminants chlorés classiques
comme le chloroéthene (PCE) ou le trichloroéthéne (TCE) dans les conditions typiquement
rencontrées dans les aquiféres (Lee et al. 1998). Certaines especes de bactéries anaérobies peuvent

utiliser ces composés comme accepteurs finaux d’électrons (en éliminant le substituant Cl) (Lee et

al. 1998).

i CONTAMINATION PAR LES NITRATES : Le role des microorganismes anaérobies peut également

savérer un atout majeur dans les problémes de contamination par les nitrates résultant de

I'utilisation intensive de fertilisants (bactéries dénitrifiantes)

ufin CONTAMINATION PAR LES METAUX (EX: URANIUM, CHROME, COBALT, TECHNETIUM) ET LES

METALLOIDES (EX: SELENIUM, ARSENIC): CE€S COMPOSES sont présents dans les environnements

aérobies sous forme soluble et donc mobile. En conditions anoxiques, les microorganismes
peuvent les réduire en forme insoluble (Lloyd et Lovley 2001). Ces éléments précipités sont donc

"immobilisés", limitant ainsi leur distribution dans les aquiféres et les eaux souterraines.

Page 135



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE : PLACE DES ANAEROBIES AU SEIN DE LA BIOSPHERE

Figure S. 58 : Les communautés microbiennes présentent différentes réponses en regard des contaminations.
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Ces stratégies de bioremédiations anaérobies 7z situ sont prometteuses mais une recherche
substantielle doit étre réalisée pour permettre leurs applications. Afin de caractériser les facteurs
environnementaux conditionnant l'activité bioremédiatrice des microorganismes z situ, il est
essentiel d’identifier les bactéries responsables (Figure S. 58). Les études conduites sur des
aquiferes contaminés ont révélé que les microorganismes impliqués dans les processus de
dégradation des composés hydrocarbonés (Rooney-Varga et al 1999), de déchlorinations
réductives (Fennell er al 2001) et de réduction des métaux (Snoeyenbos-West er al. 2000)
étalent étroitement apparentés a ceux réalisant ces activités en culture pure. Le génome de ces
isolats étant accessible, il pourra étre possible de déterminer les genes impliqués dans ces activités
et ceux permettant a ces microorganismes de proliférer dans ces environnements.

Les informations biochimiques, génomiques, métaboliques couplées aux études géochimiques et
hydrologiques permettront de mieux appréhender les mécanismes impliqués dans lactivité
biorémédiatrice 7z sitn des anaérobies. Ceci permettra certainement d’évaluer le taux d’atténuation
naturel des contaminants et de définir des stratégies rationnelles pour accélérer la dépollution

d’environnements contaminés (Lovley 2001).
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"Le lac Pink atteignait une profondeur de vingt metres et son fond
était recouvert de trois métres de boue. [...] mais en raison méme de
cette profondeur, les eaux de surface ne se mélaient pas aux eaux du
fond. A partir de quinze metres, celles-ci ne bougeaient plus, jamais
remuées, jamais oxygénées, non plus que les vases qui renfermaient
ses dix milles six cents ans d’histoire. Un lac d’apparence normale tout
compte fait, mais recouvrant un second lac perpétuellement stagnant,
sans air, mort, fossile de Uhistoire. "

Fred Vargas, "Sous les vents de Neptune"



PRESENTATION DES SITES D’ETUDES : LE LAC PAVIN

[ERE PARTIE: LE LAC PAVIN

«Ce fut vraisemblablement, a
I’origine un  énorme trou plein d'eau,
perdu dans la forét celtique, a peine
connu de quelques hardis chasseurs qui
ne s en approchaient sans doute gu’ avec
une crainte superstitieuse, car pour ces
imaginations frustres il ne pouvait
qu'étre le s§our de génies sombres et
malfaisants. »

(Le Lac Pavin, Guide du touriste et du naturaliste (A.Eusébio- Directeur de la station limnologique de
Besse).

Méme si ses dimensions modestes ne pouvaient donner la célébrité au Lac Pavin, sa forme, son
site presque unique, son aspect sévere, les légendes farouches dont le parerent, dés lorigine,
I'imagination des hommes, lui ont conféré une primauté incontestée parmi les vingt autres lacs de
la région des Monts Dores. Son nom méme a contribué a son renom: Pavin, Pavens

("Teffrayant™).

I CONTEXTE GEOLOGIQUE

I’Auvergne et d’une facon générale I'ensemble du Massif Central Francais ont été le sicge
d’importantes manifestations volcaniques et volcano-tectoniques au cours de I'ére quaternaire.

Une de ces manifestations a abouti a I’édification de la chaine des Puys.

I.A. La chaine des Puys

La chaine s'est édifiée sur le horst cristallin du plateau des Démes - vers 900 m d'altitude
- séparé de la Limagne sédimentaire a I'Est (altitude moyenne 450 m), par une grande faille-limite.
Elle est la dernicre manifestation d'une longue histoire volcanique du Massif Central. Les
périodes d'activité de la chaine s'échelonnent entre 156000 et 7000 ans cal BP', ce qui en fait
l'ensemble volcanique le plus jeune de France métropolitaine. A la Chaine des Puys au sens strict,
comprenant les édifices situés entre le Puy de I'Enfer au sud et la zone de Beaunit au nord, sur
une trentaine de kilometres, et disposés sur un axe nord-sud, on doit rattacher les prolongements
et satellites contemporains septentrionaux (Chalard, Gour de Tazenat...), occidentaux (vallée de la
Sioule et retombée nord des Monts Dores), orientaux (région de Clermont) et les 4 volcans

méridionaux (Pavin, Montchal, Montcineyre et Estivadoux) (Figure P. 1).

* . , AL s . . . - ’
Structure tectonique haute flanquée de chaque coté par des failles normales limitant des compartiments effondrés
"BP : Before Present
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Figure P.1: La chaine des puys
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Ceux-ci, vieux de 7000 ans seulement, reposent sur des laves plus anciennes a la jonction entre le

Sancy et le Cézallier et sont donc les plus récents de la chaine.

I.B. L’ensemble -Pavin-Montchal- les volcans les plus jeunes du Massif Central (Figure P.2)

L’ensemble Pavin-Montchal, constitué de 4 volcans, est situé au sud de la chalne (annexe
méridionale de la chaine des Puys située a la limite Cézallier-Monts Dores). Le Lac Pavin, a une
altitude de 1197m, est certainement la structure la plus impressionnante de cet ensemble
volcanique. Il occupe une dépression circulaire découpée a l'emporte piece dans des coulées et
pyroclastites’ préexistantes. I s'agit incontestablement, par la jeunesse de ses formes, la profondeur

du lac, la présence de son anneau de bréche’, d'un des plus beau maar du Massif Central.

| e Th
e e Chelx _ﬁ-t-a

Extension Supposée:
------------- - dutuf das Costes
— = — = dusaupoudrage de Montchal
D — - dusaupoudrage de Montcineyre

Courbies isopaques de la nuée
trachylique ponceuse du
pavin{épaksseur an métres)

05 m

Yolcanisme holocéne de la région de Besss

Figure P.2. L’ensemble Pavin-Montchal

: Pyroclastites : toche formée par 'accumulation de débtis volcaniques éjectés (projections).
§ Bréche : terme trés général désignant toutes les roches pyroclastiques comportant une certaine proportion d'éléments
grossiers, mélés a des éléments fins constituant le ciment (ou matrice).
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La breche qui saupoudre largement le plateau environnant (15 x 6 km) est constituée d'une matrice
cendreuse et d'un mélange hétéroclite de blocs arrachés au substrat: granites et gneiss**,

T montdoriens, vieux basaltes du Cézallier, basaltes récents du Montchal. La

trachyandésites
présence au sein de cette breche de magma juvénile trachytique et de ponces de méme nature ainsi
que le recouvrement général de la breche par ces produits témoigne d'une activité éruptive
contemporaine de l'explosion phréatique. Le volume de 'éruption, consécutive a cette activité
phréato-magmatique, est estimé a 75 millions de m’. Cette éruption est la dernicre de la région.

Elle a pu étre datée par Carbone 14, grace aux tourbicres qui renferment les retombées aériennes

issues de ces éruptions, a 7000 ans BP.

1 - explosion profonde.

2 - colonne explosive
maintenue sous pression dans
un conduit cylindrique.

3 - déferlante basale.

4 - la colonne éruptive s'éleve
verticalement mais son
manchon externe décomprimé
s'écroule, engendrant autour
de l'orifice une déferlante
basale horizontale.

5 - projectiles balistiques.

6 - obstacle (volcan antérieur)
bloquant la progression de la
déferlante.

7 - zone dite "a I'ombre".

Maar : eratére dfexplosions trés viclentes

Figure P. 3 : Formation d’un cratére de maar

" Gneiss : Roches de métamorphisme profond, issues de roches sédimentaires (gres).
T Trachyandésite : communément appelée pierre de Volvic
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II. LE LAC PAVIN : FORMATION GEOLOGIQUE , DONNEES MORPHOMETRIQUES ET
HYDRODYNAMIQUES.

-Superficie : 44 ha

-Profondeur moyenne : 52 m

5% -Profondeur maximale : 92 m

= -Creux du lac: 0,14

% -Volume du lac : 22987000 m3

| -Altitude : 1197 m

. -Localisation : 45°55’ N et 2°54’ E

. .
...............................................................................................................................................

Le Lac Pavin occupe un cratére de 800 m de diametre et de 92 m de profondeur maximale
(52 m de profondeur moyenne). Les lévres du cratére (Tuff-ring™) s’élévent a une trentaine de
metres au-dessus du lac, et sont boisées de pins, de hétres et d’épicéas. La formation du Pavin
résulte de la rencontre de magma et d'une nappe phréatique, entralnant la vaporisation explosive
de l'eau (Figure P. 3). Ce phénomeéne conduit a la formation de crateres d'explosions circulaires de
quelques centaines de meétres de diametre et quelques dizaines de metres de profondeur. Ces
cratéres sont généralement bordés par les produits des explosions qui comprennent des fragments
arrachés du sous-sol et quelquefois du magma frais. Lorsque I'éruption cesse apres la phase maar,
un lac circulaire s'installe dans le cratere (Gour de Tazenat, Lac Pavin...).
L’origine phréato-magmatique du Lac Pavin lui confere des caractéristiques morphométriques
particuliéres. Sa valeur de creux® (0,14) est la plus élevée des lacs du Massif Central (Lac Chauvet
0,09), Godivelle (0,12), Gour de Tazenat (0,11)). En conséquence, les brassages saisonniers
n’affectent que la partie supérieure de la colonne d’eau (le mixolimnion (de 0 a 60m)), la partie
profonde du lac (monimolimnion: 60 a 92m) n’étant jamais mélangée (Figure P. 4b). Cette
originalité confére au Lac Pavin son caractére méromictique unique en France. Les mesures des
teneurs en trittum effectuées entre 1965 et 1996 ont permis de confirmer l'existence d’une
compartimentation particulicre (Alvinerie et al 1966, Camus et al. 1993, Schmid 1997). En
effet, les concentrations en trittum ne sont pas uniformes sur 'ensemble de la colonne d’eau, les
eaux profondes (60-90m) présentant des concentrations plus faibles (8 UT) que les couches

superficielles (0-60m : 27UT).

¥ Tuff-ring : Large cratere plat formé par une éruption phréatomagmatique
8 Creux d’un lac= profondeur maximale/surface 1/2
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La compartimentation du lac est renforcée par la structure trés fermée du bassin versant. Les
parois externes du cratére sont recouvertes de forét, ralentissant le "fetch" du vent. En
conséquence, I’énergie de covariance est considérablement diminuée et 'action homogénéisante du
vent n’est plus suffisante pour assurer le brassage intégral du lac. La stabilit¢é du systeme est
également renforcée par une densité plus grande des eaux du fond, obtenue par une forte
augmentation de la salinité, en dépit de la 1égere remontée de température (plus d’un degré

environ, Figure P. 4a).

Les volumes du mixolimnion et du monimolimnion sont respectivement de 18.10° et 5.10° m’
(Viollier et al 1997). Le bilan hydrique étant négatif (entrées : 1700 m’;j", sorties : 3700 m’,j”,
Viollier er al. 1997, Tableau P. 1), certains auteurs ont suggéré I'existence de sources sous-
lacustres (Martin 1985, Camus et al 1993). Cependant, les arrivées de ces sources ne sont pas
encore clairement identifiées. Considérant le contexte volcanique dans lequel se situe le Lac Pavin,
il n’est pas exclu qu’une partie de ces apports sous lacustres soit de type eau minérale gazeuse
(Assayag 2003).

Le temps de résidence des eaux du mixolimnion est estimé entre 8 et 10 ans (taux de
renouvellement moyen de 0,09%.an"), 300 ans pour le monimolimnion (soit un taux de

renouvellement moyen de 0,005%.an"', Assayag 2003). Ces données soulignent a nouveau la

stabilité de la strate profonde.

ENTREES SORTIES
P Sources, . Exutoire
Précipitations Ruissellements Sources sous lacustres Evaporation (Couze Pavin)
Viollier et al. 1997 18 12 23 8 45
Schmid 1997 20 33 10 8 55
Aeschbach-Hertig et al.
1999 ) 23 35 ) )
Dans le mixolimnion Dansle
Michard et al. monimolimnion
. i 18 12 8 452
(Données non publiées) 23 0.2

Tableau P. 1. Bilan hydrique du Lac Pavin (en ls), établi par différents auteurs. Bilan hydrique= (Précipitations
+Ruissellement+Infiltration)-(Evapotranspiration potentielle+exutoire).

*kk
Fetch : Course du vent, c’est a dire la distance parcourue par ce dernier sans rencontrer d’obstacles.
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Conductivité spécifique (en pS.cm™)
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Figure P. 4: (a) Profil de température et de pH mesurée au point central du Lac Pavin en mai 2002
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I11. PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES DELIMITANT LES DIFFERENTES STRATES DE LA
COLONNE D’EAU.

Sur la base de criteres physico-chimiques (Température, Conductivité, Oxygene dissous), la

colonne d’eau du Lac Pavin peut étre divisée en différentes strates (Figure P. 4 et P. 5).

Le profil de température définit trois zones: le métalimnion (ou thermocline™) qui délimite
I’épilimnion (zone supérieure) et ’hypolimnion (entre 22 et 60 m). Cette dernicre zone présente
une température proche de la température de densité maximale de I'eau (4°C). Ces trois strates
constituent le mixolimnion soumis aux brassages printanier et automnal (lac dimictique). Entre le
mixolimnion et la zone profonde (sub-chémocline) est localisée la chémocline. Cette zone de
transition est marquée par un fort gradient de densité s’opposant aux phénomenes de brassages
verticaux, mais favorisant cependant les mélanges horizontaux. I’ensemble des mesures réalisées
depuis 1964 révele de faibles variations de la localisation de cette zone (Alvinerie et al 1966,
Pelletier 1968, Michard et al Données non publiées). La légere augmentation de la
température observée dans le monimolimnion résulte du flux géothermique diffusant dans ce
milieu "confiné". Le profil des concentrations en oxygene dissous révele un monimolimnion (<60
m) totalement anoxique. Ce dernier n’étant jamais soumis au brassage saisonnier, il constitue donc
une zone anoxique permanente.

IV. EVOLUTION TEMPORELLE DES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES DU MONIMOLIMNION:
HYPOTHESE DU "STEADY STATE".

Le mixolimnion est sujet aux contraintes de forcage météorologiques, et les fluctuations de la
température et de 'intensité lumineuse contraignent la production primaire qui a son tour conduit
a une augmentation du pH et de la concentration en O, dissous. D’autre part des variations de
Pactivité photosynthétique impliquent des évolutions saisonnicres des concentrations en nitrates
(NO,), silice (Si0O,), et phosphates. Par opposition, le monimolimnion est un milieu "confiné",
isolé des contacts avec 'atmosphere. Cet écosysteme tres particulier a tres précocement attiré
Pattention des scientifiques. Les premicres analyses physico-chimiques de la colonne d’eau du Lac
Pavin ont été réalisées en 1892 par Duparc et Delebecque (Delebecque 1898, Olivier 1939,
1952). Depuis de nombreux auteurs se sont intéressés a lorigine et a Iévolution du
monimolimnion de ce lac (Pelletier 1968, Meybeck et al 1975, Michard et al. 1994, Viollier et
al. 1995, 1997, Aeschbach-Hertig 1999). Trente années de données géochimiques et physico-
chimiques, acquises notamment par le Laboratoire de Géochimie des Eaux (LGE, Paris VII,

Michard et al. Données non publiées),

" Thermocline : plan horizontal présentant le plus fort gradient de température
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révelent que cette strate profonde présente une composition constante d’une année sur lautre.
Ainsi les variations spatio-temporelles des parametres physiques (température, pH, alcalinité,
conductivité...) et des concentrations en éléments conservatifs (ex : Na, Cl) ou réactifs (ex : Fe,
Mn) sont tres faibles a échelle du metre. Ces observations suggerent que le monimolimnion du
Lac Pavin est en état stationnaire ou état de "steady state" (Aeschbag-Hertig er al 1999,

Michard et al. Données non publiées).

V. DONNEES _ BIBLIOGRAPHIQUES SUR LES COMMUNAUTES MICROBIENNES DU
MONIMOLIMNION DU LAC PAVIN.

De nombreuses données physico-chimiques et géochimiques sur le monimolimnion du Lac
Pavin sont accessibles. Cependant, les données biologiques sont, a notre connaissance, réduites a
deux études: Champiat 1976, ct, Amblard et Restituito 1983 qui se sont essentiellement
concentrées sut 'origine biogénique et/ou tellurique de ’'H,S présent au niveau de la chémocline.
Un suivi spatio-temporel des densités bactériennes (dénombrement en milieu liquide et dosage des
nucléotides adényliques) par Champiat (1976) a révélé que ces derniéres étaient inférieures a 107
cellules.ml” dans la zone anoxique (2 I'exception des mois de aofit et septembre, pour lesquels les
densités sont proches de 10°). Cet auteur observe également que les bactéries sulfato-réductrices
"sont inexistantes ou en trés faibles quantités" (les densités observées ne dépassaient pas 10
cell.ml™), et conclue donc a une origine tellurique de I'H,S.

En 1983, Amblard et Restituito observent une évolution importante des concentrations en
nucléotides adényliques entre -56 m et -62 m (zone de concentration maximale en H,S) qui
n’apparaissent pas liées au développement algal. Ces auteurs émettent ’hypothese d’un
développement préférentiel, dans cette zone, de populations bactériennes, et suggerent ainsi que
I’H,S du Lac Pavin est lié pour partie a un métabolisme bactérien non photosynthétique.

Depuis ces deux études, le "mystere" des communautés microbiennes de la zone anoxique du Lac
Pavin est resté entier. I.’évolution des outils microbiologiques et moléculaires peut actuellement
permettre de caractériser plus précisément la structure, 'abondance, la diversité de ces populations
anaérobies. D’autre part, 'éventail de données physico-chimiques et géochimiques acquises par
différentes équipes, notamment par le LGE, permet d’émettre un certain nombre d’hypothéses
quant a limplication de la fraction procaryotique dans les cycles biogéochimiques de cet

écosysteme.
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I’étude des communautés microbiennes anaérobies a été conduite dans cette étude sur le
monimolimnion du Lac Pavin. Aussi, la section suivante sera essentiellement consacrée aux

caractéristiques de cette zone.

VI. COMPOSITION PHYSICO-CHIMIQUE DU MONIMOLIMNION ET HYPOTHESES SUR LES
CYCLES BIOGEOCHIMIQUES.

Compte tenu de I’hypothese de "steady state" proposée par 'Equipe du LGE, nous avons
considéré que Iévolution temporelle des différents paramétres physico-chimiques du
monimolimnion était trés faible. Les hypotheses sur 'implication de la fraction procaryotique dans
les cycles biogéochimiques, qui ont guidé notre étude, s’appuient sur des données acquises par
cette équipe et antérieures a notre étude.

