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« La connaissance est une navigation dans un océan d’incertitudes a travers
des archipels de certitudes. »
Edgar Morin, 1999
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CHAPITRE 1. Les bactéries, I’essentiel est invisible.

1.1. Des animalcules infusoires aux cultures d’enrichissement

1.1.1. L’observation des Animalcules infusoires

Bien que préssenti depuis I’antiquité par Aristote (-384 — -322), qui avait formulé I'idée
d'une contagion invisible de certaines maladies, la réalité d’un monde microbien invisible a
I’ceil nu ne fut établie qu’a la fin du XVII®™ siécle avec les observations d’Antonie van
Leeuwenhoek (1632—1723). Ce drapier utilisant et construisant des microscopes simples mais
puissants pour Vérifier la pureté des étoffes, a pu observer de petits étres qu’il appelle alors
« Animalcules infusoires » (en opposition aux Animalcules spermatiques c.a.d. les
spermatozoides). Dans les planches de descriptions trés précises de ces Animalcules, de

nombreuses bactéries et autres microbes sont alors, pour la premiére fois, décrits (Figure 1).

; 7 oyt oL
o rranarlevelend

Figure 1. Planches de description des Animalcules par Leeuwenhoek. A droite, une planche publiée
en 1684 présentant les premieres observations des bactéries en batonnets (A, C, F, G), coccoides libres (E) ou en
paquet (H). A gauche un exemple du monde microbien (eucaryote comme procaryote) observé par Leeuwehoek,
planche de reproduction publiée en 1795.
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1.1.2. Les premiers cultivateurs

Le premier précurseur & cultiver des microbes® dans des milieux nutritifs fut Lazaro
Spallanzani (1729-1799). Utilisant du jus de viande bouilli dans une bouteille fermée
(introduisant les concepts de milieu nutritif et de stérilisation), cet abbé fut le premier a porter
atteinte a la théorie de la génération spontanée (hétérogénie) qui fut définitivement refutee par
Louis Pasteur (1822—1895) un siécle plus tard. Outre la mise au point de la pasteurisation et
de la stérilisation, ce dernier révolutionna la bactériologie en démontrant I’implication des
microbes (comme cause et non conséquence) dans divers processus comme la fermentation et
les infections responsables de nombreuses maladies. Les micro-organismes invisibles avaient
désormais un role, une action visible. Bien que Pasteur ait également mis au point quelques
milieux nutritifs, le docteur Robert Koch (1843-1910) développa avec son équipe les
principales méthodes de culture microbienne encore utilisées de nos jours comme I’isolement
de bactérie en culture pure, la culture de bactéries sur des milieux nutritifs solidifiés grace a
de I’agar” et I'utilisation de colorants spécifiques pour I’identification des micro-organismes.
La plus célebre des méthodes de coloration est également née a cette époque avec Hans Gram
(1853—-1938) permettant de mettre en évidence deux groupes majeurs de bactéries en fonction

de la composition de leur(s) membrane(s) (Gram positif ou négatif).

Les premieres études environnementales des microbes du sol et de I’eau de Sergei
Winogradsky (1856-1953) et Martinus Beijerinck (1851-1931) ont également permis une
grande avancée dans les méthodes de culture. Tous deux, de fagon indépendante, dans la
volonté de reproduire le plus fidelement possible, dans les milieux de culture, les conditions
de I’environnement naturel des bactéries, arrivent plus facilement a isoler directement de
I’environnement et en culture pure, des bactéries peu ou pas cultivées. En faisant varier les
conditions de croissance, ils obtiennent des cultures enrichies en certaines bactéries
spécifiques et déterminent que chaque type bactérien nécessite des nutriments et des

conditions de culture différentes. Grace a ces cultures d’enrichissement, ils mirent en

! Microbes : (littéralement « petite vie ») ou microorganismes, organismes vivants invisibles a I'eeil nu
comprenant diverses formes de vies dont les procaryotes (bactéries et archeae), les eucaryotes unicellulaires
(« champignons » et protistes) et éventuellement les virus selon la définition du vivant utilisée.