Les différents profils présentés ci-dessous ont été établis a partir de données du LGE. Cette équipe
a décrit de fagon quasi exhaustive I’évolution des éléments majoritaires et des éléments traces dans
cette zone profonde (30 années d’étude), cependant ne seront repris ici que les données relatives

aux ¢léments d’intérét pour le travail conduit sur les communautés microbiennes anaérobies.

VIL.A. Evolution verticale des éléments inorganiques dissous majoritaires.

La transition entre la couche supérieure et la zone profonde (monimolimnion) située vers
60 m se caractérise par une brusque variation des caractéristiques physico-chimiques. En traversant
la chémocline, la concentration des composés a Iétat réduit augmente : Fe**, Mn?**, sulfures,
ammonium, mais également les composés alcalins™ et alcalino-terreux™ et plus généralement de
tous les ¢éléments, y compris ceux a I’état de traces (Michard er al. Données non publiées) ;

parallelement, les composés oxydés (0,, sulfate, nitrate, antimoine) disparaissent (Figure P. 6).

i N et P (Figure P. 6. A) : Les concentrations en ammonium et phosphate sont élevées dans
le monimolimnion suggérant que ces ¢éléments ne sont pas des facteurs limitant la croissance
microbienne. L’enrichissement en ammonium dans le monimolimnion pourrait étre attribué aux
processus de dénitrification et d’ammonification. Le diagramme de mélange (Michard et al
données non publiées) met en évidence que cet élément n’est pas conservatif mais est
consommé dans ce monimolimnion. Les concentrations en azote moléculaire (Figure P.13)
augmentent également dans cette zone mais les nitrates et nitrites en sont absents. La distribution

du phosphore est particulicrement influencée par le cycle du fer, en effet, les oxydes de fer se

#t Alcalins : élément chimique de la premiere colonne du tableau périodique des éléments (ex : Na, P)
88§ Alcalino-terreux : élément chimique de la seconde colonne du tableau périodique des éléments (ex : Mg, Ca)
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Figure P.7: Evolution des concentrations en Fer et Manganese dissous (A) et dans la phase particulaire (I5) (la
limite entre particulaire et dissous est conventionnellement 0,45pm). Données du Laboratoire de Géochimie des
Eaux Paris VII).
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complexent avec le phosphate (protovivianite) et conduisent ainsi a une séquestration du

phosphore dans les eaux profondes.

i Fe et Mn (Figure P.7): La forte réactivité du fer rend la chimie de cet élément complexe.

Le cycle du fer, dénommé "roue du fer", est composé de deux étapes principales : oxydation en
Fe(II) et réduction en Fe(Il). Les fortes concentrations en Fe(I) dissous dans le monimolimnion
entraine une diffusion de ce composé vers le mixolimnion. En présence d’O,, 'oxydation du fer
est tres rapide, et le Fe(Il) est completement oxydé avant d’atteindre 55 m. Le fer oxydé (Felll)
sous forme particulaire précipite alors dans le monimolimnion ou il sera a nouveau réduit en
Fe(II). Les oxydes de fer formés au dessus de la chémocline se complexent avec le phosphore
conduisant a une transformation partielle en protovivianite. Cette seconde espéce est dissoute au
niveau de l'interface eau-sédiment, pour former des oxyhydroxydes ferriques et de la pyrite (FeS,).
Ainsi, dans le lac Pavin, le fer particulaire est essentiellement présent sous forme d’oxyde de
Fe(I) a 55 m, de phosphate de Fer (protovivianite) et de pyrite a 85 m et dans le sédiment
(Michard et al. Données non publiées).

Si des similarités entre le cycle du fer et du manganese ont été notées depuis longtemps (Stumm et
Moris 1967, Michard 1971), c’est au niveau de la transition zone oxydée/zone anoxique que
s’expriment des différences entre le comportement de ces deux composés (Figure P. 8). En effet,
le manganése présente des cinétiques d’oxydation et de réduction inverses de celles du fer.
oxydation du fer est tres rapide alors que celle du manganese est lente (le Mn est oxydé au dessus
de 55 m). Par opposition, la réduction du manganése en condition anoxique est rapide, celle du fer
est lente. Le fer particulaire présente ainsi de fortes concentrations a 57,5 m (juste au dessus de
Pinterface oxydée/anoxique), le manganése particulaire exhibe quant a lui des concentrations
maximales a 55 m. ’indépendance des phases solides du Mn et du Fe a été observée par Fortier
(1993) et par Michard et al. (Données non publiées).

D’autre part I'observation, a ces profondeurs, d’agrégats bactériens, suggere I'implication d’une
fraction bactérienne dans I'oxydation du Fe(Il) et du Mn(II) (Jaquet et al 1982). Au vu des des
modélisations réalisées par le LGE, les fortes concentrations en Fe(Il) observées dans le
monimolimnion (>1mM), Figure P.7), ne peuvent pas étre expliquées par les seuls processus
géochimiques. D’autre part, le Fe(III) étant oxydant majeur du monimolimnion, 'implication de

cet élément dans des processus biogéniques apparait réaliste (Figure P.9).
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Figure P.9: Proposition de cycle pour le fer dans la colonne d’eau du Lac Pavin impliquant des
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dans les processus d’oxydation et de réduction du Fe restant a déterminer.
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i S (Figure P.6): La détermination de l'origine de la couche d’H,S présente au niveau de la
chémocline a suscité 'intérét des géochimistes aussi bien que des biologistes. Dans le mixolimnion,
la concentration des ions sulfate qui représentent la seule espece soufrée varie entre 15 et 17uM
(Michard et al. Données non publiées). Une disparition des ions sulfates concomitante a une
augmentation des concentrations en H,S est observée dans la chémocline. Des concentrations
maximales en thiosulfate (S,0,%), métabolite intermédiaire dans le processus de sulfato-réduction,
ont également été notées dans cette chémocline (Millero 1991). Ces observations complémentaires
vont dans le sens des hypotheses de Amblard et Restituito (1983) suggérant une implication de
microorganismes sulfato-réducteurs dans la production d’H,S dans le monimolimnion du Lac
Pavin. Le soufre est également présent sous forme particulaire dans cette zone profonde. En effet,
des analyses en microscopie électronique a balayage (Figure P.10, Michard et al. Données non

publiées) révelent des quantités importantes de framboides de pyrite (FeS,).

VI.B. Carbone Organique Total, Catbone Inorganique Total dissous, CO2, CH4

sofokok

Dans le mixolimnion, les concentrations en Carbone Organique Dissous (COD , Figure
P.11) déterminées par Viollier et al 1995) sont faibles (15 a 80 uM), typiques d’un lac
oligomésotrophe (Thurman 1985). Ces concentrations augmentent dans le monimolimnion (>360
uM), et, contrairement aux autres éléments majeurs dissous, le gradient de COD n’est pas présent
dans la chémocline mais a P'interface eau/sédiment (zone néphéloide). Le diagramme de mélange
(Figure P.12) révele que ce COD est consommé dans le monimolimnion (consommation,
complexation, agglomération). Si les concentrations élevées en COD dans le monimolimnion,
suggerent que ce dernier n’est pas limitant pour lactivité des communautés microbiennes, la
composition de cette fraction carbonée reste néanmoins inconnue.
L’absence de brassage du monimolimnion conduit a une accumulation de CO, (produit final de la
dégradation de la MO, Figure P.13). En conséquence, les concentrations en Carbone Inorganique
Total Dissous' (CITD) augmentent a partir de 60 m (Figure P.15). Aeschbag-Hertig et al
(1999) estiment que 78% du CO, serait d’origine magmatique (11.5 mmol.l" soit 50.10° moles au
total). Une datation au carbone 14 réalisée en juin 1998 révele une activité de 36% en carbone
moderne (Assayag 2003). La modélisation (logiciel AQUASIM) permet d’estimer que 1/3 du
carbone serait d’origine biogénique, 2/3 d’origine magmatique (Assayag 2003). L’accumulation de
gaz carbonique d’origine biogénique ou endogene dans le monimolimnion du Lac Pavin peut

soulever un certain nombre de questions quand a un risque potentiel d’éruption gazeuse. En effet,

*h Kk

COD : carbone lié aux molécules organiques dont la taille est inférieure au seuil de coupure du filtre utilisé (en
%énéral 0.45 ou 0.22pum)
" CITD= (H,CO3) + (HCO5) + (CO52)
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a la suite des catastrophes de 1979 (Indonésie) et de 1984 et 1986 (Lac Monoum et Nyos,
Cameroun), "le phénoméne d’éruption gazeuse carbonique est devenu un risque naturel mortel a
prendre en considération " (Camus et al. 1993). Cependant, la pression totale de gaz (CH,, CO,,
N,) a 85 m est estimée a 3,0 bars par Schmid (1997). Les valeurs correspondantes a 70 m sont
respectivement de 2,3 et 2,2 bars. Ces pressions sont trop faibles pour envisager un risque
imminent de dégazage spontané (le CO, commence a dégazer a une pression de 10 bars, pression
qui sera atteinte dans 400 000 ans, Assayag 2003). Néanmoins, le risque d’explosion
hydrothermale (libération brutale de CO, résultante d’une ouverture accidentelle (forage) ou
naturelle (activité sismique) du gisement, ex : éruption de Dieng 1979) et le risque volcanique (ex :

Lac Nyos 19806) ne sont pas exclus (Assayag 2003).

Concentration en gaz en umol.l-1

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
65
| mCH4 Figure P.13: Evolution des
T mxCo2 concentrations en CO; ((H2CO3) +
E 70 ] @ N2 (HCO3‘) + (C032‘)), CH4 et Nz
s dans la colonne d’eau anoxique du
5 77 ' | Lac Pavin. D’aprés Michard er al
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=]
- l
87 ]

Afin de retracer les processus physico-chimiques et de discriminer les sources de carbone, les
équipes du LGE et du LGIS (Paris VII/IPGP, Assayag 2003) ont couplé, les analyses de CITD et

des mesures isotopiquesﬁtt du carbone (Figure P.14, P.15). Les profils 8C de novembre et de mai

(Figure P.15) sont parfaitement superposables dans le monimolimnon du Lac Pavin suggérant que
cette zone profonde n’est pas affectée par les variations saisonnicres observables dans la partie
supérieure du lac. L’activité photosynthétique (0-20 m) plus intense en mai conduit a un
enrichissement de I’eau en C par rapport a novembre. Entre 20 et 60 m les processus biologiques
sont dominés par lactivité de dégradation de la maticre organique conduisant a un

: 13
appauvrissement en ~C.

i

Isotopes= Eléments chimiques possédant le méme nombre de protons (méme numéro atomique) mais un
nombre de neutrons différents (masse atomique différente).
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Figure P.16 : 613C vs CIT.
D’apres N. Assayag 2003
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La détermination du rapport 8’ C=f (1/CITD) permet de visualiser les mélanges au sein du lac
(Figure P.16). Il apparait que les profondeurs localisées a 58 m et entre 67,5 et 70 m présentent des
8"C (CITD) plus faibles que les autres profondeurs car ces points sont plus éloignés du modéle
théorique (Assayag 2003). Une hypothése pouvant expliquer cet appauvrissement en “C serait
Iexistence d’un processus d’oxydation anaérobie du CH, (Uoxydation de ce composé conduisant a
un 8°C trés appauvri). Cette hypothése est renforcée par 'observation des profils CH,. Si
I'accumulation de CH, dans la zone anoxique suggere que la méthanogenese est un processus
biogénique dominant (Figure P. 13), cet élément n’apparait pas cependant pas inerte dans cette
zone. En effet, le diagramme de mélange CH,=f(Na) rév¢lent deux ruptures de pentes : une située
a une profondeur de 58 m, la seconde entre 67,5 et 70 m (Figure P.17). Ces ruptures de pente
indiquent que le méthane est consommé dans cette zone anoxique et sont bien corrélées avec

appauvrissement en 8"°C observé a ces profondeurs (Assayag 2003).

CH4/Na

CH4(umol/L)

Na(pumol/L)

Figure P.17 : Profil CH4=f(Na). Les ruptures de pente révélent que le méthane ne se
comporte pas comme un élément conservatif dans la zone anoxique du Lac Pavin.
D’apres N. Assayag. 2003
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TIEME PARTIE : LE LAC D’AYDAT

Le lac d’Aydat se situe a 25 km au sud-ouest de Clermont-Ferrand dans la partie
méridionale de la chaine des Puys (Figure P.19), a 825 m d’altitude. Il est alimenté dans la partie
sud- ouest par la riviere Veyre qui prend sa source a 7 km en amont du plan d’eau. La surface du
lac est de 60,3 ha, son volume de 4,2x10° m’, sa profondeur moyenne de 7 m avec un maximum de
15,5 m (Figure P.18). Le couvert végétal caractérise la géologie des terrains : les terrains granitiques
et les formations volcaniques anciennes du Mont-Dore sont essentiellement recouvertes de
prairies, alors que les formations volcaniques récentes de la chaine des Puys sont boisées (hétres,
résineux). Ces dernicres passent progressivement a des landes dans la partie nord du bassin, au
voisinage du Puy de la Vache. L’activité humaine autour du lac est essentiellement agricole avec
une tres nette prédominance de I’élevage en amont du lac. A cela s’ajoute le tourisme, relativement
bien développé en période estivale avec 'aménagement d’une base de loisirs sur la rive ouest

(Philippe 1989, Ogier 1999)

Localisation : 2°59’E, 45°40°’N
Altitude : 825m

Supertficie : 60,3 ha

Volume : 4,14X106 m3
Longueur maximale : 1175 m

Largeur maximale : 456m
Profondeur maximale : 15,5m
Profondeur moyenne : 7,4m

Surface du bassin versant 30X100 m?2

Temps de résidence des eaux : 1 an

.
......................................................................................................................................................

Figure P.18 : Principales caractéristiques morphométriques du lac d’Aydat

I CONTEXTE GEOLOGIQUE

Le lac d’Aydat doit son origine au barrage naturel de la vallée de la Veyre par une coulée de
lave issue de I’éruption des volcans jumeaux de la Vache et de Lassolas. I’age de cette coulée a été
estimé a 7650 ans BP 350 (Bouchet, 1987). Le lac repose sur un substratum cristallin
imperméable de granodiorite. Il est limité par les basaltes de la Cheyre de la Vache et de Lassolas
dans sa partie orientale et par des granodiorite dans sa partie méridionale et occidentale (Figure
P.19). La Veyre transite essentiellement sur des roches volcaniques puis sur le socle

granodioritique, en fin de parcours, avant d’atteindre le lac. Les laves présentes sur le bassin sont
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Figure P.19 : Carte géologique du bassin versant du Lac d’Aydat, extrait de la carte géologique au
1/50000 de Veyre-Monton. D’aprés Ogier 1999
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majoritairement des basaltes qui sont des laves massives, gris foncé a noir, caractérisées
macroscopiquement par des phénocristaux de clinopyroxéne' et d’olivine’ auxquels peuvent
s’ajouter du labrador et de la titanomagnétite. Le basalte de la Cheyre d’Aydat contient également

des feldspathoides (néphéline, sodalite) ainsi que la sanidine (Bouchet 1987).

II. CARACTERISTIQUES CHIMIQUES DES EAUX.

Les études de la composition chimique de la masse d’eau du Lac d’Aydat réalisées par le
LGE montrent que le lac d’Aydat est typiquement eutrophe et développe d’avril a octobre un
hypolimnion anoxique. Les résultats de la campagne menée en 1996 (Ogier 1999) soulignent que
le maximum de stratification des eaux était atteint en aout avec une oxycline localisée a 5 m de
profondeur. Cette stratification s’affaiblissant en octobre quand les températures sont plus froides,
pour disparaitre complétement en novembre lors du retournement des eaux du lac. Toute la
colonne d’eau est alors oxygénée. Les profils de concentrations de O,, pH, TCO,, NH,, TPO,,
Fe**, Mn®', et SO,”, dans les eaux stratifiées du lac, montrent combien Ihypolimnion et
I’épilimnion, séparés par la thermocline, sont antinomiques du point de vue de leur composition
chimique (Figure P.20). I’oxygene est en exces dans les eaux de surface tandis quil disparait
totalement dans ’hypolimnion suite a son utilisation lors des processus de minéralisation. Le pH
qui est élevé dans Dépilimnion et faible dans I’hypolimnion, reflete Dactivité biologique.
I’augmentation avec la profondeur des concentrations en TCO,, NH,, et TPO, traduit également
les réactions de minéralisation de la MO. Les profils de Fe** et de Mn®" représentent la dissolution
réductrice des oxydes (Fe(OH); et MnO,) dans les sédiments de fond et la diffusion des especes

réduites Fe’* et Mn*" dans I’hypolimnion anoxique, tandis que SO,” est utilisé par les bactéries

sulfato-réductrices (Ogier 1999).

II1. HYDRODYNAMISME DE LA COLONNE D’EAU

La température des eaux mesurée a différentes profondeurs a été utilisée comme traceur des
échanges verticaux des masses d’eau par Poulin (1996) (Figure P.21, Ogier 1999). Ces données
montrent que le lac d’Aydat est un lac sensus stricto dimictique, cependant comme le remarque
Philippe (1989), la stratification hivernale est si faible que 'on peut considérer que ce lac ne

comporte qu’une période de stratification et qu’il est donc monomictique (Ogier 1999).
p q p q q g

Pyroxene : minéral d’une famille de silicates composant des roches magmatiques et métamorphiques
2 Olivine : minéral de la famille des nésosilicates
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Figure P.20 : Profils de température, O,, pH, TPO4, Fe?*, Mn?* et SO4* dans les eaux du Lac d’Aydat
en aoiit 1996 lorsque la stratification thermique est bien établie. Les concentrations sont exprimées en
mM et les profondeurs en m. Les données ont été acquises par le Laboratoire de Géochimie des Eaux
de Paris VII et sont issues de la theése de Ogier 1999.
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Figure P.21 :Température du lac d’Aydat, enregistrée tous les 2m, de 1,3 m a 13,3 m de profondeur, du 28
septembre 1995 au 18 septembre 1996 (Ogier 1999).
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CHAPITRE I: STRUCTURE, DIVERSITE ET SUCCESSIONS
SPATIO-TEMPORELLES DU BACTERIOPLANCTON DE DEUX BIOTOPES ANAEROBIES

"Many (most ?) of our impressions after microbiology’s first century, dominated as it as by the necessity of
cultivating microorganisms, are based on what could be considered to be observations of rare species maintain
in zoos." Ward (1998)

I. INTRODUCTION GENERALE

Les écologistes microbiens utilisent classiquement le terme de "boite noire" pour qualifier
les communautés microbiennes dans les environnements naturels. En regard de la complexité de
ces dernieres, cette image offre une vision assez réaliste de la difficulté d’appréhender cette
composante. Ainsi, Thomas Brock (1987) a qualifié I’étude de la diversité microbienne de
"Mumbo-Jumbo" et Wilson (1994) a renforcé cette idée en soulignant que la biodiversité
microbienne était inaccessible par des méthodes pratiques de calcul. Collectivement ces deux
assertions posent la question de lutilité et du réalisme d’étudier la biodiversité microbienne
(heureusement non partagé par de nombreux écologues!), mais soulévent néanmoins deux
questions primordiales : "Qu'est ce que signifie la diversité microbienne et comment peut-on la
mesurer ?" Ces interrogations nous ramenent a la définition de I'espece que nous avons abordé
dans la revue bibliographique, et si ce probleme majeur n’a pas encore trouvé de solution idéale,
I’évolution des outils et des approches intégrées contribuera sans nul doute a définir pour cette
notion un cadre réaliste et universel. La réponse suivante pourrait néanmoins étre fournie aux
"sceptiques": le monde microbien est immense, plus de 10” individus (Whitman et al. 1998) (il y
a 10” fois plus de bactéries sur terre que d’étoiles dans P'univers...), et constitue une frontiére
immense et inexplorée de la science; une frontiere avec des dimensions astronomiques et
incroyablement complexe. Les procaryotes comprennent deux des trois domaines de la vie,
dominent les processus biogéochimiques de la terre et constituent un énorme réservoir de
potentialités biotechnologiques. Considérant cette perspective, nous devons connaitre la diversité
microbienne "simplement parce qu’elle est 1a" (Fameuse réponse de I'alpiniste Mallory quand il fut
interroger sur les motivations qui le conduisait a escalader 'Everest). Dans un cadre moins
anthropocentrique, comprendre comment les différentes populations procaryotiques s’inserent
dans les systemes, quelles interactions elles établissent avec le biotope ou les autres communautés
nécessite d’analyser leur dynamique spatio-temporelle, leur structure et leur diversité et donc de
les considérer selon une perspective écologique, au méme titre que les communautés de macro
organismes.

Dans les écosystemes aquatiques continentaux, les études sur la composante procaryotique, ont

¢été plus particuliecrement focalisées sur les microorganismes des zones oxydées (Lindstrém 1998,
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Pernthaler et al 1998, Zwisler et al. 2003), et si la connaissance des facteurs écologiques
régissant ces communautés procaryotiques reste encore un vaste champ d’investigation, les
données sur les communautés anaérobies des écosystemes lacustres sont elles quasi inexistantes.
Les microorganismes anaérobies peuvent étre rencontrés au niveau sédimentaire mais également
dans les colonnes d’eau anoxiques des écosystemes lacustres. Au sein de ces écosystemes, les
zones pélagiques anoxiques peuvent étre permanentes (lac méromictique) ou temporaires
(hypolimnion des lacs eutrophes des régions tempérées). Ces dynamiques divergentes peuvent
conduire a s’interroger sur la structure et la diversité des communautés procaryotiques dans ces
deux types de biotopes (stable et évolutif). Afin d’aborder cette problématique, nous avions a
"notre disposition" deux modeles lacustres, le Lac Pavin qui en raison de son caractere
méromictique présente une zone anoxique stable, et le Lac d’Aydat qui en période de
stratification thermique exhibe un hypolimnion anoxique temporaire déstructuré a 'automne en
raison du brassage saisonnier.

La structure et la diversité des communautés procaryotiques ont été analysées dans ces deux
écosystemes, et, notre stratégie s’est orientée vers une approche descriptive z sitn a 'aide d’outils
moléculaires. Bien que la description de ces méthodes soit réalisée dans la littérature et dans les
deux articles présentés dans ce chapitre (Articles 1 et 2), nous rappellerons dans la partie Matériel
et Méthodes suivante, les protocoles détaillés, les performances, les avantages et les inconvénients
des outils appliqués aux études que nous avons conduites. La discussion présentée dans le
paragraphe IV proposera une comparaison écosystémique intégrant les résultats acquis sur les

communautés anaérobies des Lac Pavin et Aydat.

I1. MATERIEL ET METHODES

II.A. Prélévement des échantillons.

Les méthodes d’écologie moléculaire étant destructives, les échantillons d’eau anoxiques sont
prélevés sans contraintes liées au maintien de I'anoxie par bouteille Van Dorn horizontale (8
litres) a la verticale des isobathes 92 m pour le Lac Pavin et 15 m pour le Lac d’Aydat. A chaque
date de prélevement ont été établi des profils verticaux de température (+ 0,2°C) et d’oxygene
dissous (£ 0,03mg/1, + 0,2%), mesurés a I'aide d’une sonde multi-parametres (oxymetre profiline

oxy 197 WTWg, avec sonde cellox 327).
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II. B. Dénombrement de la flore microbienne

11.B.1. Dénombrement de la flore microbienne totale (coloration au DAPI)

Les échantillons, prélevés dans des flacons stériles, fixés avec du formaldéhyde 4%
(concentration finale) sont conservés a 4°C jusqu’a coloration au 4’6-diamidino-2-phényllidone
(DAPI). 2 ml d’eau sont filtrés sous vide (p = 100 mbar) sur membranes noires en polycarbonate,
de porosité 0.2 um (type GTBP, 25 mm de diametre, Millipore). Les filtres sont incubés 20
minutes dans du DAPI (5 pgl") a Pobscurité, puis rincés avec 30 ml d’eau distillée stérile. Les
filtres sont séchés a I'obscurité sur papier Whatman, puis placés entre lames et lamelles dans de
I'huile a immersion Olympus (nd = 1,516 ; 23°C, sans fluorescence). Les dénombrements sont

réalisés en microscopie a épifluorescence (x1000) sous filtres UV (modcle DMIRB, Leica).

I1.B.2. Dénombrement de groupes microbiens ciblés (Méthode FISH :
Fluorescent 7z sztu Hybridization)

La méthode FISH combine la précision de la biologie moléculaire avec I'information
visuelle fournie par la microscopie afin de permettre la visualisation et I'identification de cellules
microbiennes dans leurs habitats naturels. Si la technique d’hybridation 77 sitw par des sondes
ADN ou ARN radioactives a été développée indépendamment par deux équipes a la fin des
années 1960 sur des préparations cytologiques d’oocytes de Xengpus (Pardue et Gall 1969, John
et al. 1969), la premicere application microbiologique de cette méthode ne remonte qu’a une
vingtaine d’années (Giovannoni et al. 1988). Le développement des marqueurs fluorescents
(Pinkel er al. 1988), offrant une plus grande sécurité d’utilisation, une meilleure résolution, et
moins d’étapes de détection que la micro autoradiographie, a permis une extension de la méthode

FISH aux études d’écologie microbienne (Amann et al. 1990).

A- ASPECTS TECHNIQUES.

La méthode FISH permet la détection de séquences d’acides nucléiques par des sondes
marquées par un fluorochrome (Fluorescein-isothiocyanate (FITC), Texas red, Cyanine, efz)
hybridant spécifiquement la séquence cible complémentaire a I'intérieur de la cellule intacte. La
procédure inclue les étapes suivantes (i) fixation des cellules, (if) préparation de I’échantillon, (iii)
hybridation avec les sondes spécifiques de la séquence cible, (iv) étapes de lavage pour éliminer la
sonde en exces, (v) montage, visualisation et exploitation des résultats. La molécule cible de

référence pour l'application de la méthode FISH en bactériologie est PARNr16S en raison de sa
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stabilité génétique, de la structure de ses domaines présentant des régions conservées et des
régions variables, et de son nombre élevé de copies (Woese 1987). Les sondes
oligonucléotidiques pour chaque niveau taxonomique, depuis les domaines Eubacteria et Archaea
jusqu’au niveau du genre ou de I'espece peuvent étre dessinées (Amann et al 1995, Moter et
Gobel 2000). Le choix du site ciblé et le dessin des sondes sont réalisés en utilisant des logiciels
spécifiques comme le programme ARB développé au département de Microbiologie de
Puniversité de Munich (Allemagne) (http://www.mikro.biologie.tu-muenchen.de). Les sondes
FISH doivent ainsi étre spécifiques, sensibles et pénétrer facilement dans la cellule. Une sonde

oligonucléotidique typique contient entre 15 et 30 paires de bases.

B- PROBLEMES ET LIMITES DE LA METHODE FISH :

(1) Résultats faussement positifs

i Autofluorescence: Certaines bactéries des gentres Pseusdomonas (Brown et Lowbury 1996),

Legionella (Wilkinson et al. 1990), les cyanobactéries (Schonhuber et al. 1999), certaines Archaca
méthanogeénes (Sorensen er al. 1997) et le matériel particulaire (débris biologiques ou
inorganiques, (Vesey et al. 1997), Figure C.3) présent dans lenvironnement de la bactérie

peuvent produire une fluorescence naturelle.
Particule
autofluorescente

Figure C.3: Exemple d’image obtenues en
microscopie a épifluorescence aprés hybridation avec

la sonde Arch915 ciblant les Archaea. Cellules

o Faible spécificité : I.a précision et la fiabilité de la méthode sont fortement dépendantes de la

spécificité des sondes oligonucléotidiques. Si le dessin et ’évaluation critique de nouvelles sondes
sont des étapes cruciales, des controles positifs (souches cultivées) et des controles négatifs
(souches affiliées présentant peu de mésappariements) devraient étre systématiquement inclus.
L’imprécision de certaines séquences et la rapide expansion des banques de données (Bathia et
al. 1997) nécessitent un controle régulier des séquences des sondes sur les dernieres versions des
logiciels appropriés. Lutilisation de compétiteurs peut également permettre d’accroitre la fiabilité

des résultats (Manz et al. 1992).
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(2) Résultats faussement négatifs

o Pénétration insuffisante de la sonde : La structure de la paroi cellulaire peut conduire a une

pénétration insuffisante de la sonde et donc a de faibles intensités de signal. Les bactéries Gram-
négatives sont, en général, relativement perméables aux sondes oligo- ou poly-
ribonucléotidiques. L’hybridation de cellules Gram-positives, particulicrement celles exhibant de
longues chaines d’acides mycoliques, peut nécessiter des procédures de fixation et de

prétraitements spéciaux.

i Faible contenu en ARNr : Le contenu cellulaire en ARNr peut considérablement varié, non
seulement entre les especes, mais également en fonction de Iétat physiologique de la cellule
(Wallner et al. 1993). Une faible activité physiologique peut conduire a une faible intensité de
signal et donc a un résultat faussement négatif. Pour la détection d’especes présentant de faibles
croissances, le marquage par le fluorochrome Cy3 est recommandé (Moter et Gobel 2000). La
sensibilité peut également étre accrue par lutilisation de systemes d’amplification de signal
(molécule  rapporteur, amplification par marquage enzymatique) ou de sondes

polyribonucléotidiques (Figure C.4).

0000 000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000sesesesssssssscscsssosssnsssssscse
by "

(1) : marquage direct: le moins couteux, le plus utilisé, et le plus rapide
car ne nécessite pas d’étapes de détection supplémentaire apres

Marquage 5 I’hybridation. Marquage durant la synthese de la sonde en 5 (par
aminolinker) ou en 3’ (par terminal transférase) par un ou plusieurs

g fluorochromes. Le signal peut étre accru en marquant la sonde au

deux extrémités (1 molécule fluorescente en 3’4 a extrémité 5’ et un

Marquage 3 espaceur pour prévenir I'extinction (« quenching») de fluorescence

(Spear et al. 1999)).

A (2) : marquage indirect :

a
(a) liaison de la sonde a une molécule rapporteuse comme la

DIG digoxygénine (DIG) détectée par un anticorps fluorescent (Zarda et al
Molécule rapporteuse 1991).

TSA (b) amplification par marquage enzymatique: systtme de

b O ;}g « Tyramide signal amplification » (ISA), également connue sous le terme

de CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition). Les oligonucléotides

sont marqués avec la horseradish peroxidase (HRP) utilisant la tyramide-

fluoresceine comme substrat (Schéonhuber et al 1997). Le systeme TSA

permet une amplification 10 a 20 fois de lintensité du signal (mais

réduction du nombre de cellules positives car pénétration insuffisante de
la molécule de part son haut poids moléculaire).

c
TR * , N
(¢ Sondes polyribonucléotidiques  marquées par la
digoxygénine couplée a la TSA: probablement ’approche la plus sensible
(DeLong et al. 1999).
/
O O OO OO

Sonde polyribonucléotidique

M ar quage enzymatique
HRP

Figure C.4: Marquage direct (1) et indirect (2) des sondes marquées utilisant la digoxygénine (DIG), la horseradish
peroxidase (HRP) ou le systéme d’amplification du signal tyramide (TSA). D’aprés Moter et G6bel 2000.
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ol "Photobleaching ": La majorité des fluorochromes utilisés pour le marquage des sondes sont

rapidement altérés par les longueurs d’ondes d’excitation (phénomene de "Fading "), conduisant
a leur destruction irréversible (de quelques secondes a quelques minutes). Pour limiter ce
probléme, I'utilisation de fluorochromes Cyanine photostables et d"antifading" dans le milieu de

montage pour observation sont recommandés (Moter et G6ébel 2000).

C- PROTOCOLE UTILISE DANS CETTE ETUDE

Les échantillons, prélevés dans des flacons stériles, fixés avec du formaldéhyde 4%

(concentration finale) sont incubés 5 heures a 4°C avant I’étape de filtration. 2 ml d’échantillon

sont filtrés sous vide (100 mbar) sur membrane en polycarbonate de porosité 0,2 pm (type
GTTP, 25 mm de diametre, Millipore). Les filtres sont rincés avec 30 ml de tampon Phosphate
Buffer Saline (PBS, NaCl (40mM)- Na,HPO, (0,6 mM)- NaH,PO, (0,6 mM); pH 7,2) et
déshydratés avec un gradient d’éthanol 50-80-96% (3ml, 3 minutes a chaque étape). Ces solutions
sont successivement évacuées en appliquant un vide de 100 mbar. Les filtres sont séchés sur
papier Whatman et conservés a —18°C. Le protocole d’hybridation utilisé est celui décrit patr
Glockner et al. (1996). Les sondes oligonucléotidiques (Tableau C.2), synthétisées par la société
= 550 nm,

exitation”

MWG Biotech, sont marquées avec le fluorochrome Indocarbocyanine (CY3, X

I8 =570 nm), et conservées a —20°C. Avant de procéder a T’hybridation, les filtres sont

‘emission
découpés en quart en conditions stériles. Chaque section est placée sur une lame de verre et
recouverte avec 20 ul de tampon d’hybridation contenant 2ul (10 ng.mlI") de sonde. I.’hybridation
est réalisée dans une boite noire a des températures variables, en fonction de la sonde utilisée

(Tableau C.2), pendant 90 minutes.

Probe Sequence (5’ 3’) Position® Target % FP NaCl¢  Tgd Reference
EUB 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 338-355 Eubacteria 35 80 46 Amann et al. 1990
ARCHO915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 915-935 Archaeae 20 200 46 Stahl et Amann. 1991
SRB 385R  CGGCGTCGCTGCGTCAGG 385-402 SRB (8-proteobacteria) 35 88 46 Ramsing et al. 1996
660R GAATTCCACTTTCCCCTCTG 660-679 Desulfobulbus 60 15 46 Devereux et al. 1992
129F CAGGCTTGAAGGCAGATT 129-146 Desulfobacter 20 15 46 Devereux et al. 1992
687R TACGGATTTCACTCCT 687-702 Desulfovibrio 10 15 46 Devereux et al. 1992
MB1174 TACCGTCGTCCACTCCTTCCTC 1174-1195  Méthanobacteriaceae 40 - 62 Raskin et al. 1994
MSMX860 GGCTCGCCTCACGGCTTCCCT 860-880 Méthanosarcinaea 40 - 60  Raskin er al. 1994
MG1200 CGGATAATTCGGGGCATGCTG 1200-1220  Meéthanomicrobiaceae 40 - 53  Raskin er al. 1994

Tableau C.2: Sondes oligonucléotidiques utilisées pour ’hybridation in situ ?Position sur PARNr 16S, ®
Concentrations en formamide dans le tampon d’hybridation, ¢ Concentration en NaCl dans le tampon de
lavage (mM), ¢ Température d’hybridation (°C).

Page 168



CHAPITRE I : STRUCTURE, DIVERSITE ET

SUCCESSIONS SPATIO-TEMPORELLES DU BACTERIOPLANCTON DE DEUX BIOTOPES ANAEROBIES

Du papier absorbant est placé dans les boites, humidifié avec 2 ml de tampon d’hybridation
(dépourvu de sonde) dans le but de prévenir la déshydratation des sections de filtre durant le
processus d’hybridation. Les tampons d’hybridation contiennent 0.9 M NaCl, 20 mM Tris-HCI
(pH 7.4), 0.01% Sodium Dodécyl Sulfate (SDS), et une concentration variable en Formamide
(Tableau C.2). A T'issu de I’étape d’hybridation, les filtres sont incubés 20 minutes dans 20 ml de
tampon de lavage a 48°C, puis séchés sur du papier Whatman a 'obscurité. La solution de lavage
contient 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 5 mM de Ethylenediaminetetraacetic acide (EDTA), 0.01%
SDS et une concentration variable en NaCl (Tableau C.2). Un double marquage DAPI est
réalisé afin de s’assurer que la fluorescence observée provient des organismes cibles et non de
particules autofluorescentes. Les filtres sont placés entre lame et lamelle dans un milieu glycérolé
(huile Citifluor, Canterbury, Angleterre). Les bactéries sont dénombrées (x1000) en microscopie a
épifluorescence (modeéle DMIRB, Leica) sous filtre vert (\=512nm) avec une longueur d’onde

d’émission de 615 nm.

I1.C. Etude de la diversité des communautés microbiennes par les méthodes de " Fingerprint".

Les études environnementales des assemblages microbiens complexes (diversité, structure,
activités, écologie, évolution, ef.) ont nécessité le développement et I'utilisation de méthodes
indépendantes de la culture, comme celles basées sur Pamplification PCR' des génes ARNT. Si le
séquencage des produits PCR clonés fournit de précieuses informations phylogénétiques sur les
membres dominants des communautés microbiennes, cette méthodologie est difficilement
applicable a un grand nombre d’échantillons en raison de son cout et de son caractére
chronophage. Les procédures moléculaires, regroupées sous la dénomination de méthodes de
"Fingerprint" (ou méthodes d’empreintes), sont essentielles pour Danalyse de multiples
échantillons. Ces techniques fournissent un profil de la diversité d’'une communauté sur la base
d’une séparation physique de séquences d’acides nucléiques. Ces méthodes permettent d’obtenir
une image globale des communautés microbiennes complexes sans identification préalable de
leurs séquences. Des méthodologies comme la DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis, Muyzer et al 1993), la TTGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis,
Felske er al. 1998, Heuer et al. 1997), la SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism
Analysis, Lee et al 1996, Schweiger et Tebbe 1998), et la T-RFLP (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism Analysis, Liu et al 1997, Osborn et al 2000) sont

patticulierement pertinentes pout caractériser ’évolution spatiale et/ou temporelle de la structure

' PCR : Polymerase Chain Reaction
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des communautés microbiennes en relation avec des modifications des conditions physico-

chimiques et/ou biologiques.

A-LIMITES COMMUNES AUX METHODES DE FINGERPRINT

« Each physical, chemical and biological step involved in the molecular analysis of an environment is a source of
biais which will lead to a distorted view of the real word » (Wintzerode et al. 1997)

s Extraction des acides nucléiques : Plusieurs protocoles d’extraction d’acides nucléiques existent
(Bruce et al. 1992, Furhman et al. 1988, Holben 1988), mais peu d’études ont testé leur
efficacité respective. Le rendement d’extraction est également une donnée difficilement
quantifiable car la quantité totale d’acides nucléiques présents dans I’échantillon naturel est
souvent inconnue. L’efficacité d’'une méme technique de lyse peut varier en fonction du type
d’échantillon (eau, sédiment, sol) et de sa composition. Par exemple, les spores sont moins
facilement lysables que les cellules végétatives, et les bactéries Gram-positives sont plus
résistantes a la lyse cellulaire que les Gram-négatives. Certaines études ont également révélé que
les cellules de petites tailles (0.3-1.2um), fréquemment rencontrées dans les environnements

naturels, sont plus résistantes a la lyse cellulaire (Head et al. 1998).

s Amplification PCR :

- De faibles différences dans les séquences des régions universellement conservées de PARNT,
peuvent conduire a une amplification sélective de certaines séquences (Head et al 1998).

- Le nombre de copies du gene ARNr16S sur le génome des microorganismes peut varier de 1 a

14 (Cole et Girons 1994, Young et Cole 1993). Ainsi, un mélange contenant un nombre égal de
cellules de Bacillus subtilis (10 opérons ARNr 16S) et de Thermus thermophilus (2 opérons ARNr 16S)
conduira a un ratio 5 :1 dans le produit PCR final.