2 Agar : gélifiant (polymére de galactose) issu d’une « algue rouge » (Gracilaria, rhodophycée)
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évidence la diversité de nutrition (métabolisme®) des bactéries et purent ainsi isoler des

bactéries capables d’utiliser certains composés clés qu’elles seules pouvaient métaboliser.

1.1.3. Diversité culturale, le sommet de I’iceberg

Le développement des techniques de cultures et d’enrichissement a permis d’accéder a
un certain nombre de bactéries et d’acquérir, au fil des décennies, des informations clés dans
leur fonctionnement, leur role et leur relation avec leur environnement. Toutefois, isoler des
bactéries sur un milieu nutritif revient a sélectionner uniquement les bactéries adaptées a ce
milieu et ne reflete pas la réalité des populations bactériennes naturelles. Cela est
particulierement frappant quand on compare pour un méme échantillon naturel le nombre de
colonies ayant poussé sur un milieu de culture et le nombre de bactéries obtenu par comptage
direct par microscopie. Ce phénomeéne, constaté pour la premiere fois en 1932 par Razumov,
est connu aujourd’hui comme «la grande anomalie de comptage sur boite » (Staley et
Konopka 1985) et a été observé dans un grand nombre d’environnements. Comme résumé par
Amann et al. (1995), on estime grossierement qu’en mer, seulement 0,001% a 0,1% des
bactéries est cultivable, environ 0,25% dans les eaux douces et dans les sédiments, 0,1% a 3%

dans les estuaires et 0,3% dans le sol.

Il était donc nécessaire de développer d’autres techniques pour appréhender la diversité
bactérienne. En revanche la culture reste, de nos jours, toujours primordiale pour de
nombreux aspects de I’étude des bactéries, notamment les études physiologiques ou la
validation des hypotheses émergentes des nouvelles techniques d’analyse (Giovannoni et
Stingl 2007). C’est pourquoi la mise au point de nouvelles techniques et I’amélioration de
I’adéquation entre les milieux de culture et d’isolement sont encore d’actualité pour tenter de
« cultiver I’incultive ». Parmi elles, celles qui ont permis les plus grandes avancées sont
probablement les méthodes de cultures en extinction (Button et al. 1993) exploitables a haut
débit (Connon et Giovannoni 2002) et permettant, au méme titre que des milieux de culture
gélosés pauvres en nutriments (Eilers et al. 2001, Cho et Giovannoni 2004), la culture

d’organismes spécialisés en milieux tres pauvres en nutriments (oligotrophes) ne formant

¥ Métabolisme : Ensemble des processus physico-chimiques de transformation de matiére et d'énergie par
la cellule ou I'organisme, au cours des phénoménes de biosynthése et de dégradation organiques (anabolisme et
catabolisme).
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généralement pas de colonies visibles (pouvant étre considérés comme des stratéges K%).
D’autres techniques ont également vu le jour, telles que la micro-encapsulation (Zengler et al.
2002) isolant et faisant croitre les bactéries dans des microcapsules de milieu de culture, ou
les chambres de diffusion (Kaeberlein et al. 2002) permettant I’échange de petites molécules
avec I’environnement mais retenant les bactéries. Toutes ces méthodes de cultures se basent
sur la recherche des parameétres environnementaux convenant aux métabolismes des bactéries
ciblées. Il est alors a noter que les stratégies classiques d’enrichissement ciblent en fait des
organismes avec des métabolismes particuliers (Schlegel et Jannasch 1967) et une stratégie de
développement r>, c'est-a-dire des organismes avec la capacité de produire beaucoup de
biomasse en peu de temps (court temps de génération) quand les conditions

environnementales sont optimales (espéces a efflorescences).

L effort d’isolement perdure et le nombre de taxons® décrit a trés fortement augmenté
durant les trois derniéres décennies, par exemple, le nombre d’espéces microbiennes décrites
a eté multiplié par prés de 10 entre 1980 et 2012 en atteignant de nos jours 11 587 especes

tous environnements confondus (Tableau 1).