- Variabilité intra—opéronszz les séquences des différentes copies du gene ADNr16S chez un

méme individu peuvent différer de plus de 5% (Clayton et al. 1995) et 'amplification de ces
séquences hétérologues peut conduire a une surestimation de la diversité.

- Formation de molécules chiméres’: elles peuvent représenter jusqu’a 30% des produits PCR

durant une co-amplification de séquences proches (comme les séquences ADNr 168
hétérologues d’'une méme bactérie, Wang et Wang 1996).
-Formation ~d’hétéroduplexes*au cours de la phase de plateau de Pamplification

PCR (Thompson et al. 2002) conduisant a une surestimation du nombre de variants de

2 Opéron : groupe de génes comprenant un opérateur (accepteur de 'ARN polymérase), un promoteur et un ou
plusieurs genes structuraux controlés.

% Chimeres : résultent de la fusion de deux séquences durant 'amplification (un amplicon incomplétement élongé
joue le role d’une amorce sur une séquence hétérologue)
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Figure C.5: Schéma des principales étapes de ’analyse TRFLP
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Osborn et al. 2000).
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Fluorochrome/

p— MinutesP Taille Hauteur du pic 4 Aire du pic ¢ Référence f
B,5 75.43 138.86 833 6810 1460
B,6 83.55 159.88 357 2752 1617
B,7 87.21 168.62 110 880 1688
B,8 88.19 170.96 4833 39009 1707
B,9 89.07 173.05 2633 22453 1724
B, 10 119.97 245.93 408 4124 2322

Tableau C.3 : Exemple de données numériques obtenues. (a) B indique pic bleu (dans ’exemple de la figure 1,
cotrespond aux pics obtenus a Pextrémité 5°), (b) Temps de migration du fragment en minutes durant
Pélectrophorése avant qu’il atteigne le détecteur, (c) taille du fragment en paire de bases, (d) hauteur du pic en
unité de fluorescence, (e) aire relative du pic en fonction de sa hauteur rapportée a Paire totale des pics, (f) chaque
pic est assigné a un point référence.

I . i = Sy ‘.
Hétéroduplexes : séquences hétérologues réalisant une hybridation croisée

Page 172



CHAPITRE I : STRUCTURE, DIVERSITE ET

SUCCESSIONS SPATIO-TEMPORELLES DU BACTERIOPLANCTON DE DEUX BIOTOPES ANAEROBIES

séquences (les hétéroduplexes peuvent étre séparés des homoduplexes au cours de la migration
¢léctrophorétique (différences conformationnelles)).

- Certains auteurs ont également postulé que les séquences a fort G+C % sont discriminées
durant la PCR en raison d’une plus faible efficacité de séparation des doubles brins durant ’étape
de dénaturation (Reysenbach et al 1992).

- La fidélité des amplifications peut varier en fonction de la polymérase ADN thermostable (Taq)
utilisée (les fournisseurs ont défini des taux d’incorporations erronées compris entre 0.000002%

et 1.3% en fonction de la Taq, Head er al 1998).

B- ASPECTS TECHNIQUES.

Dans le cadre de ce travail, deux méthodes de "fingerprint" ont été utilisées : la TRFLP et la

TTGE, ausst seuls les principes de ces deux méthodes seront détaillés.

(1) DESCRIPTION DE LA TRFLP (Figure C. 5)

Développée a Torigine pour lidentification de Mycobacteria par Avaniss-Aghajani et al
(1996), le potentiel de la TRFLP pour analyser le polymorphisme des genes ARNrl16S de
différentes bactéries et pour obtenir des informations sur la structure des communautés a été
révélé par Liu et al. (1997) et Clement et al. (1998). L’analyse par TRFLP est basée sur la
digestion par des endonucléases de restriction de produits PCR marqués a Pextrémité 5” et/ou 3’
par un fluorochrome. Un standard de taille ADN également marqué par un fluorochrome est
ajouté aux produits de digestion, et les fragments sont séparés par électrophorese sur gel ou par
¢lectrophorese capillaire. La détection et 'analyse des fragments terminaux de restriction (TRFs)
sont réalisées par un systéme laser et un analyseur automatisé. I.’électrophorégramme présentant
le profil de la communauté microbienne (sous forme d’une série de pics de différentes couleurs et

de différentes tailles) fournit deux types d’informations (Figure C. 6, Tableau C.3) :

- Qualitative : variation de la taille (en paire de base, calculée en référence au standard interne) et
du nombre de TRFs différents présents dans le profil (exemple : les profils obtenus pour les sols
pollués sont clairement différents du profil du sol non pollué, Figure C.0).

- Semi quantitative : Variations de la hauteur de chaque pic (calculée par rapport a la quantité de

fluorescence détectée) et donc de I'abondance relative de chaque fragment de restriction

(intégration de I'aire du pic).
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YATOUTS SUPPLEMENTAIRES DE LA TRFLP.

Marsh et ses collaborateurs (2000), ont développé le site web T-RFLP analysis program

(TAP) (http://www.cme.msu.edu/RDP/trflp/#Hprogram) permettant a lexpérimentateur de

répondre aux questions suivantes : (i) Quelle(s) enzyme(s) de restriction permettent la meilleure
discrimination pour estimer la diversité d’'une communautér (if) Quelle(s) enzyme(s) de restriction
présentent la meilleure résolution pour un groupe phylogénétique d'intérét? (i) Quelle
combinaison amorce-enzyme permet d’optimiser 'étude d’'une communauté ? Le logiciel TAP
permet également, a partir de séquences ARNr16S, de simuler la procédure T-RFLP (digestion
silico). D’autre part, si les amplicons sont digérés indépendamment par plusieurs enzymes de
restriction (au moins 3) une identification présomptive des organismes (en utilisant la base de
données RDP comme substitut de communauté) est en théorie possible. Cette dernicre

application est cependant peu applicable aux profils complexes.

+LIMITES SPECIFIQUES DE LA TRFLP.

La TRFLP est une méthode robuste fournissant une information de grande qualité (précision
de la taille des TRFs), reproductible Osborn et al. (2000), permettant d’étudier une communauté
microbienne en terme de composition qualitative et semi-quantitative. Un certain nombre de
facteurs limitants sont néanmoins a prendre en considération. L’intégration de I'aire de chaque
pic fournit une mesure de la proportion relative de chaque composante de la communauté
¢tudiée, cependant en raison de Pamplification préférentielle de certaines séquences (Suzuki et
Giovannoni 1996), la valeur absolue de I'abondance relative doit étre interprétée avec précaution.
11 est également possible que certains microorganismes présentent le méme emplacement du site
de restriction sur PARNr16S. Ceci conduit d’une part a une sous-estimation de la diversité mais
également a une aire relative de ces pics plus importante sur le profil. Si les systemes automatisés
d’électrophorese capillaire permettent d’accroitre la résolution de la méthode, un certain nombre
de probléemes sont posés par les fragments inférieurs a 50 pb’ et supérieurs a 500 pb. Les
fragments de petites tailles (<50 pb) sont facilement séparables par électrophorése ce qui permet
de déterminer précisément leurs tailles. Cependant, le mouvement Brownien, lexistence
d’artefacts PCR (ex : dimére d’amorces), et la perte d’une fraction de ces petits fragments au
cours des différentes étapes de purification des échantillons posent un certain nombre de
problemes pour I'inclusion de ces derniers dans ’analyse T-RFLP. La distance de migration entre

les fragments décroit avec 'augmentation de leur taille, il existe ainsi une taille maximale (en paire

> pb : paire de bases
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de bases) au dela de laquelle la résolution n’est plus acceptable pour I’analyse. En conséquence,
certains auteurs (Engebreston et Moyer 2003) recommandent d’exclure des analyses les longs
fragments (>500 pb). D’autre part, si le type et le nombre d’enzymes de restriction utilisées sont
des parametres importants pour obtenir une représentation pertinente d’une communauté
microbienne ; cette détermination ne peut étre qu’empirique (Engebreston et Moyer 2003).
Ainsi, chaque enzyme est définie par une fidélité® spécifique ne permettant pas d’établir une

normalisation de la méthode et rendant complexe les comparaisons écosystémiques.

(2) DESCRIPTION DE LA TTGE’ (Figure C.7)

L’introduction de la méthode de Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), par
Muyzer et al. (1993) a treés rapidement attiré Iattention des microbiologistes environnementaux.
La DGGE et sa méthode relative, la TTGE, sont désormais utilisées en routine dans de
nombreux laboratoires pour répondre a différentes problématiques environnementales (suivis
spatiaux/temporels de communautés microbiennes, études de la complexité des communautés
naturelles...). La TTGE permet la séparation de fragments de méme taille mais présentant des
séquences différentes (Rosenbaum et Reisner 1987, Reisner et al 1991, Muyzer 1997). Cette
séparation est basée sur la mobilité électrophorétique de molécules d’ADN doubles brins
partiellement fusionnés, sur des gels de polyacrylamide, en fonction dun gradient linéaire de
température (pour la DGGE : gradient de dénaturants (urée et formamide)). Lorsque le domaine
de la molécule ’ADN présentant le plus faible point de fusion a atteint sa température de fusion
(T,), la migration de la molécule sur le gel est stoppée. Ainsi, des variations de séquences a
Iintérieur de ces domaines (fonction du pourcentage G+C) conduisent a des variations de la T, .
Les molécules présentant différentes séquences stopperont ainsi leurs migrations a différentes
positions sur le gel. Myers et ses collaborateurs (1985) estiment que 50% des variants de
séquences peuvent étre détectés par TTGE. Ce pourcentage peut étre augmenté en ajoutant une
séquence riche en GC ("GC-clamp") a Pextrémité 5’ du fragment I’ADN (Myers et al. 1985,
Sheffield et al. 1989). Cette séquence de guanines (G) et de cytosines (C) est ajoutée a Pextrémité
5" d’'une des amorces utilisées pour I'amplification PCR, cette séquence est co-amplifié et
introduite dans 'amplicon (Sheffield ez al. 1992). La séquence riche en GC (30 a 50 nucléotides)
joue le réle d’'un domaine hautement fusionné évitant une dissociation complete des doubles

brins ’ADN en simples brins lors de la migration.

® Fidélité d’une enzyme de restriction : capacité d’une endonucléase de restriction a identifier le nombre réel de
variants ARNr16S dans I’échantillon
"TTGE : Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis
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E COMMUNAUTE MICROBIENNE

-

Amplification PCR ADNr16S

CTGCTTACTGGTCTGCTATGCA rroereeeeeees

Séparation électrophorétique .
P } P q Dessin de sondes

oligonucléotidiques

A

Analyses phylogénétiques
A

Séquencage de ’ADNr16S

Extraction de bandes d’intérét

Figure C.7: Schéma présentant les différentes étapes de I'analyse d’'une communauté microbienne par TTGE.
L’ADN extrait d’'échantillons environnementaux est amplifié par PCR (ARNr16S). Les produits PCR sont séparés
par une éectrophorese sur gel en conditions dénaturantes (TTGE). L’'affiliation phylogénétique des membres
prédominants de la communauté peut étre éablie aprés excision et réamplification des bandes d’'intérét. D’autre
part la séquence obtenue peut ére utilisée pour dessiner des sondes oligonucléctidiques pour la détection de
populations bactériennes spécifiques dans |’ échantillon environnemental (FISH).
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YATOUTS SUPPLEMENTAIRES DE LA TTGE.

La TTGE offre la possibilité d’identifier des membres de la communauté par séquencage
des bandes d’intérét excisées du gel (Figure C.7). Cette étape pouvant permettre le dessin de
sondes spécifiques (Figure C.7) utilisées secondairement pour cibler les populations d’intérét dans
leur environnement naturel par hybridation 7z sitzn (Nielsen et al. 1999). Ces applications ne sont
pas réalisables avec d’autres méthodes de "fingerprint" comme la TRFLP (Liu et al 1997). Une
direction également intéressante dans le cadre de cette méthodologie est l'utilisation de geénes
fonctionnels comme marqueurs moléculaires pour analyser des évolutions dans Dactivité
métabolique de communautés microbiennes (Jeffrey et al. 1996, Paul 1996). Ainsi, par exemple,
la DGGE a été utilisée par Wawer et ses collaborateurs (1997) pour étudier expression

différentielle du gene de la [NiFe] hydrogénase de différentes populations de Desulfovibrio.

4 LIMITES SPECIFIQUES DE LA TTGE (et de 1a DGGE)

La TTGE et la DGGE sont reconnues comme des approches moléculaires pertinentes,
reproductibles, rapides, et peu expansives en microbiologie environnementale, permettant I'étude
de la complexité et de la dynamique de communautés microbiennes (Muyzer 1999). Cependant,
ces méthodologies ne permettent la séparation que de fragments relativement courts (environ 500
pb) limitant Pinformation pour l'analyse phylogénétique et le dessin de sondes spécifiques
(Muyzer et Smalla 1998). D’autre part, les fragments d’ADN présentant de faibles variations de
séquences sont souvent difficilement séparables les uns des autres (Vallaeys et al 1997). En
conséquence, une bande identifiée sur le gel peut en réalité correspondre a deux especes
ADNTr16S ou plus. Cette co-migration pose également des probléemes pour Iisolement des
séquences a partir de Pextraction de bandes. La résolution et la sensibilité de ces méthodes
électrophorétiques ne permettent en général d’accéder qu’a un profil des especes prédominantes
dans la communauté. Différentes études ont révélé que seules les populations bactériennes
représentant plus de 1% de I'abondance de la communauté totale peuvent étre détectée par
DGGE (Muyzer et al. 1993, Murray et al. 1996). Enfin, certains auteurs ont noté que le GC-

clamp favortise la formation d’hétéroduplexes (Thompson et al. 2002)
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C- PROTOCOLES UTILISES DANS CETTE ETUDE.

(1) Etapes communes aux deux méthodes

L Préparation des échantillons : 400 ml d’eau sont filtrés sur membrane en polycarbonate de
porosité 0.2um (Type GTTP, 47mm de diametre, Millipore), préalablement stérilisées sous UV.
Les échantillons prélevés dans ’hypolimnion du Lac d’Aydat peuvent étre filtrés au laboratoire.
Cependant, en raison des fortes concentrations en Ferll du monimolimnion du Lac Pavin, les
¢chantillons sont filtrés sur site afin de limiter la précipitation du fer ferrique (Figure C.8). Les

filtres sont stockés a -80°C jusqu’a Iétape d’extraction d’ADN génomique.

Figure C.8: Obsetvation du précipité de fer ferrique des échantillons
d’eau du monimolimnion du Lac Pavin et conséquences de la
formation de ce dernier sur la filtration (en comparaison d’un
échantillon du mixolimnion). Les photos ont été réalisées 3 heures
aprés contact avec ’atmosphére.

ol Extraction I’ADN génomique (Ausubel er al 1987): 560 ul de tampon Tris-EDTA
(Tris-Base 10mM, EDTA 1mM, pH 8) et 7 ul de lysozyme (250 ul.ml") sont introduits dans le

tube contenant le filtre. Apres 30 minutes d’incubation a 37°C, 30 pl de SDS 0,5%
(Concentration finale) et 3 ul de protéinase K (100 pg.ml™ sont ajoutés. Le mélange est incubé 60
minutes a2 37°C. 100 pl de NaCl (0,7M) et 80 ul de CTAB/NaCl (1% wt/vol) sont ajoutés et le
mélange est incubé a 65°C pendant 10 minutes. 780 ul de Chloroforme/Isoamyl alcool (24 :1) est
ajouté, apres centrifugation (14000 rpm, 30 min, 4°C), le surnageant est récupéré et 780 ul d’un
mélange phénol/chloroforme/isoamyl alccol (25:24 :1) est ajouté. Apres centrifugation (14000
rpm, 20 min, 4°C), PADN contenu dans le surnageant est précipité avec 0,6 volume
d’isopropanol et incubé 12 heures a -20°C. Le mélange est centrifugé (14000 rpm, 30 min, 4°C),
le surnageant éliminé et le culot lavé avec 1 ml d’éthanol 70% et centrifugé une seconde fois
(14000 rpm, 20 min, 4°C). Les culots sont séchés sous vide, repris dans 50 pl de tampon Tris-
EDTA et conservés 1 nuit a 4°C pour permettre la dissolution des acides nucléiques dans le
tampon. Les ADN génomiques sont conservés a -20°C. L’ADN génomique est dosé avec le kit

"DNA quantitation kit Fluorescence Assay" (Sigma).
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Amorces Séquences Références
27£FAM (2)  FAM 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ Humayoun et al. 2003
27£-GC 5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGCGG Weisburg et al. 1991

CGGGGGCACGGGGGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
21f-FAM FAM 5-TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA-3’ Béja et al. 2002
1492« 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3 Humayoun et al. 2003
958¢ 5-YCC GGC GTT GAM TCC AAT T-3’ Béja et al. 2002
907r 5-CCG TCA ATT C(AC) TTT (AG)A GTT T-3’ Brosius et al. 1978
518¢ 5- ATTACCGCGGCTGCTGG-3’ Muyzer et al. 1993

Tableau C.4 : Séquences des amorces utilisées dans cette étude.

Organismes cibles EUBACTERLA ARCHAEA
Méthodes TRFLP TTGE TRFLP
Tampon 10X (en ul) 5 5 5
MgClz (en uM) 2 2 2
Deoxyribonucléotide triphosphate (en uM) 200 200 200
ADN polymérase (Taq) (en unités) 1,25 1,25 1,25

Amorce forward (en pmoles) 27f-FAM (10 pmoles)

Univ-1492r ou Univ-907 r

27f-GC (10 pmoles)
518t (10pmoles)

21f-FAM (10 pmoles)

Amorce reverse (en pmoles) 958t ou Univ-907r

(10 pmoles) (10 pmoles)
ADN génomique (en ng) 10-100 10-100 10-100
Eau distillée stérile (en ul) Qsp 50 pl Qsp 50 ul Qsp 50 ul

Tableau C.5: Composition du mélange réactionnel pour Pamplification PCR en fonction du
domaine procaryotique ciblé (Eubactéries ou Archaea) et de ’approche utilisée (TTGE ou TRFLP).
Les amorces forward utilisées pour la TRFLP sont marquées en 5 par le fluorochrome FAM, celles
pour la TTGE présentent une le GC-clamp

Organismes cibles EUBACTERIA ARCHAEA
T-RFLP TTGE T-RFLP
Méthodes
(couple 27f-FAM/1492r) (couple 27£-GC/518r) (Couple 21f-FAM/958r)

Température Temps Température Temps Température Temps
1- Dénaturation initiale 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min
2- Dénaturation 95°C 1 min 94°C 30s 95°C 1 min
3- Hybridation 55°C 1 min 55°C 30s 55°C 1 min
4- Elongation 72° 1 min 72°C 30s 72°C 1 min 30
5- Elongation terminale 72°C 10 min 72°C 7 min 72°C 10 min

Tableau C.6: Cycles PCR en fonction des organismes cibles (Eubacteria ou Archaea) et de la
méthode (T-RFLP ou TTGE). Les étapes 2, 3 et 4 sont répétées 30 fois.
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o Amplification PCR : La préparation des échantillons pour la PCR se réalise en conditions
stériles (hotte UV). Les Archaea présentant en général un faible nombre de copies du gene codant
pour PARNr16S sur le génome, alors que les Bacteria peuvent avoir jusqu'a 14 copies (Pedersen
et al. 1997, Madrid et al 2001), les séquences ARNr16S des Ewbacteria et des Archaea ont été
indépendamment amplifiées par des amorces spécifiques de ces deux domaines et des controles
positifs et négatifs sont inclus pour chaque amplification. LLa composition du mélange réactionnel
(volume final 50ul) est présenté Tableau C. 5. Les amplifications PCR sont réalisées sur un
thermocycleur "M] research PTC-200" (Tableau C.6). Afin de vérifier lintégrité et la taille des
produis PCR obtenus, 10 ul d’'un mélange a volume égal de produit PCR et d’Acridine orange
sont déposés sur gel d’agarose 1% (wt/vol). L’ADN est révélé avec du bromure d’éthidium (0.5
ug.ml™) et visualisé sous UV. Un standard de poids moléculaire permet de vérifier la taille de
Pamplicon (1 kb ladder, Gibco, Cat N°:15615024). Le voltage de I’électrophorese est compris
entre 80 et 100 mV.