Tableau I. Nombre de noms valides publiés dans « Approved Lists of Bacterial Names »’ (en date du
4 octobre 2012, visible a I'adresse : http://www.bacterio.cict.fr/number.html)

Classe %Y ordre %5 Famille  Genre Espéce Sous-

classe ordre espéce
avant 1980 7 1 21 3 66 290 1792 131
1980's 5 0 11 0 28 245 1392 158
1990's 2 5 9 10 45 434 2082 106
2000's 63 1 86 6 145 987 5137 115
2011 & 2012 11 0 11 1 36 185 1136 21
Total 88 7 138 20 322 2151 11 587 532

* Stratége K : (s’oppose a stratége r) organismes dont la reproduction est faible et généralement le temps
de vie long di a une adaptation a des conditions de vie prévisibles (c.-a-d. « stable » : approvisionnement
régulier en ressources, taux de mortalité faible)

> Stratége r : organismes a fort taux de reproduction et de croissance en réponse a des conditions de vie
imprévisibles et a fort taux de mortalité (compenser par le nombre)

® Taxon : entité conceptuelle regroupant des organismes vivants possédant certains caractéres communs
et descendant d’un méme ancétre commun

" Approved Lists of Bacterial Names : Liste internationale des noms officiels des bactéries régie par le
Code International de la Nomenclature Bactérienne dont la revue officielle actuelle est : International Journal
for Systematic and Evolutionary Microbiology.


http://www.bacterio.cict.fr/number.html
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1.2. Des classifications descriptives a la phylogénie moléculaire

1.2.1. De Microcosmus aux Moneres

Bien qu’Aristote ait déja séparé dans I’ Antiquité, sur le critére de la mobilité, le monde
vivant entre végétal et animal, aucune classification concréte des étres vivants n’avait été faite
avant les travaux de Carl von Linné (1707-1778). Ce dernier classe les Animalcules
infusoires de Leeuwenhoek dans un groupe qu’il nomme Microcosmus en 1735 avant
d’inclure, en 1758, les Animalcula dans la classe des Vermes, les organismes sans forme
propre. En utilisant le systeme de nomenclature binaire de Linné, Otto Miller (1730-1784)
est le premier a établir une classification générale des micro-organismes en deux types
morphologiques distincts Bacillum et Spirillum. Par la suite, le botaniste Ferdinand Cohn
(1828-1898), en se basant sur le manque de tissu contractile (critere qu’il utilise pour
différencier animaux et plantes) classe les microbes dans le régne des plantes et définit les
bactéries comme «des cellules sans chlorophylle de forme sphérique, oblongue ou
cylindrique, parfois tordue ou courbée, qui se multiplient exclusivement par division
transversale et vivant isolés ou en famille de cellules ». Il les divise en quatre groupes en
fonction de leurs caractéristigues morphologiques: Sphaerobacteria (sphérique),
Microbacteria (petit batonnet ou cylindrique), Desmobacteria (long batonnet ou filaire) et

Spirobacteria (hélice ou spirale).

Plus tard, le zoologiste Ernst Haeckel (1834—1919), influencé par les travaux de Charles
Darwin (1809-1882), classa les organismes vivants, alors connus, dans un arbre avec un
ancétre commun (Radix communis) se séparant en trois branches principales correspondant
aux trois royaumes : les plantes, les animaux et les protistes parmi lesquels se trouvent les
Moneres. C’est le premier arbre phylogénétique® dans le concept moderne et il est & noter que
I’ancétre commun apparait comme appartenant aux Moneres (Figure 2). Le groupe des
Moneres fut créé apres observation de la structure trés différente des bactéries par rapport aux
autres microbes : elles ne possedent pas de noyau differencié ou de membrane nucléaire ni de

mitochondries, c’est a peu de choses, la définition actuelle des Procaryotes. La distinction

8 Arbre phylogénétique : arbre schématisant les relations de parentés entre les groupes d’étres vivants,
chaque nceud représentant I’ancétre commun des deux branches.
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entre procaryote et eucaryote® fut proposée plus tard (1925) par le biologiste marin Edouard
Chatton (1883-1947). La premiere classification systématique moderne fut entreprise et
publiée en 1923 par la société des bactériologistes americains dirigée par David Bergey
(1860-1937). Ce manuel contient une classification et une description précises de tous les
microorganismes connus a cette époque (1335 espéces) et reste avec les éditions successives,

de nos jours encore, une référence en la matiere.