L] Purification su gel des produits PCR : Afin d’éliminer 'excédent d’amorces, les sels et les

¢éventuels produits d’amplification non-spécifiques ; lintégralité du produit PCR (45 pul) est
déposé sur gel d’agarose 1%. A T'issu de I’électrophorese (70 mV), les amplicons sont découpés
sous UV. La purification des produits extraits du gel est réalisée avec le Kit de purification

"QIAquick gel extraction Kit" (Qiagen).

i Dosage des produits PCR: La TTGE et la T-RFLP ¢étant des méthodes semi-

quantitatives, il est essentiel de connaitre la quantité de produit PCR utilisée pour I’analyse. Le
dosage est réalisé par spectrofluorimétrie avec le Kit "DNA quantitation kit fluorescence assay"

(Sigma).

(2) Etapes spécifiques de 1a TRFLP.

o Digestion par des endonucléases de restriction: Les amplicons sont digérés par des

enzymes de restriction tetramériques (Tableau C.7). Le mélange réactionnel contient: 100 ng
d’ADN, 20U d’enzyme, 2,5ul de tampon 10X pour un volume final de 25 pl ajusté avec de 'eau
distillée stérile. L’incubation est réalisée 12 heures a 37°C afin d’assurer une digestion complete
des amplicons, les enzymes sont inactivées par chauffage (15 minutes a 65°C) et les volumes

réactionnels sont ajustés a 50 ul (ED stérile) avant étape de déssalage.
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ENZYME  SITE RECONNU

Hhal 5 G_CGC 3
Mspl 5 CCG_G 3
Rsal 5 GT_AC 3’

Tableau C.7: Sites de coupure des enzymes de restriction utilisées

120 +
100 ~
80 - * ~:|:~ O Mspl

O Mspl*

60 - % * M Rsal
B Rsal*

40 -

Nombre de TRFs

20 ~

Oxic Chémocline Sub-chémocline
Zone d'étude

Figure C.9: Représentation du nombre de fragments de restriction (TRFs) en fonction de ’enzyme
utilisée et du dessalage ou non des échantillons. 15 échantillons du monimolimnion du Lac Pavin sont
intégrés dans cette analyse (profondeur 50 m a 90 m). MspI* et Rsal* représente les échantillons digérés
respectivement par Mspl et Rsal et ayant été déssalés. Par opposition Mspl et Rsal représente les
échantillons non déssalés. Le signe * au dessus des histogrammes indiquent une évolution
statistiquement significative (ANOVA, p <0,05)

...................................................................................................................................

e Urée TM

e TAE 1,25 X

e Polyacrylamide 8% (Biorad)

Le mélange est placé 20 minutes sous vide (dégazage) afin de limiter la formation
de bulles d’air dans le gel. Puis le catalyseur de polymérisation (Temed, 0,06 %
concentration finale) et le polymérisateur (APS, Persulfate d’ammonium, 0.0625% final,
Biorad) sont ajoutés. .

Tableau C. 8 : Composition du gel de polyacrylamide
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- Dessalage des échantillons: L’analyse T-RFLP est réalisée par électrophorese capillaire

utilisant une procédure d’injection électrocinétique. La présence d’ions peut interférer lors de
cette injection (en raison de I'injection préférentielle de molécules ionisées (ex : Cl)). Le déssalage
des échantillons digérés est réalisé sur colonne Microcon YM30 (Amicon).

Afin de vérifier l'importance du déssalage sur la résolution de la T-RFLP, 15 échantillons issus de
la colonne d’eau du Lac Pavin, repartis dans trois zones : la zone oxique (oxic), la Chémocline et
la Sub-Chémocline ont été ou non déssalés apres digestion enzymatique par Mspl et Rsal (Figure
C.9). Le dessalage des produits de digestion permet d’augmenter le nombre de pics détectés et
donc accroit la résolution de la méthodologie. Cependant, le volume obtenu apres passage sur
colonne Microcon doit étre controlé. En effet, une différence de volume peut conduire a une
différence dans la quantité d’ADN digérés injectée dans le séquenceur capillaire et donc a une

différence du nombre et de la hauteur des pics détectés.

s Dépot sur plaque, séquencage capillaire et traitement bioinformatique (uniquement pour
la TRFLP) : 2,3 ul du produit de digestion déssalé est mélangé avec 0,5 ul du standard de taille

GenScan-1000 ROX (Applied Biosystem) et 3,2 ul de formamide déionisé. Le mélange est
déposé sur une plaque de 384 puits. Trois aliquots de I’échantillon sont déposés dans trois puits
indépendants afin de mesurer le degré de variation entre les profils. Ces triplicats ne permettent
d’évaluer qu’une erreur éventuelle au cours de I’électrophorese capillaire. Avant I'injection, les
échantillons subissent un cycle de dénaturation (94°C, 3 minutes), 'injection est réalisée a 7,7 KV
pendant 40s. Les pics présentant une unité de fluorescence supérieure a 50 U sont analysés par

comparaison avec le standard de taille en utilisant le logiciel GenScan (ABI).

3) Etapes spécifiques de la TTGE

300 ng de produits PCR sont déposés sur gel de polyacrylamide 8% (Tableau C.8).
L’¢électrophorese est réalisée avec I'appareillage "D-code Universal mutation detection system"
(Biorad), dans les conditions suivantes : 68V, incrément de 0,2°C par heure (66°C-69,7°C)
pendant 17 heures dans du tampon TAE 1,25 X. A I'issu de I’électrophorese, le gel est rincé 20
minutes dans du TAE 1,25X et incubé 60 minutes en présence de Gelstar Nucleic acid (0,5 X,
Tebu Bio). La photographie du gel a été réalisée sous UV avec 'Analyser Versadoc (Imaging
system, Biorad) et les profils TTGE obtenus ont été analysés (marquage des bandes, comparaison

entre les pistes) avec le logiciel "Quantity one" (Biorad).
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III. RESULTATS

ARTICLE I

Les communautés microbiennes anaérobies du Lac Pavin :

Un lac méromictique unique en France.

Lehours Anne-Catherine, Corinne Bardot, Aurélie Thénot,

Didier Debroas, et Gérard Fonty.

Applied and Environmental Microbiology (2005), 71 :7382-7400.

Résumé : Cette étude a pour objectif d’analyser I’évolution de la composition des communautés
&’ Eubacteria et & Archaea lors de la transition zone oxydée/zone anoxique dans la colonne d’eau
du Lac Pavin, et de suivre finement la structure spatiale et la diversité de ces dernic¢res dans le
monimolimnion de cet écosysteme. Une caractérisation des principaux parametres physico-
chimique a été établie, la diversité des communautés microbiennes a été analysée par la méthode
de Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) et les densités des
communautés d’Eubacteria et d’ Archaea ont été déterminées par Fluorescent zz-situ Hybridization
(FISH). Une attention particulicre a été accordée a la distribution spatiale des communautés de
bactéries sulfato-rédutrices (BSR) et d’Arhaea méthanogenes (AM) intervenant dans les étapes
terminales de la dégradation anaérobie de la matiére organique. A cette fin, des sondes
oligonucléotidiques ciblant différents niveaux taxonomiques ont été utilisées.

Les Archaea représentent le groupe procaryotique le plus abondant sur ’ensemble de la colonne
d’eau étudiée avec un ratio moyen Archaea/ Eubacteria de 1.5. L’analyse T-RFLP a révélé qu’une
modification notable de la composition des communautés microbiennes était observée lors de la
transition aérobie/anaérobie. D’autre part, la richesse phylotypique des communautés d’Ewbacteria
et d’Archaea est élevée dans la zone anoxique. Si la structure des communautés d’Archaea apparait
relativement homogene dans le monimolimnion, les Eubacteria présentent une distribution
hétérogene des différents phylotypes, dont la grande majorité sont a des abondances relatives
faibles a tres faibles. Une co-occurrence des BSR et des AM dans le monimolimnion suggere que
ces deux groupes métaboliques ne sont pas mutuellement exclusifs et que les BSR pourraient
utiliser un métabolisme alternatif a la sulfato-réduction.
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Anaerobic Microbial Communities in Lake Pavin, a Unique
Meromictic Lake in Francet
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ABSTRACT

The Bacteria and Archaea from the meromictic Lake Pavin were analyzed in samples collected
along a vertical profile in the anoxic monimolimnion and were compared to those in samples
from the oxic mixolimnion. Nine targeted 16S rRNA oligonucleotide probes were used to assess
the distribution of Bacteria and Archaea and to investigate the in situ occurrence of sulfate-
reducing bacteria and methane-producing Arhaea involved in the terminal steps of the anaerobic
degradation of organic material. The diversity of the complex microbial communities was
assessed from the 16S rRNA polymorphisms present in terminal restriction fragment (TRF)
depth patterns. The densities of the microbial community increased in the anoxic layer, and
Archaea detected with probe ARCH915 represented the largest microbial group in the water
column, with a mean Archaea/ Eunbacteria ratio of 1.5. Terminal restricton fragment length
polymorphism (TRFLP) analysis revealed an elevated archaeal and bacterial phylotype richness in
anoxic bottom-water samples. The structure of the .Amwbaea community remained rather
homogeneous, while TRFLP patterns for the eubacterial community revealed a heterogeneous
distribution of eubacterial TRFs.

: Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de Biologie des Protistes, UMR CNRS 6023, 24
avenue des Landais, 63177 Aubiere Cedex, France. Phone: (33)8473407751. Fax: (33)8473407670. E-mail:
A-Catherine LEHOURS@univ-bpclermont.fr.
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INTRODUCTION

Permanent anoxic basins are of great interest to microbial ecologists, and during the last decade
several papers have been published on microbial assemblages from different marine anoxic
basins (e.g., see references 42 and 36). Among permanent anoxic aquatic systems, meromictic
lakes are unusual and provide a special opportunity for research in aquatic biology for several
reasons, e.g., the high physical stability of the water masses, clearly separated compartments, a
relatively constant vertical stratification of bacterial populations, a compact and stable transition
zone between the oxic mixolimnion and the anoxic monimolimnion, and in many cases the
presence of a dense microbial community at the redox transition zone (6). These small and well-
defined ecosystems can be useful for studying anaerobic microbial community structure and
diversity and providing information on global carbon cycling and biogeochemical processes.
Although molecular characterizations of microbial communities from Lake Szlenvannet (31, 41),
Lake Cadagno (6), Mono Lake (18), and Mariager Fjord (34, 40) have been reported, the
microbial populations and communities living in anaerobic zones of meromictic lakes remain
largely unexplored. This paper focuses on the in situ distribution, abundance, and diversity of the
Bacteria and Archaea communities in the anoxic zone of Lake Pavin, which has the advantage of
being in a steady state (28). We have conducted culture-independent studies of the anoxic water
column of Lake Pavin and of samples collected from the oxic zone to provide comparative
information. Terminal restriction fragment length polymorphism (TRFLP) and fluorescent in situ
hybridization analyses were performed on samples from between 50- and 90-m depths to
characterize the microbial assemblages using 16S rRNA genes. Because previous geochemical
studies (28) have shown high concentrations of end products (methane, carbon dioxide, and
sulfide) of the terminal steps of anaerobic degradation of organic material in the monimolimnion,
we have focused on the in situ occurrence of sulfate-reducing Bacteria (SRB) and methane-
producing Archaea (MPA). Our results show significant differences in the compositions of
microbial assemblages at different depths under stratified conditions and reveal distinct diversity
patterns not only in oxic versus anoxic water zones of the lake but also within the anoxic depth

profile.
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MATERIAL AND METHODS

Description of study site and sampling procedures.

Lake Pavin, located at 45°55'N and 2°54'E, is the youngest volcano crater lake in the French
Massif Central (6,000 years BP). Lake Pavin has a circular shape, an area of 0.44 km? and a
maximum depth of 92 m at an elevation of 1,197 m above sea level. It is characterized by the
presence of two permanent stratified layers. The upper layer (mixolimnion) extends from the
surface to a 60-m depth (see Fig. S2 in the supplemental material) and is affected by mixing
during fall and spring. The deepest layer (monimolimnion) extends from 60 to 90 m in depth and
includes the chemocline (60- to 70-m depth). Water samples were collected in March 2002 from
15 depths along a vertical profile (between 50 and 90 m) with an 8-liter horizontal Van Dorn
bottle. Depth profiles of the water temperature (+0.2°C), oxygen concentration (£0.03 mg liter™',
+0.2%), and pH were determined in situ by using a portable multisensor probe (WTW).
Concentrations of dissolved major elements (except ferrous iron) were measured by colorimetric
techniques using a spectrophotometer according to the manufacturer's instructions (Hach Kits).
Ferrous iron [Fe(Il)] was analyzed by the orthophenanthroline method (20). Gases from bottom
water were collected (see Fig. S1 in the supplemental material) using a methodology developed by
the Laboratory of Geochemistry (University of Paris VII) (28). Methane and carbon dioxide
concentrations were measured with a gas chromatograph equipped with a flame ionization

detector (DI 700; Delsi).

In situ hybridization.

Nine oligonucleotide probes (Table 1) were synthesized commercially (MWG Biotech Ltd.,
Milton Keyns, United Kingdom) and end labeled with indocarbocyanine fluorescent dye (Cy3).
Sample preparations and hybridizations were performed as previously described (14). Specific
hybridization conditions for probes are indicated in Table 1. Between 400 and 600 bacteria
stained with fluorescent probes were counted on each hybridized filter (magnification, x1,000).
DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindole) counts were used as a reference for the subsequent
community analysis with group-specific probes (data are expressed as percentages of DAPI

counts).
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Probe or Target % NaCl conen (mM) in washing T/ Reference
ptimer , Formamides buffer
Sequence (5 39
Probes
EUB 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Eubacteria 35 80 46 1
ARCHI915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Abrchaea 20 200 46 38
SRB 385R  CGGCGTCGCTGCGTCAGG SRB (- 35 88 46 34
Proteobacteria)
660R GAATTCCACTTTCCCCICTG Desulfobulbus 60 15 46 13
129F CAGGCTTGAAGGCAGATT Desulfobacter 20 15 46 13
687R TACGGATTTCACTCCT Desulfovibrio 10 15 46 13
MB1174 TACCGTCGTCCACTCCTTCCTC Methanobacteriaceae 40 62 35
MSMX860 GGCTCGCCTCACGGCTTCCCT Methanosarcinaceae 40 60 35
MG1200 CGGATAATTCGGGGCATGCTG Methanomicrobiaceae 40 53 35
Primers
21f TTCCGGTTGATCCYGCCGGA Archaea 5
958¢ YCCGGCGTTGAMTCCAATT Archaea
27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Eubacteria 18
1492¢ TACCTTGTTACGACTT Universal 18
907¢ CCGTCAATTCAC)TTT(AG)AGTTT  Universal 9

* Formamide concentration in hybridization buffer. » Hybridization temperature (°C).

TABLE 1. Oligonucleotide probes and primers used for in situ hybridization analyses and PCR reactions
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DNA extraction.

One-hundred-milliliter water samples were filtered on-site onto 0.2-um-pore-size polycarbonate
filters (GTTP; Millipore) and stored at —80°C before extraction. The extraction procedure was
performed as previously described (3, 19). DNA extracts were quantified with a DNA

quantitation fluorescence assay kit (Sigma).

PCR conditions.

Primers 27f and 21f were 5' labeled with 6-carboxyfluorescein (FAM), a fluorescent sequencing
dye (Perkin-Elmer Applied Biosystems Division, Foster City, CA). Target genes were selectively
amplified from the genomic DNA by PCR, as follows. The archaeal 21{-FAM, archaeal 958t, and
universal 907r primers were used to amplify the archaeal 16S rfRNA genes. The bacterial primer
27f-FAM was used in combination with the universal primers 1492r and 907r to selectively
amplify the bacterial 16S rRNA genes (Table 1). Reaction mixtures contained 5 ul of 10x buffer,
2 mM MgCl,, a 200 uM concentration of each deoxyribonucleoside triphosphate (dATP, dCTP,
dGTP, and dTTP; Eurobio), 1.25 U of Tag II DNA polymerase (Eurobio), 10 pmol of each
oligonucleotide primer, and 50 ng of template DNA in a final volume of 50 ul. DNA
amplification was performed with a model PTC-200 cycler (M] Research) by using the following
program: a 5-min hot start at 95°C followed by 30 cycles consisting of denaturation (1 min at
95°C), annealing (1 min at 55°C), and extension (1 min at 72°C) and a final extension at 72°C for
10 min. Amplified DNAs were checked by electrophoresis in 1.0% agarose in 1x Tris-borate-
EDTA buffer, and amplicons in the proper size range were cut out, purified with a QIAquick gel
extraction kit (QIAGEN, Basel, Switzerland), and eluted in a final volume of 50 pl.

16S rRNA gene TRFLP analysis.

Enzymatic digestion reaction mixtures contained 100 ng of labeled DNA (19) and were incubated
for 12 h at 37°C. The 25-pl reaction mixtures contained 20 U of Rsal, Mspl, and Hhal (Sigma) in
the manufacturer's recommended reaction buffer. The inactivated restriction digests (by heating
to 65°C for 10 min) were purified and desalted using Micropure EZ-Microcon 30 columns
(Millipore) to prevent ion interference with the uptake of DNA by electrokinetic injection (29).
The volume after EZ column purification was checked for all samples to reduce bias resulting
from differences in the volume of the column eluant, which couldlead to large differences in the
mass loaded into the sequencer (and consequently to large differences observed in detectable

peaks). The fluorescently labeled terminal restriction fragments (IRFs) were analyzed on an ABI
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3700 automated sequence analyzer (Applied Biosystems) in GeneScan mode. The restriction
enzyme digestion mixture (2.3 ul) was mixed with 0.5 ul of GeneScan-1000 ROX size standard
(Applied Biosystems) and 3.2 pl of deionized formamide, followed by denaturation at 94°C for 3
min. Injection was performed electrokinetically at 7.7 kV for 40 s. Three replicate TRF profiles
were obtained from the digested DNA by loading three aliquots of digested DNA on three
different capillaries. Replication at this level was performed to measure the degree of variation in
TRF profiles arising solely as a result of experimental error during electrophoresis of digested

DNA samples.

Analysis of TRF profiles.