1.2.2. La révolution nucléique

En 1869, Friedrich Miescher (1844-1895) est le premier a avoir isolé des noyaux
cellulaires une substance non protéique et non lipidique riche en phosphore (une premiere en
biochimie) gu'il nomme « nucléine ». En montrant sa présence dans les spermatozoides, il
émet I’hypothese de son réle dans la transmission des caracteres héréditaires ; I’hérédité des
caracteres ayant été mise en évidence auparavant par Grégor Mendel (1822-1884). Richard
Altmann (1852-1900) sépare vingt ans plus tard, des protéines et une substance acide, I’acide
nucléique, a partir de la nucléine. En 1896, Albrecht Kossel (1853-1927) découvre dans
I'acide nucléique les quatre bases azotées : adénine (A), cytosine (C), guanine (G), thymine
(T). En 1928 est mis en évidence le désoxyribose, on parle alors d’acide désoxyribo-nucléique
(ADN) et en 1944, Oswald Avery (1877-1955) et ses collaborateurs confirment le rdle de
support de I'héredité. Sa structure en double hélice sera déterminee en 1953 par James Watson
(né en 1928) et Francis Crick (1916-2004), a partir des travaux de Rosalind Franklin
(1920-1958).

Le concept de gene comme «unité de comptage ou de calcul » impliqué dans la
transmission de I’information héréditaire est connu depuis les années 1890 avec Hugo de
Vries (1848-1935) puis vingt ans plus tard avec Wilhelm Johannsen (1857-1927) qui
dégagea la notion de toute interprétation morphologique. Toutefois, la réalité génétique du
« géne » ainsi que le mécanisme de sa régulation et de son expression (opéron™®) seront mis
en évidence en 1961 par Jacques Monod (1910-1976) et Frangois Jacob (né en 1920). Avec la

découverte, en 1946, de la transmission latérale (sans relation de parenté) d’information

% Eucaryote : s’opposant aux procaryotes (Bacteria et Archeae), ce sont les organismes possédant un
noyau vrai et des organelles comme les mitochondries.

0 Opéron : groupement de génes, généralement concourant & la réalisation d'une méme fonction
physiologique, et de séquences régulatrices permettant leur transcription de maniére coordonnée.
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génétique sous forme de plasmide® entre deux bactéries, pas nécessairement de la méme
espéce, lors de la conjugaison®® par Joshua Lederberg (1925-2008) et Edward Tatum
(1909-1975) puis la mise au point, en 1973, de plasmides vecteurs permettant de multiplier
des genes dans des bactéries (clonage moléculaire) par Cohen et al. (1973), il est devenu
possible de produire une grande quantité de copies d’un méme gene. Dans la méme période, a
été développee la premiéere technique de séquencage de I’ADN par Sanger et al. (1977), basée
sur I"intégration de nucléotides™® terminaux possédant un marqueur (radioactif ou fluorescent)
générant un grand nombre de fragments de I’ADN répliqué, de tailles croissantes, visibles et
séparables sur gel (une autre méthode a également été developpée en parallele par Maxam et
Gilbert (1977), mais sa difficulté d’exécution et sa toxicité I’ont fait disparaitre de nos jours).
Avec également le développement de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) par
Mullis et al. (1987), de nouvelles perspectives se sont ouvertes. Ces 3 techniques de base ont
permis I’émergence d’une nouvelle discipline, la « biologie moléculaire » et I’essor des études

de phylogénie et d’écologie moléculaire.