For each sample, peaks over a threshold of 50 units above background fluorescence were
analyzed by aligning fragments with the size standard by using GeneScan software (ABI). To
avoid the detection of primers and uncertainties of size determination, TRFs smaller than 50 bp
and larger than 800 bp were excluded. Replicate profiles of each sample were compared to
identify the reproducible fragments (peaks that appeared in at least two replicate profiles of a
sample). Only reproducible TRFs were considered in the numerical analysis, and TRFs that
differed by <1 bp were considered identical and were clustered. The profiles generated by TRFLP
analysis can vary in two ways. First, there can be variation in the number and sizes (in base pairs)
of TRFs present in the profile. Secondly, variation can be found in the height (and consequently
the area) of any particular peak. The relative abundance of TRFs was determined by calculating
the ratio between the peak height of each peak and the total peak height of all peaks within one
sample. Ratios were converted into percentages, and the results are displayed as histograms.
Additionally, TRFLP profiles were analyzed by the presence or absence of TRFs (converted to
binary data), and the similarity of the patterns was calculated using correspondence analysis
(COA) computed with R software using the ADE4 package for COA analysis (http://cran.r-
project.org/). Phylotype richness (§) was calculated as the total number of distinct TRF sizes in a
sample. The Shannon-Weiner diversity index (25) was calculated as follows: H = — (p) (log, p),
where p is the proportion of an individual peak area relative to the sum of all the peak areas.
Correlation coefficients were determined using the R coefficient of Pearson. Statistical analyses of
S and H evolutions were performed by one-way analysis of variance (ANOVA), using Minitab

software, version 12.
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Depth (m) Concn of compound
DOCa CO;, CH,4 Fe(II) P-PO42- N-NH4*

50 3.8 0 0 0 0
55 2.8 0 0 0 0
57 2.5 0 0 0
60 6.2 1.7 5 0 16.1 72.1
62 2.5 3.7 16.5 127.7 26.1 45
64 3.6 7.7 19.9 36.1 93.6
66 4.3 10.6 27 179.1 185.8 100.7
68 9.3 10.9 53.1 315.7 58.1 1771
70 9.4 10.6 57.5 367.8 197.4 576.4
72 8 15.3 57.2 29.3 2439 507.8
75 6 16.2 78.3 1411 93 280.7
80 8.8 12.4 75 113.2 362.1
85 45 23.8 95.3 123.7 103.2 319.3
90 7.4 25 100 296.3 346.8 456.4

sConcentrations of DOC are given in mg/liter, those of methane and CO; ate given in ml/liter, and those of Fe(Il),
phosphorus, and ammonia are given in micromolar units.

TABLE 2. Concentrations of dissolved compounds in Lake Pavin by depth
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RESULTS

Characteristics of Lake Pavin.

The anoxic zone extended from 60 m to 92 m (including the chemocline and subchemocline),
and a steep oxycline was evident between 55 m and 60 m. The temperature increased with depth
in the anoxic zone, from 4°C at 60 m to 5.2°C at 90 m. The pH reached 7.5 in epilimnetic water
and decreased in the anoxic zone to 6.5 (Fig. 1). The mean dissolved organic carbon (DOC)
content of the monimolimnion between 60 and 90 m was higher (6.3 mg liter ") than that of the
oxic zone sampled (3 mg liter ). The DOC concentrations peaked at 68 m and 70 m (9.3 mg liter”
" and at 80 m (8.8 mg liter) (Table 2). Methane (CH,) and carbon dioxide (CO,) were first
detectable at 60 m and increased with depth (Table 2). In the 60- to 90-m water column, the CH,
concentrations ranged from 5 cm’ liter! to 100 cm’ liter™', and CO, concentrations ranged from
1.7 em’ liter™! to 25 cm’ liter™". Dissolved ferrous iron (Fe’") was undetectable above a 62-m
depth. Below 62 m, the Fe(Il) concentrations presented broad peaks in the chemocline, with a
prominent peak of 367.8 uM at 70 m. The NH," (Table 2) profile showed an increase with depth
and a prominent peak of 576.4 uM at 70 m. Bacterial numbers (Fig. 2) based on microscopic
counts ranged from 5.2x 10° to 1.2 x 10 cells mI™', with the largest number found in the anoxic
zone.

Effect of depth on microbial community structure.

Cells hybridized with probes EUB338 and ARCH915 revealed large prokaryotic populations
(>10° cells mI™") in the water column (Fig. 2). However, the total bacterial and archaeal cells
detected by these probes were <50% of the DAPI-stained cells. The mean densities of cells
detected with probe EUB338 were 9% for the oxic layer (0.6 x 10° cells ml™), 14.2% for the
chemocline (1.2 x 10° cells mI™), and 16.7% (1.8 x 10° cells mI™") for the subchemocline. Cells
identified with the ARCH915 probe represented the largest microbial group in the water column,
with 2 maximum percentage for the chemocline (21% of DAPI-stained cells; 1.7 x 10° cells mI™).
They accounted for 14.5% of DAPI-stained cells in the oxic layer (0.9 x 10° cells ml™") and for
17% in the subchemocline (1.8 x 10° cells ml™"). Like Ewbacteria, Archaea reached their highest
densities at 85 m (2.4 x 10° cells ml™). The ratio of Archaea to Eubacteria ranged from 0.8 to 4.1
(mean ratio, 1.5), with distinct maxima at 57 m and 68 m (4.1 and 2.7, respectively). Sulfate-
reducing members of the &-subclass of Profeobacteria targeted with the probe SRB385R were
detected within the entire water column (Fig. 3) but were more dominant in the chemocline, with
a maximum of 44% of Eubacteria counts (mean levels, 0.6 x 10° cells mI™ in the oxic layer, 3.2 x

10° cells mI™ in the chemocline, and 0.8 x 10° cells ml™" in the subchemocline)
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FIG. 2. Total microbial cell counts (10 cells ml?) and relative percentages of cells that hybridized with the
EUB338 and ARCHUY15 probes (expressed as % of DAPI-stained cells).
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FIG. 3. Profiles of cell counts stained with SRB385R (SRB belonging to 6 subdivision of Proteobacteria),
129F (Desulfobacter), 660R (Desulfobulbus), and 687R (Desulfovibrio) probes (105 cells ml?).
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Large numbers of target cells (>10° cells mI™") were found with the Desulfobacter 129F, Desulfovibrio
087R, and Desulfobulbus 660R probes (Fig. 3), and maximum abundances occurred at the oxic-
anoxic interface (Desulfobacter, 1.8 x 10° cells ml™'; Desulfovibrio, 1.6 x 10° cells ml™; and
Desulfobulbus, 1.2 x 10° cells ml™). However, in comparison with the distribution of cells detected
with the SRB385R probe, these genera described only a small fraction of the SRB inhabiting the
chemocline.

Methanosarcinales (including Methanosaeta and Methanosarcina) detected by the MSMX860 probe
accounted for 0.6% of the archaeal community in the oxic layer, 2.8% in the chemocline, and
4.8% in the subchemocline (Fig. 4). The Methanomicrobiales, detected by the MG1200 probe,
peaked at 80 m (1.4 x 10° cells mI™") but were almost negligible in the rest of the water column. In
contrast, the Methanobacteriales, detected by the MB1174 probe, were most dominant at the

interface of the oxic and anoxic parts of the water column (28% of the Arhaea at 60 m).

2.5 4

O Methanomicrobiaceae
® Methanosarcinaeae

B Methanobacteriaceae
1.5 A

denstties (x10% cell.mi')

densities of Methano bacteriaceae (x10°
cell.ml')
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depth (m)

FIG. 4. Profiles of cell counts stained with MBI1174 (Methanobactetiaceac)y MSMX860
(Methanosarcinaceae), and MG1200 (Methanomicrobiaceae) probes (10° cells ml).
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FIG. 5. Evolution of eubacterial and archaeal phylotype richness (§ = number of TRFs) between the three zones
studied for each independent restriction digest. *, statistically significant evolution (ANOVA analysis; P < 0.05).
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Diversity of 16S rRINA genes.

Eubacterial and archaeal 16S rRNA genes were digested with three (Mspl, Rsal, and Hhal) and
two (Mspl and Rsal) separate single enzymes, respectively. Each individual cleavage reaction for
each group showed the same trend (Fig. 5): the phylotypic richness (§ = number of TRFs) of

eubacterial (5,,,) and archaeal (§

arc

») communities increased in the anoxic zone, with a maximum
number of TRFs in the subchemocline. Differences in § values between the three zones were
significant for archaeal communities (P < 0.05); however, if the same trend was observed with the
three independent restriction digests, no significant statistical differences were observed for §.;.
The results obtained with Mspl for Ewubacteria and with Rsal for Archaea yielded the largest
numbers of TRFs and thus presented the highest level of resolution (8), and for further analyses,
the results presented are those obtained with these restriction digests.

A greater total number of eubacterial TRFs (350; Mspl digestion) than of archaeal TRFs (101;
Rsal digestion) was observed. § values for both eubacterial and archaeal TRF profiles revealed a
substantial richness in the anoxic layer (Fig. 5), especially in the subchemocline (§.,, = 89 [Mspl];
S

arch

12 TRFs at a 62-m depth and 37 TRFs ata 64-m depth) and S, (e.g., 85 TRFs at a 55-m depth

= 37 [Rsal]). Phylotype richness profiles (Fig. 6) show intrazone variability for both S, (e.g.,

and 48 TRFs at a 57-m depth). The maximum value for S, was obtained at a 75-m depth (S, =

111), whereas no significant increase was observed for S, at this location.

Comparison of bacterial and archaeal communities.
TRFLP profiles were compared on the basis of the presence or absence of TRFs by COA. The

COA obtained with archaeal 16S rRNA gene patterns (Fig. 7b) showed a clear distinction
between two sets on the horizontal axis (the more discriminant axis). One set grouped samples
from the oxic points (50, 55, and 57 m) with the upper points of the chemocline (60 m and 62
m). The second cluster illustrated a striking relationship for anoxic samples between 64 and 90 m.
The COA result obtained with eubacterial TRFs (Fig. 7a) was quite similar to that obtained with
archaeal TRFs, except for the results for 75-m and 80-m depths. At these anaerobic depths, the
eubacterial TRFs did not cluster with those for other anoxic points.

A determination of the number of TRFs specific to one zone revealed that 7% of eubacterial and
12% of archaeal TRFs were specific to the oxic layer, while 61% of eubacterial and 67% of
archaeal TRFs occurred exclusively in the anoxic zone. For both Ewbacteria and Archaea, some
TRFs differed between the chemocline and the subchemocline (19% of eubacterial TRFs and
23% of archaeal TRFs were specifically restricted to the chemocline, while 21.5% of eubacterial

TRFs and 14% of archaeal TRFs were restricted to the subchemocline).
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FIG. 7. COA analyses of TRF relationships between sample locations. (a) Eubacterial TRFs from Mspl
cleavages. (b) Archaeal TRFs from Rsal cleavages.

Evaluation of bacterial and archaeal communities.

TRFLP profiles were compared by calculating the relative abundances of individual TRFs within
samples. Histograms are displayed for fragments with relative abundances of >1% (Fig. 8). No
eubacterial TRF (>1%) was found in all sampled depths, whereas the 94-bp dominant TRF (16 to
64%) was common to all archaeal communities. Twelve archaeal fragments (e.g., 96 bp at 62 m
and 190 bp and 577 bp at 50 m) occurred exclusively at one depth, but no large single fragment
dominated at any one sample location. For Ewbacteria, 29 fragments were restricted to one depth,
with four dominant fragments among them (71 bp [17%] at 57 m, 146 bp [30%)] at 80 m, 154 bp
[20%)] at 70 m, and 510 bp [27%] at 64 m). Some TRFs, such as the eubacterial 97-bp TRF
between 55 and 62 m and the 93-bp archaeal TRF from 64 m to 90 m, were characteristic of
successive sample locations. The most obvious changes within the community structure involved
the Euwbacteria, while the archaeal community remained rather stable. The oxic-anoxic layer
transition was characterized by a striking change in the eubacterial community pattern. In the oxic
zone, no very dominant eubacterial TRFs occurred, while the anoxic zone (specifically the

chemocline) was dominated by a few phylotypes (e.g., the 505-bp and 506-bp TRFs at 60 m and
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the 154-bp and 156-bp TRFsat 70 m represented 69% and 53%, respectively, of the relative
abundances).

To compare communities by considering two parameters, the relative abundance of terminal
fragments (richness) and the communities relative abundances (evenness), the Shannon-
Weiner index was calculated for eubacterial (Heu,) and archaeal (Hacn) cOmmunities. The
different independent eubacterial or archaeal restriction digests showed the same trend (Fig.
9). For Archaea, an increase in Hacnh Was observed between the three zones, and Hyen highly
significantly reflected Sycn (r = 0.82; P <0.01) (Fig. 6), unlike the case for Eubacteria, where
a decreasein Hey, Was noticed in the chemocline (for Mspl digestion, P < 0.05) (Fig. 9). Heu
indicated an opposite trend from that of Sy, suggesting that the bacterial communities were
less diverse in the chemocline (Fig. 6) than those from the oxic environment (e.g., for Mspl

digestion, Heyp [OXiC zone] = 5and Heyp, [chemocling] = 3.7).

B Oxic
B Chemocline
5 4 m Sub-chemocline

Shannon index (H)

Mspl Rsal Hhal Rs=al

44— Eubacteria — 44— Archaea —p

FIG. 9. Evolution of eubacterial and archaeal Shannon-Weiner indexes (H) between the three zones
studied for each independent restriction digest. *, statistically significant evolution (ANOVA analysis; P <
0.05).
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DISCUSSION

In this study, the microbial diversity and community structure within the water column in the
meromictic Lake Pavin were estimated. The microbial ecology of such lakes is of specific interest
because the chemocline is believed to spatially separate distinct microbial communities.
Moreover, previous geochemical studies of Lake Pavin have shown that the monimolimnion is in
a steady state (28). This ecosystem appears to be an ideal site to investigate the diversity,
distribution, and function of bacterioplankton because spatial variations in microbial communities
should be addressed to the strong and persistent chemical gradient. This lake is also an anomalous
environment in that it has high concentrations of DOC and dissolved inorganic phosphorus and
high standing crops of bacteria.

Due to the poor culturability of natural bacteria, particularly anaerobic bacteria, we have used
molecular approaches based on 16S rRNA genes to investigate the microbial community
structure in the water column of Lake Pavin. TRFLP analysis has been demonstrated to be a
robust and reproducible methodology for the rapid analysis of microbial community structures in
different samples and for the study of community dynamics and changes in community structure
in response to changes in prevailing physicochemical parameters (30). However, the observation
of Wintzingerode et al. (44), who state that "each physical, chemical and biological step involved
in the molecular analysis of an environment is a source of bias which will lead to distorted view of
the real world," is as applicable to this technique as to any of the other methodologies currently
used in microbial ecology. We caution that data obtained by using TRFLP analysis contain several
sources of potential bias, especially for semiquantitative analysis. For example, the number of
populations represented in the fingerprint of any given community depends on the rank
abundance of each population. Microbial populations that are not numerically dominant are not
represented because the template DNAs from these populations represent a small fraction of the
total community DNA. Consequently, the species diversity of the microbial community is
underestimated (23). Differences in gene copy number between species (organisms belonging to
the domain Eubacteria can have one to seven or more copies of the 16S rRNA gene [32]) and bias
introduced during cell lysis, DNA extraction, and PCR amplification may yield a mixture of
products that do not accurately reflect the rank abundance of the original community DNA
template, thus skewing the apparent abundance of different populations. To minimize deviations
between samples, the protocol for TRFLP analysis was standardized (e.g., the number of cycles of

PCR, the use of a capillary-based electrophoresis system with automated sample loading [30], and
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analysis of the 5'-end region of the gene, which provides greater discrimination [39]) in this study
to yield high-quality fingerprints.

A conclusive result of our study is the complete shift in the composition of the microbial
assemblages between the mixolimnion and the monimolimnion, as shown by COA analyses. One
cluster grouped together the upper depths (except for 75 m for eubacterial TRFs), and the second
cluster illustrated a striking relationship (especially for _Arhaea) between deep anoxic sample
locations. Few phylotypes found in the oxic layer were recovered in the monimolimnion (61% of
eubacterial TRFs and 67% of archaeal TRFs were characteristic of the anoxic zone). The results
were in agreement with the drastic stratification of the environment and clearly separated two
microbial communities. Relative to what has been found for other anoxic environments (6, 18,
24, 42), the global diversity of the Lake Pavin monimolimnion is quite elevated, as indicated by
the phylotype richness values and diversity index that we calculated. TRFLP analysis performed
with Eubacteria (Mspl) yielded between 50 and 90 peaks for most profiles (Fig. 6). These results
are very similar to those of Vetriani et al. (42) for the Black Sea, who also noticed that the
diversity of Archaea in the Black Sea appeared to be quite low compared to the bacterial diversity.
Within the Lake Pavin water column studied, diversity seems to be higher in anoxic deep water
than in oxic sample locations. For Arhaea, the number of TRFs was twice as large for the
subchemocline samples (for Rsal digestion, P < 0.05) as for the oxic samples. This tendency was
also noticed for Eubacteria: the oxic layer contained on average 68 eubacterial TRFs, and the deep
anoxic water contained 89 eubacterial TRFs (Mspl digestion). This trend was observed for the
three independent restriction digests, suggesting that S, tends to increase in the anoxic layer.
These conclusions are in contrast to those of previous studies of Mono Lake assemblages based
on denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) analysis (17) or of a similar DGGE-based
study of Lake Saxlenvannet (31), which revealed greater specific diversity in the oxic zones.
However, our results are in agreement with those of Madrid et al. (24) and Humayoun et al. (18),
who also found more bacterial diversity in anoxic deep water than in oxic surface water.
Nevertheless, care must be taken when comparing bacterial diversity in the oxic and anoxic zones
defined in our study. Our sampling points in the oxic zone reflect only part of the mixolimnion,
which s subjected to marked seasonal variations in its upper part (light intensity, temperature, and
nutrient loading) which canlead to temporal variations in the number of TRFs. Boucher etal. (7)
revealed that between 69 and 133 and between 71 and 102 eubacterial TRFs occurred in the
epilimnion and the metalimnion, respectively, of Lake Pavin (with Mspl digests), suggesting that
the eubacterial diversity in anoxic bottom water is quite similar to that found in the upper part of

the water column. A likely explanation, postulated by Humayoun et al. (18), for the discrepancy
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between studies based on DGGE analysis (17, 31) and those based on methods with a higher
resolution, such as cloning-sequencing approaches (18, 24) or TRFLP (29), on the diversity of
anoxic versus oxic layers is that most phylotypes found in deep water were present at a very low
relative abundance and thus formed faint bands that were not readily detected by DGGE. This
hypothesis is consistent with our data which indicate the presence of sparsely occurring
eubacterial phylotypes, especially in the chemocline (as revealed by the noncorrelation between
H,, and S, [r= 0.13; P < 0.05]) (Fig. 6). A few TRFs dominated the chemocline, as shown in
Fig. 8 (e.g., at the 70-m depth 79 TRFs were observed, and among them, the 154- and 156-bp
TRFs represented 53% of the total peak area). A highly diverse microbial community dominated
by a few species was also observedin the chemocline of Lake Cadagno (6), and Holfe and Brettar
(16) found the largest number of dominant taxa in the biologically most active regions of the
water column. These observations suggest a preponderant role for the interface community
within the chemocline in the overall functioning of Lake Pavin. The present study shows a
prevalence of Archaea throughout the water column, and their presence in the oxic zone agrees
with the statement that they are much more diverse and widespread than was previously
suspected. Representatives have been detected in terrestrial environments, marine and lake
sediments, temperate ocean waters, and polar seas (10). Delong et al. (12) and Massana et al. (27)
have shown that planktonic .Arhaea occur at a high relative abundance in the oceanic subsurface,
and this group has been shown to dominate the prokaryotic fraction in the mesopelagic zone of
the Pacific Ocean (21). Additional evidence demonstrating the wide distribution of Archaea in
oxic and anoxic marine sediments and in the water column has been obtained by using lipids as
biological markers for the detection of these microorganisms (11, 15). However, if Archaea appear
to be an essential part of the prokaryotic assemblages in the water column of Lake Pavin, our
observations may have arisen in part because of a lack of specificity of the ARCH915 domain
probe, which has been shown to hybridize nonspecifically to some members of the Ewbacteria
(33). The presence of archaeal TRFs in oxic locations confirms that Archaea occurred in the oxic
layer of Lake Pavin. These archaeal TRFs were clearly discriminated from those of the deeper
layer, suggesting that these species exhibit particular phenotypic characteristics. Vetriani et al. (42)
noticed that the upper-depth profiles for depths above the chemocline of the Black Sea were
largely colonized by members of the marine planktonic group II (related to the order
Thermoplasmales). They also found that in contrast to the relative homogeneity of the Archaea
found in the oxic upper water column of the Black Sea, the deeper anoxic profile revealed a more
complex structure. In the water column of Lake Pavin, we have noticed a significant increase in

archaeal TRFs, but relative homogeneity in the structure of this community was observed
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throughout the water column (Fig. 8). The significantincrease in the number of archaeal TRFs in
and below the chemocline is consistent with the observations of Ovreas et al. (31) and with the
known phenotypic characteristics of these organisms, which in mesophilic habitats are

predominantly anaerobic methanogens. If the increase of S, for the deeper anoxic points

arch
appears to be in agreement with the intrinsic characteristics of these organisms, at this state of the
study of anaerobic microbial communities of Lake Pavin we can only formulate a hypothesis to
explain the high global diversity observed for Eubacteria. Geochemical studies have shown that
the Lake Pavin monimolimnion exhibits a wide diversity of dissolved or particulate compounds,
such as manganese, particulate ferric and ferrous iron, copper, sulfate, and different trace
clements such as molybdenum, uranium, vanadium, mercury, etc. (43). The strong
physicochemical gradients in the Lake Pavin monimolimnion no doubt contribute to the overall
diversity of the bacterioplankton in the lake by supporting a range of redox environments
(niches). No significant correlations have been found between the spatial occurrence of
eubacterial TRFs and the physicochemical parameters determined in this study. This observation
suggests that other physicochemical parameters predominantly act in the structure of eubacterial
communities and/or that the complex network of metabolic interactions established by anaerobic
microorganisms governs the organization of microbial communities. This last hypothesis could
explain the elevated diversity of monimolimnion bacterial populations. It may be possible that
microorganisms which exhibit anaerobic metabolism, which is less energetically efficient than
oxygen-dependent metabolism, maintain a higher diversity of energetic pathways in anoxic
environments. This network could lead to the retention of higher metabolic diversity, and as
postulated by Humayoun et al. (18), ecological forces that act to structure aerobic microbial
communities are fundamentally different from those that act to structure anaerobic microbial
communities. A striking difference in microbial patterns between oxic and anoxic layers was
reported above; however, strong intrazone variabilities in the eubacterial or archaeal phylotypic
richness could also be observed. This is probably one of the main original observations of our
study. Several successive sample points were collected for each physicochemically defined zone
(e.g., six depths were sampled with 2 m of resolution for the chemocline), and this sampling
strategy suggests that extrapolations about microbial community structure and diversity based on
only one sampled point in a defined zone could yield false conclusions. This intrazone variability
explains why the increase in the number of eubacterial TRFs (§,,,) was not statistically significant
between the three water layers (high standard deviations). An example of this intrazone variability
is illustrated by the COA analysis of eubacterial TRFs, which showed a striking relationship

among TRFs from anoxic samples, except for the 75-m sample. This last sample presents a
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greater similarity with the TRFs from the oxic layer, suggesting that an unknown factor affects the
structure of the microbial community, and considering that the current state of inflow and

outflow of water is negativein Lake Pavin, we could suggest a sublacustrine water input.

Distribution of SRB and methanogens according to depth.

The high SRB densities in the chemocline detected by the SRB385R probe account for 44% of
the Ewubacteria. This supports the suggestion of a biogenic origin for the H,S found in the anoxic
zone of Lake Pavin (2). The genera Desulfobulbus, Desulfobacter, and Desulfovibrio, targeted with
specific probes (660R, 129F, and 687R, respectively), described only a small fraction of the SRB
quantified in the chemocline, which means that other groups of SRB are involved in the sulfate
reduction activity in this zone. These genera presented density peaks at the aerobic/anaerobic
interface (>10° cells ml™"), where their accumulated abundances were greater than the abundances
of SRB determined with the probe SRB385R. This discrepancy can be explained by the work of
Ramsing et al. (34), who revealed that members of the genera Desulfobacter and Desulfomicrobinm as
well as all species belonging to the genera Desulfobacterinm, Desulfosarcina, Desulfobacula, Desulfococcus,
Desulfoarculus, and Desulfomonile displayed at least one mismatch within the targeted region,
resulting in an underestimation of SRB.The very clear-cut bipartite distribution of the genus
Desulfovibrio has also been observed in the sediments of an oligotrophic lake (37). The great
abundance of the genus Desulfobulbus, also noted in a stratified fjord (34) and in lake sediments
(22), is in favor of a major role of this genus in sulfate reduction activity. The presence of these
genera in the oxic zone is consistent with their physiological characteristics, notably their oxygen
respiration ability (26). High sulfate reduction rates and high counts of sulfate-reducing bacteria
have repeatedly been reported for oxic marine sediments and microbial mats (40). The presence
of SRB cells in the oxic layer of Lake Pavin could suggest the existence of a specific physiological
group adapted to live under oxygenic conditions, as epifluorescence microscopy observations
revealed that some SRB cells appeared to be associated with detritic particles, which may provide
anaerobic microhabitats that favor their activities.The targeted methanogen families,
Methanobacteriaceae  (hydrogenotrophic methanogens), Methanomicrobiaceae  (hydrogenotrophic
methanogens), and Methanosarcinaceae (aceticlastic methanogens), were presentin all samples from
the anoxic water column. The accumulated densities of these three groups peaked at 60 m (31.2%
of the Archaea targeted with ARCH915). Among the three target groups of methanogens, the
Methanosarcinaceae dominated the methane-rich depth interval below the chemocline. We noticed
that methane concentrations were only correlated with the density of the Methanosarcinaceae (r =

0.64; P < 0.05), suggesting that this group plays an important role in the global methane budget of
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the Lake Pavin anoxic zone. This group has been reported from other anoxic aquatic systems,
e.g., Vetriani et al. (42) revealed that 10% of clones were placed within the Methanobacteriaceae and
the Methanosarcinaceae for the anoxic region of the Black Sea water column. Ovreas et al. (31)
showed that methanogenic bacteria in the water column of Lake Salenvannet belonged to the
Methanomicrobiales and Methanosarcinales; this is in agreement with our study, which shows that
among the three families targeted, the Methanosarcinales and the Methanomicrobiales were detected
within the entire anoxic water column. The simultaneous occurrence of SRB and MPA in the
sulfate-limited monimolimnion of Lake Pavin (28) can be explained by alternative anaerobic
processes to sulfate reduction, for example, dissimilatory Fe(Ill) reduction. This process could
occur in the entire anoxic water column but probably occurs mainly in the chemocline because of
the accumulation of particulate ferric iron (28), the elevated concentrations of Fe(II), and the high

densities of SRB.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Fig. S1. Sampling procedure for gas analysis.

A tygon® tube (1) is immersed in the water at a chosen depth
and water is brought up by means of a peristaltic pump. At the
outlet of the pump, water and gases are collected in a Durand
bottle (2). This bottle is equipped with two taps and a septum (3).
Phase 1: Lake water is collected at the bottom of the bottle until
the bottle is full.

Phase 2: Water is collected at the top of the bottle in order that
only degassed water is discharged at the bottom. Gas remains
trapped in the upper part of the bottle. The procedure is stopped
after collection of 4 liters. Gas volume is measured and an aliquot
of gas is sampled through the septum.
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Fig.S 2. Localisation and schematic characteristics of lake Pavin. Water column can be divided
in two zones: the mixolimnion which is affected by seasonnal mixing, and the anoxic
monimilimnion composed by the chemocline (steep conductivity gradient) and the sub-
chemocline.
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ARTICLE 2

Successions spatio-temporelles des communautés bactériennes en réponse a
Panoxie dans ’hypolimnion d’un lac eutrophe et dimictique

(Lac d’Aydat, France)

Lehours Anne-Catherine, Corinne Bardot, Pierre-Francois Pelisson,

Annie Guedon, Stéphane Pesce, Guy Demeure, Denis Sargos, et Gérard Fonty.

Aquatic Microbial Ecology

Résumé : En période de stratification thermique, hypolimnion des lacs eutrophes évolue en
quelques jours de conditions oxydées a une anoxie complete. Cette transition constitue une
perturbation majeure pour les communautés microbiennes de cette zone profonde, et peut
potentiellement fournir un point référentiel (ou TO) a partir duquel il sera possible de suivre la
mise en place progressive des communautés microbiennes anaérobies.

L’évolution de la structure, de la composition et de la diversité des communautés bactériennes
consécutive a cette modification drastique a été analysée a trois profondeurs (10 m, 12 m, et 14
m) dans ’hypolimnion d’un lac eutrophe et dimictique : le Lac d’Aydat. Cette étude a débuté au
printemps, deux semaines avant la mise en place de I'anoxie et des prélevements hebdomadaires
ont été réalisés jusqu’au brassage complet du lac en automne.

La composition des communautés microbiennes a été analysée par Temporal Temperature
Gradient Gel Electrophoresis (TTGE) et Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism
(T-RFLP). Les résultats fournis par ces deux méthodes complémentaires révelent des
modifications notables de la composition des communautés bactériennes entre les conditions
oxydées et anoxiques. Durant la période anoxique, les communautés anaérobies présentent un
processus  graduel d’évolution particulicrement remarquable aux trois profondeurs
¢chantillonnées. Une augmentation de la richesse phylotypique est également notée a 10 m et 12
m durant les premiers stades anoxiques alors que les communautés bactériennes de Iinterface
cau/sédiment (14 m) apparaissent suivre un schéma distinct. Les dendrogrammes établis a partir
de matrice de similarité permettent de discriminer pour chaque profondeur des stades pionniers
et matures dans les processus de succession. Bien que la composition des communautés
bactériennes anaérobies révele qu’une stratification est clairement établie au sein de cet
hypolimnion, les communautés dominantes présentent une similarité supérieure a 55%, suggérant
que les mémes especes dominent hypolimnion et que potentiellement les mémes fonctions
majoritaires sont accomplies a chaque profondeur.
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SUCCESSIONAL CHANGES IN BACTERIAL COMMUNITY
ASSEMBLAGES FOLLOWING ANOXIA IN THE HYPOLIMNION
OF A EUTROPHIC LAKE

Anne-Catherine Lehours®, Corinne Bardot, Pierre-Francois Pelisson, Annie Guedon,
Stephane Pesce, Guy Demeure, Denis Sargos and Gérard Fonty.

Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement (LMGE), Université Blaise
Pascal-Clermont-Ferrand, UMR CNRS 6023, 24 avenue des Landais, 63177 Aubiére
Cedex.

ABSTRACT

Dynamics of bacterial assemblages following anoxia were characterized in the hypolimnion of a
eutrophic lake (Lake Aydat). The sampling started in spring before the complete anoxia and was
continued weekly until the complete mixing of the water column in autumn. Bacterial community
patterns at the three sampled depths (10, 12 and 14 m) were investigated using temporal
temperature gradient gel electrophoresis (TTGE) and terminal restriction fragment length
polymorphism (T-RFLP) analyses. Results revealed changes in the structure of the bacterial
communities as conditions changes from oxic to anoxic. Once anoxia had been reached,
anaerobic bacterial communities continued to change and exhibited gradual successional patterns
at the three depths. During the anoxic period, bacterial communities at 10 and 12 m were
discriminated in two groups corresponding to the steps ‘until’ and ‘after’ maximum stratification
(august 19™). While the succession of bacterial community in the hypolimnion was dynamic and
exhibited gradual patterns at the three depths, a “sensitivity gradient” to O, depletion was
suggested: communities at 10 m appeared to be more affected by the shift in oxygen
concentrations than those of the deeper water layers.

Key Words: Lake, bacterial community structure, succession, molecular fingerprint methods
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INTRODUCTION

In the water column of many eutrophic aquatic systems, three steps are observed during thermal
stratification in regard to oxygen concentrations: (1) Increasing solar radiation in the spring leads
to vertical stratification which reduces the rate of oxygen supply while aerobic respiration
removes oxygen (2) In summer, the deepest water layers (hypolimnion) are anoxic (3) In autumn,
decreasing solar radiation leads to cooling of surface water and to the deep penetration of
oxygen. The overturn leads to the reoxygenation of the entire water coulmn. Consequently, in the
course of a few days, the habitat of microbial community in the hypolimnion shifts from oxygen
supersaturation to anoxia (or the opposite) and new microbial niches are created, filled and
destroyed in rapid succession (Finlay et al. 1997).

Lake Aydat in the french Massif Central supports an extensive seasonal anoxic zone (from 6 to
14 m, Michard et al. 2001) formed every year from May to October (Bettarel et al. 2004). This
hypolimnion is populated with living and active communities of bacteria [bacterial abundance is
in average 5.10° cells ml" and bacterial production (114.2 10° bacteria liter' h™) is greater than
that in overlying oxic water, Bettarel et al. 2003, 2004]. In this anoxic and aphotic water layer,
fish, zooplankton and phytoplankton are excluded. Grazers (ciliates and flagellates) are rare and
grazing rates are low (Bettarel et al. 2003, 2004) such as typically noted in anoxic waters
(Weinbauer & Holfe 1998). Although, changes in bacterial community composition are
influenced by carbon and nutrient sources [i.e. ‘Bottom up’ influences (e.g. Billen et al. 1990)] and
to viral lyses (Weinbauer et Holfe 1998, Bettarel et al. 2004), this anoxic zone is an accurate and
‘simplified” (with less complex trophic interactions) system to analyze the responses of bacterial
populations to the shifting environmental conditions (e.g. anoxia).

The objective of the present work was to monitor the dynamics of the dominant bacterial
community members in the hypolimnion of the eutrophic Lake Aydat during the three periods
(1) (2) (3) previously described. In order to assess the changes in bacterial community, two
cultivation-independent techniques were carried out on the 16S rRNA gene: Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism (TRFLP) and Temporal Temperature Gradient Gel
Electrophoresis (I'TGE) analyses.

MATERIAL AND METHODS

Site description and sample collection: Lake Aydat, located at 2° 59’E and 45° 40’N at 825 m

altitude in the French Massif Central, is a small (surface area 60.3 ha; maximum depth 14.5 m)

dimictic lake. It originates from a dam formed by a basaltic flow approximatively 7500 years ago.
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Primer Sequence 5 —3’ Reference

27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Suzuki and Giovannoni 1996

1492r GGTTACCTTGTTACGACTT Suzuki and Giovannoni 1996

27f-GC clamp | CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGCGGCGGGGGCACGGGGGGAG Weishurg et al. 1991
AGTTTGATCCTGGCTCAG

518r ATTACCGCGGCTGCTGG Muyzer et al. 1993

Table 1: Primers for the PCR amplification of eubacterial 16S rDNA.
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Depth profiles of water temperature (£ 0.2 °C) and oxygen concentration (* 0.03 mg 1-1) were
determined 7# sitn using a portable multisensor probe (WTWg) and values were interpolated
through the water column by using Surfer 7.0 (Golden software Inc, Colorado). From May to
November 2004, 28 weekly sampling sets were performed at 10 m, 12 m and 14 m (Fig. 1A and
1B) on a vertical at the deepest place in the lake using an 8 1 horizontal Van Dorn bottle. The
physicochemical composition of the hypolimnion has been reported in previous studies (e.g.
Ogier 1999).

DNA extraction and PCR amplification: 400 ml water samples were filtered onto 0.2 um pore-

size polycarbonate filters (47 mm diameter, GTTP, Millipore). DNA extractions were performed
as previously described (Jardillier et al. 2004). For TRFLP analysis, amplification of the bacterial
16S rDNA genes was performed using the combination of the bacterial 27f primer -5-labeled
with FAMg and the universal primer 1492r (Table 1). For TTGE analysis, the primer 27f
modified with a GC-rich sequence at the 5 end was used in combination with the universal
primer 518r (Table 1). Reaction mixture contained 5 pl 10X buffer, 2 mM MgCl,, 200 uM of each
deoxyribonucleotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Eurobio), 1.25 U of Taq
polymerase (Bioline, Abcyss), 10 pmoles of each oligonucleotide primer, and 50-100 ng of
template DNA for a final volume of 50 pl. Amplifications were performed with a model PTC-
200 cycler (M] research) using the following program: a 5-min hot start at 95 °C, followed by 30
cycles consisting of denaturation (1 min at 95°C for T-RFLP; 30 s at 94°C for TTGE), annealing
(1 min at 55°C for T-RFLP; 30 s for TTGE), and extension (1 min at 72°C for T-RFLP; 30 s for
TTGE) and a final extension (10 min at 72°C for T-RFLP; 7 min for TTGE). Amplified DNA
was checked by electrophoresis in 1.0% agarose in 1x TBE buffer.

T-RFLP procedure: 25 ul of enzymatic digestion mixture containing 100 ng of labeled DNA and

20 U of Mspl (Sigma) in the manufacturer’s recommended reaction buffer were incubated for 12
h at 37°C (Lehours et al. 2005). Restriction digests were inactivated by heating to 65°C for 10
min and then purified and desalted using Micropure EZ-Microcon 30 columns (Millipore) to
prevent ion interference with the uptake of DNA using electrokinetic injection (Moeseneder et al.
1999). The volume of all samples was checked after EZ column purification in order to reduce
bias resulting from differences in column eluent volume, which could lead to large differences in
the mass loaded into the sequencer (and consequently to large differences observed in detectable
peaks, Lehours et al. 2005). Fluorescently-labeled terminal restriction fragments (TRFs) were
analyzed on an ABI 3700 automated sequence analyzer (Applied Biosystems) in GeneScan mode.
2.3 ul of the restriction enzyme digest were mixed with 0.5 ul of GeneScan-1000 ROX size
standard (Applied Biosystems) and 3.2 ul of deionized formamide, and then denaturated at 94°C
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for 3 min. Injections were performed electrokinetically at 7.7 KV for 40 s. Three replicate TRF
profiles were obtained from the digested DNA by loading three aliquots of digested DNA onto
three different capillaries. This replication level was performed to measure the degree of variation
in TRF profiles arising solely as a result of experimental error during electrophoresis of DNA
digest samples. To avoid detection of primers and uncertainties in size determination, TRFs
smaller than 50 bp and larger than 800 bp were excluded. TRFs were analyzed by aligning
fragments to the size standard by using GeneScan analytical software (Applied Biosystems).
Replicate profiles of each sample were compared to identify the reproducible fragments (peaks
that appeared in at least two replicate profiles of a sample). Only reproducible TRFs were
considered in the numerical analysis. TRFs that differed by less than 1 bp were considered
identical (Dunbar et al. 2001) and were clustered. A program in Visual Basic for Excel was
developed to automate these procedures. TRF signal (representing height or area) was assumed
to be proportional to the relative abundance of the species. TRFs were expressed as relative
abundances of the total signal detected in the TRFLP profile. TRFs below a threshold of 0.1% of
the total profile signal were deleted and relative abundances of remaining TRFs were recalculated
(Blackwood et al. 2007).

TTGE procedure: Three hundred nanograms of each amplified product were electrophoresed
along a 8% (wt/vol) polyacrylamide gel (7M urea, 1.25X TAE, 0.06% Temed and 0.06%

ammonium persulfate) using the DCode Universal Mutation Detection System (BioRad). Runs
were performed in 1.25x TAE at 68 V for 17 h with a temperature range of 66°C to 69.6°C and a
ramp rate of 0.2°C per hour. The reference patterns consisted of a mixture of amplified 16S
rDNA V1 to V3 fragments of three bacterial strains (Aeromonas caviae, Kurthia zopfii, Escherichia
coli). Following electrophoresis, gels were stained in a Gel Star nucleic acid gel stain bath (BMA)
and the banding patterns were examined under ultraviolet light. The gels were digitally
photographed (Versa Doc™ Imaging System (BioRad)), converted to TIFF file, normalized using
reference patterns and analyzed with the GelCompare 4.6 software package (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium).

Analyses of TRFLP and TTGE patterns

From the binary data, dissimilarities among the TRFLP and TTGE patterns were estimated using
Dice’s coefficient (D) = 1-[(2N,,)/(2N,, + N, + N,)], where N, is the number of bands or TRFs
that are present in sample ‘a’ and ‘b’; N, is the number of bands or TRFs present in ‘a’ and N, is
the number of bands or TRFs present in ‘b’ (Sneath and Sokal 1973). For TRFLP pattern,
dendrograms were generated from the above matrix using the Ward’s method which uses an

analysis of variance approach to evaluate the distances between clusters (Ward 1963). A distance
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Figure 1: (A) Evolution of dissolved oxygen concentrations (mg.l-1) and (B) temperature
(°C) in the water column of Lake Aydat during the 28 weekly sampling dates from May 11th
2004 (T1) to November 18th 2004 (T28). The depths sampled are indicated (m).
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of 1.1 was used to separate clusters in hierarchical classification performed from TRFLP data.
Analysis of similarity (ANOSIM, Clarke 1993) was used to test the hypothesis that communities
within clusters were more similar to each other than to communities in others clusters.
Correlations between TRFLP and TTGE dissimilarity matrices were calculated using Mantel test
(Mantel 1967) with 10000 permutations and were performed with XI.STAT Version 6.01 package
(Addinsoft). Similarity between TRFLP patterns was calculated using correspondence analysis
(COA) computed using the R software ADE4 package for COA analysis (http://cran.r-
project.org/). Correspondence analyses for TTGE data were performed with XI.STAT Version

6.01 package (Addinsoft). Canonical correspondence analyses (Legendre et Legendre 1998) were

used to determine the extent to which dissolved oxygen concentrations explained patterns of
similarity within bacterial communities and were performed with PAST 1.81 (Hammer et al.

2001, http://palaco-electronica.org/2001 1/past/issuel 0l.htm). The Smith and Wilson

evenness index (Smith and Wilson 1996) was calculated as previously described from TREFLP
data using the Ecological Evenness Calculator software
(http:/ /www.nateko.lu.se/personal/benjamin.smith/softwate). The number of distinct TRFs in a

sample was expressed as Richness (S).

RESULTS

Spatiotemporal profiles of dissolved oxygen and temperature: The changes in water

temperature and oxygen contents were typical of a temperate lake, with stratification starting in
spring (Fig. 1A and 1B). Anoxia started to occur in the deeper water from May (May 27" at 14 m,
T3, Fig. 1A) and progressively ascended the water column until it reached a depth of 6 m at the
maximum of stratification (August 19, T15, Fig. 1A). By the middle of October, a deep
penetration of oxygen was observed (Fig. 1A). Following the overturn (November 18", T28, Fig.
1A and 1B), oxygen occurred in the entire water column.

During the sampling effort, the different periods observed at the three sampled depths with
regards to dissolved oxygen concentrations (Fig. 2A to 4A) were the following: oxic, hypoxic,
anoxic and re-oxidized periods (Table 2). Considering the temperature and oxygen diagrams (Fig.
1A and 1B), two stages were distinguished during anoxia: until maximum stratification and after
maximum stratification (Table 2).

Dynamics of bacterioplankton communities: Hierarchical cluster analyses were performed at
each depth from TRFLP binary data and results are presented in Fig. 2C to 4C. At 10 m, TRFLP
data were clustered in five groups considering a cut off value of 1.1: cluster C1 grouped bacterial

communities at dates T1 and T2 for which the highest concentrations of dissolved oxygen were
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SAMPLING PERIOD

State « Before » Anoxia Anoxia (<0.75 mg.l™) « After » anoxia
. . Hypoxic period Until maximum After maximum . .
Aerobic period (<3mg.l™?) stratification stratification Aerobic period
10m T1-T4 T5-T7 T8—T15 T16—-T25 T26—T28
12m T1-T2 T3—>T5 T6—T15 T16—T26 T27—T28
14 m T1 T2 T3-T17 T18—-T27 T28

Table 2: Steps observed at the three sampled depths in regard to oxygen concentrations
during the sampling effort. For the dates corresponding to T1 to T28, refer Figure 1.

10m 12m 14m
Comparison R-statistic ~ Pvalue R-statistic Pvalue R-statistic P value
ClvsC2 1 0.04 0.53 0.0001 0.49 0.0001
ClvsC3 1 0.02 0.92 0.0001 0.47 0.0001
ClvsC4 1 0.02 - - - -
ClvsC5 1 0.05 - - - -
C2vsC3 0.83 0.0004 0.80 0.0001 0.47 0.0002
C2vsC4 093 0.0013 - - - -
C2vsC5 0.99 0.008
C3vsC4 0.80 0.0001
C3vsC5 1 0.0008
C4vsC5 0.69 0.0005

Table 3: ANOSIM statistics for comparisons of communities between clusters (for a cut off
value of 1.1) using TRFLP similarity values derived from binary data (presence/absence).
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measured (up to 7 mg.ml’, Fig.2A), communities of the aerobic and hypoxic period clustered
together (C2, Fig. 2C), communities of the anoxic period were clustered into C3 and C4
according to the two stages previously defined (“until” and “after” maximum stratification, Table
2) and finally the cluster C5 grouped the bacterial communities of the re-oxidized period. At 12
m and 14 m, 3 clusters were discriminated (Fig. 3C and 4C). At 12 m, cluster C1 grouped
together communities of the aerobic and hypoxic period (T1-T5) with those of the re-oxidized
period (T27-T28), clusters C2 and C3 grouped the communities of the anoxic period “until” and
“after” maximum stratification respectively (Fig. 3C). Note that more dissimilarity was observed
at 10 and 12 m between bacterial communities of the two anoxic stages (“until” and “after”
maximum stratification) than between communities of the oxic and anoxic periods. At 14 m, a
more distinct pattern was observed compared to 10 and 12 m: cluster C1 grouped communities
of the aerobic and hypoxic periods (T1-T2), of the beginning of anoxia (T3 to T9), with those
detected at the end of anoxia (T26-T27) and those of the re-oxidized conditions (T28). These
grouping in cluster analyses from TRFLP data were confirmed with ANOSIM which showed
that communities in each cluster were more similar to each other than to those of the other
clusters (Table 3).

Similarities between TTGE patterns are illustrated by correspondence analyses (Fig. 5). At 10 m,
groupings were very similar to those obtained by TRFLP data with G1 and G4 which grouped
communities of the aerobic period before and after anoxia respectively. At 12 m, more similarity
was noted between communities at T28 and communities of the aerobic and hypoxic periods (T'1
to T5) such as observed from TRFLP data (Fig. 3C). At 14 m, the group G1 which clustered
communities from T1 to T11, but communities at T27 and T28 were not grouped with G1 such
as noted from TRFLP data (Fig.4C). Despite some differences between TRFLP and TTGE
analyses, which were more pronounced at 14 m, significant correlations between TRFLP and
TTGE dissimilarity matrices were found at the three sampled depths (R= 0.638 at 10 m, R=
0.683 at 12 m and R=0.473 at 14 m, p=0.0001 «<0.05).

In the COA analysis performed from TRFLP patterns, bacterial communities at 12 and 14 m
shifted away from those at 10 m, but as the anoxia progressed, similarities between communities
of the three depths increased (Fig. 6). More similarities were observed between the later sampling
dates at 10 m (T24 to T28) and the early and intermediate sampling dates at 14 m and 12 m (Fig.
0). Such as observed from cluster analyses (Fig. 3C et 4C), more similarities were noted between
the communities of the oxic period and those of the re-oxidized conditions at 12 and 14 m.
Canonical correspondence analysis (CCA) performed from relative abundance TRFs data

revealed that more than 30% of the variability of the global bacterial community at 10, 12 and 14
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m was described by dissolved oxygen and temperature variables (data not shown). At each depth,
the distribution of the aerobic, hypoxic and anoxic (until and after maximum stratification)
communities was a response to the dissolved oxygen gradient with communities of oxic and
hypoxic period discriminated on the axis 1 from communities of the anoxic period (Fig. 7).
Oxygen concentrations explained 41%, 22% and 14% of the community changes at 10 m, 12 and
14 m respectively (Fig. 7). At 10 m, communities at T23 to T27 were also clearly discriminated on
the axis 2 by temperature variable and directly corresponded to an increase in temperature (from
9.2 at T23 to 10.7 °C at T27, Fig. 2A).

Diversity of bacterial communities: The average values of the Smith and Wilson evenness

index (Evar, Fig. 2B to 4B) calculated at each depth were not significantly different between
clusters defined from TRFLP analyses (Fig. 2C to 4C). We can nevertheless observe, at 12 and 14

m, that the maximum values of E_, were noted for clusters C2 which grouped anoxic

communities until maximum stratification (0.47 +0.05 at 12 m, 0.45 +0.05 at 14 m). Richness (S)
was calculated from the number of different TRFs in each sample and was significantly correlated
to B, at the three depths (R=0.736, R=0.582, R=0.837 p<0.0001 at 10, 12 and 14 m

respectively). For the three depths the lowest S values were noted for communities of the aerobic

petiod [C1 (70+ 5) and C5 (70% 11) at 10m, C1 (90+ 12) at 12 m, C1 (103+ 11) at 14 m)].

DISCUSSION

Several studies have gathered routine profiles of the transition between oxic and anoxic bacterial
communities along a persistent vertical oxygen gradient and in a permanent anoxic layer (e.g.
Vetriani et al. 2003, Lidemann et al. 2000, Lehours et al. 2005). However, to our knowledge, few
studies have investigated the influence of anoxia on bacterial structure and dynamic in the
hypolimnion of a temporal stratified aquatic system. The dataset of this study included 96
samples which were analyzed independently with two profiling procedures (TRFLP and TTGE).
Although these fingerprint techniques do not provide information on the functioning of bacterial
communities, they are well suited to the investigation of changes in community structure over
space and time. The sampling effort which was performed weekly at the three depths in the
hypolimnion (10, 12 and 14 m) allowed to investigate changes in bacterial structure according
with a time-lag in both the establishment of anoxic and of re-oxidized conditions (Fig. 1A, Table
2).

Methodological aspects and constraints

The application of molecular methods for the description of the complexity of natural

prokaryotic communities is hampered by methodological constraints (more than 90% of bacteria
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are not yet cultivated, Pace 1997). Whereas detailed phylogenetic information on the dominant
members of microbial communities can be generated by sequencing cloned PCR products, the
effort and cost involved hinders the analysis of multiple samples (Osborn et al. 2000). Rapid
profiling procedures have then gained in popularity when addressing questions related to the
diversity, structural composition and dynamic of microbial communities (e.g. Muyzer et al. 1993,
Lee et al. 1996). These methods present all the limitations common to molecular tools,
includingextraction of nucleic acids, biases and artifacts associated with enzymatic amplification
of the nucleic acids, e#., which have been well described in numerous publications (e. g. Head et
al. 1997). We also assume that both TTGE and TRFLP present their own pitfalls which can bias
the estimation of bacterial diversity. For example, it should be underlined that the number of
TRFs observed can be biased by the formation of pseudo-TRFs (Egert and Friedrich 2003) and
by fragments of the same size originating from different taxa (Blackwood et al. 2007). The co-
migrating events that occur in TTGE analysis may also lead to an underestimation of bacterial
diversity (Muyzer et al. 1998). Another major pitfall is that molecular profiling methods (such as
TTGE and TRFLP) normally characterize only « dominant» organisms (e.g. >1% of the
community) due to their detection limits (Blackwood et al. 2007). Hence rare species, which often
make up the vast majority of the diversity in microbial communities, can never be detected
(Pedros Ali6 2000).

Considering that each enzyme presents a different level of success (fidelity) in detecting sequence
variants from communities with varying richness, we selected Mspl for the restriction digests
which has been shown to have the better resolving capacities (Engebretson and Moyer 2003). A
previous study also revealed that consistent richness and diversity dynamics were observed in an
anoxic layer with three independent restriction digests (with Mspl, Hhal and Rsal), but that Mspl
was the top performer in terms of the ability to identify the greatest number of TRFs (Lehours et
al. 2005). The inclusion of an internal standard size in each sample in T-RFLP should provide the
necessary degree of reproducibility (Osborn et al. 2000) and thus enable integrative comparison
of all samples (represented by a COA, Fig. 6). The semi-quantitative TRFLP analysis procedure
again contains several sources of potential bias, but does enable a more objective comparison of
fingerprint patterns than TTGE because of the automated quantification of relative abundance of
individual TRFs (Lidemann et al. 2000). To give more relevance to this study, the bacterial
communities were also investigated by a second profiling procedure (TTGE). Both methods led
to similar observations about the changes in bacterial community such as revealed by the
significant correlations between TTGE and TRFLP similarity matrices. TRFLP and TTGE

clustering (TTGE clusters not shown) were consistent despite the fact that different primers
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(Table 1) were used which targeted different (but likely overlapping) portions of the 16S rRNA
gene. These results suggest that shifts and patterns observed were mainly the result of changes in
bacterial community structure in the hypolimnion of Lake Aydat and not of artifacts associated
with the method used.

Evenness and Richness of bacterial communities: Following the conclusions of Blackwood
and coworkers (2007), the Smith and Wilson evenness index (E,,) was used in this study as a
measure of diversity. At 12 and 14 m, E_, tended to increase between aerobic and anaerobic
conditions suggesting that the diversity of anaerobic communities is at least comparable even
highest to that of aerobic communities and thus changes in bacterial community composition
were not the result of a strong decrease in bacterial evenness. While the number of TRFs
(richness, S) has not been previously found to accurately predict the number of taxa in microbial
community (Loisel et al. 2006, Blackwood et al. 2007), S values are of interest because significant
correlations were noted between S and E_, at the three depths. An increase of S with depth (85 £
14,103 £ 15,106 * 17 in average at 10 m, 12 m and 14 m respectively) was noted suggesting that
bacterial richness increased with depth in this freshwater anoxic zone such as previously observed
(Lehours et al. 2005).

Temporal changes in community structure:

Changing environmental factors, localized gradients, stochastic processes, spatial separation and
others factors could all result in random or loosely coordinated populations (Zhou et al. 2002,
Martiny et al. 2003). However, during the thermal stratification of Lake Aydat, gradual
successional patterns were observed at the three sampled depths (Fig.2C, 3C, 4C and 0).

Shift from oxic to anoxic conditions

At 10 and 12 m, the initial consumption of oxygen by aerobic bacteria led to a separation of
aerobic from anaerobic processes and as a result, to a temporal shift in the microbial community
composition such as previously observed (Risatti et al. 1994, Brune et al. 2000). Changes in both
TTGE and TRFLP community patterns directly corresponded to the depletion of oxygen (Fig.
2C and 3C). Although not a final proof, this close correlation provides strong evidence that the
presence or absence of oxygen was a major factor which determined the changes in the bacterial
community structure and was also noted by Liidemann et al. (2000) along a vertical oxygen
gradient in flooded paddy soil cores. The impact of oxygen depletion on bacterial community
composition was also confirmed by canonical correspondence analyses (CCA) which showed that
oxic and anoxic communities were clearly discriminated by oxygen at 10 and 12 m and to a lesser

extends at 14 m (Fig. 7).
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Anoxic period

During anoxia, succession of bacterial communities from both TRFLP and TTGE patterns
continued and followed an orderly progression (Fig. 2C to 4C and 5). At 10 and 12 m depths,
bacterial community during the anoxic period became increasingly different from the oxic
community over the following 15 weeks of sampling (Fig. 2C and 3C) which corresponded to the
date of maximum stratification (T'15, Fig. 1). Crump et al. (2007) has also noted that the time
available for the bacterial community composition to change depends on the amount of time that
the water is anoxic. Bacterial communities within clusters ‘until’ (C3 at 10 m and C2 at 12 m) and
‘after’ (C4 at 10 m and C3 at 12 m) maximum stratification might be defined as “early-like” and
“mature-like” anaerobic communities (Fig. 2C and 3C). These grouping probably revealed the
ability of organisms to respond to the disturbance (e.g. opportunists and maintenance- type
organisms, Sigler & Zeyer 2004). However, we have to consider that many environmental factors
may also contribute to these changes, for example, Crump et al. (2007) observed that a dramatic
shift in bacterioplankton community composition in a stratified estuary occurred when sulfide
concentrations were very high.

At 14 m, a special scheme was observed: after onset of anoxia community succession led to a
mixture of aerobic and anaerobic populations (Cluster C1, Fig. 4C) suggesting that some
populations were able to live in both conditions (facultative anaerobic bacteria) or were
maintained in anoxic micro niches during the oxidized period. The depth 14 m (just above the
sediment) frequently presents low oxygen concentrations, such as observed at T1 to T2 (O,
concentrations < 4 mg.l-1, Fig. 4A), raising the possibility that more communities were pre-
adapted to anoxia and may explain why aerobic communities clustered with communities of the
first set of anoxia (T1 to T9). Similarity between bacterial communities at T25 to T28 (Fig.4C and
6) and those at T1 to T5 also suggests that communities at 14 m maintained their pioneer
characteristics. This is consistent with Finlay et al. (1997) who suggested that the microbial
species that appeared during the period of stratification return to the sediment, where they
presumably remain viable. Therefore, in Lake Aydat, the sediment constitutes a reservoir of
anaerobic bacteria which could quickly colonize the anoxic niches at 14 m once the
environmental conditions become favorable.

Renewal of oxygen:

From the middle of October, oxygen progressively came into in the hypolimnion (Fig.1A) and a
new shift in bacterial community at 10 m was observed (clusters C4 and G4, Fig.2.C and 5A). At

12 m and 14 m, communities of the re-oxidized conditions were similar to those of the aerobic
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Figure 6: Similarity among TRFLP patterns illustrated by a correspondence analysis (COA).
The numbers alone indicate the different dates at 10 m, the number followed by B correspond

to the dates at 12 m and the number followed by C correspond to dates at 14 m. The fields O

M, = delimit the dates at 10, 12 and 14 m respectively. The scale of the two dimensional plot
isindicated at the top.
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period as noted in the COA and clustering analyses (Fig. 3C and 4C, Fig. 6). These results agree
with the hypothesis that bacterial communities in the deepest water layers were adapted to these
periodic changes in environmental conditions and that rare populations were probably
maintained throughout the stratification period.

A sensitivity gradient to O, depletion?

Some observations suggest that bacterial communities in the hypolimnion of Lake Aydat
exhibited a different “sensitivity” to the shift in O, concentrations: communities of the upper
water layer (10 m) appeared to be more affected than those of the deeper water layers. For
example, we noted that bacterial communities of the aerobic period “before” and “after” anoxia
at 14 m and to a lesser extend at 12 m exhibited similarities (Fig. 3C and 4C); that changes in both
TTGE and TRFLP community patterns at 10 m and 12 m directly corresponded to the depletion
of oxygen; that a mixture of aerobic and anaerobic populations were observed after onset of
anoxia at 14 m (cluster C1 Fig. 4C), and results from the canonical correspondence analysis
revealed that oxygen concentrations explained more variability in the community at 10 m than at
12 m and 14 m (Fig. 7). Communities at 12 m may appear as ‘intermediate’ communities: they
were similar to those at 14 m (Fig. 6) but they exhibited responses to O, depletion similar to
communities at 10 m. From these observations, we hypothesize that a “sensitivity gradient” to
the shift in environmental conditions (O, depletion or re-oxidation) may exist between
communities of the upper and deeper layers of the hypolimnion. This difference in community
responses may be the result of host native communities composed of persistent and well-adapted
populations, in the deepest water layers, that may ensure the resilience of the systems after the
periodic shift from oxic to anoxic conditions (or the opposite).

Global pattern

Succession of bacterial community in the hypolimnion of Lake Aydat followed orderly and
gradual patterns with ‘cyclic’ trajectories at 12 and 14 m (Fig. 3C, 4C, 6). The hypolimnion of
Lake Aydat is a dynamic system, periodically anoxic and periodically refreshed with oxygen.
Bacterioplankton communities in this hypolimnion are probably in a constant rate of succession,
shifting respiratory processes and phylogenetic composition as chemical conditions change over
time, such as postulated by Crump et al. (2007). Also, bacterioplankton communities in several
systems have been shown to reassemble year after year (Crump and Hobbie 2005, Furhman et al.

20006, Kan et al. 2000) suggesting that functional redundancy may be limited (Crump et al. 2007).
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