1.2.3. La phylogénie moléculaire

Entre 1962 et 1965, grace aux travaux d’Emile Zuckerkandl, Linus Pauling (1962,
1965b, a) et d’Emmanuel Margoliash (1963), apparait pour la premiére fois la notion que les
genes, au méme titre que les proteines, peuvent étre considérés « comme des documents de
I’histoire évolutive » des organismes. Cette hypothése révolutionnaire fut nommée « horloge
moléculaire » et repose sur le concept que le nombre de différences entre les séquences d’un
géne ou d’une protéine de deux organismes est conditionné en grande partie par le temps qui
s’est écoule depuis la divergence évolutive de ces especes. Ce concept sous-entend que les
séquences évoluent au cours du temps par mutations génétiques™ aléatoires et que leur
maintien et accumulation dans les populations sont soumis a pression de sélection (une

mutation ne sera conservée que si elle ne représente pas un désavantage a I’individu qui la

1 Plasmide : molécule d’ADN, souvent circulaire, surnuméraire et non essentielle a la survie de cellule,
distincte de I'ADN chromosomique et capable de réplication autonome.

12" Conjugaison : transfert unidirectionnel non sexué d’informations génétiques par transmission de
plasmides de conjugaison d'une bactérie donneuse a une bactérie receveuse.

13 Nucléotide : pentose de 1 & 3 groupements phosphates liant une base azotée, ceux liant une des bases
A, T (ou U), C ou G forment I’unité de base de I’ADN ou ARN.

% Mutation : modification de l'information génétique dans le génome d'une cellule qui, selon la
localisation peut avoir des conséquences variés (aucun effet ou transformation voire suppression de la structure
codée).

10
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porte et fait baisser sa capacité de reproduction). Cette théorie a été émise par Motoo Kimura
en 1968 et est connu comme la « théorie neutraliste de I’évolution » ou encore la « théorie de

la mutation et de la dérive aléatoire » (Kimura 1968, 1983).

Gréce a ces nouveaux concepts et a I’évolution des techniques de biologie moléculaire,
la classification des organismes et leur relation de parenté pouvaient étre inférées non plus sur
des critéres phénotypiques®® mais sur des critéres génétiques. La phylogénie moléculaire était
née. Cette revolution pris un fort essor vers la fin des années 1970 lorsque Carl Woese et
George Fox (1977) publiérent la premiere phylogénie universelle du vivant (Figure 3) basée
sur un géne, commun a tous les organismes, codant pour I’ARN de la petite sous-unité du
ribosome®® (16S pour les procaryotes, 18S pour les eucaryotes). Encore actuellement, ces
genes sont les marqueurs moléculaires de référence pour matérialiser les relations de parenté
des organismes méme si, depuis, la prise en compte de nombreux génes orthologues'’ est
nécessaire (approche multi-locus) pour résoudre a fine échelle I’arbre de la vie (Ciccarelli et
al. 2006).

Bacteria Archaea Eucarya
- 14 15
, Euryarchaeota
4 Crsnarchasora} 1 18
8 ;10 19

Figure 3. Arbre universel du vivant proposé par Woese et al. (1990) séparant les organismes en 3
grands régnes, Les Bacteria, les Archaea et les Eucarya. 1, Thermotogales; 2, Flavobacteriaceae ; 3,
Cyanobacteria ; 4, bactéries pourpres ; 5, bactéries Gram positives ; 6, bactéries vertes non sulfureuses ; 7,
Pyrodictium ; 8, Thermoproteus ; 9, Thermococcoides ; 10, Methanococcoides ; 11, Methanobacteriales ; 12,
Methanomicrobiales ; 13 Halophiles extrémes ; 14, Animaux ; 15, Ciliés ; 16, Plantes vertes ; 17, Champignons ;
18, Flagellés ; 19, Microsporidia.

1> Phénotype : caractére ou ensemble de caractéres observables chez un organisme vivant.

1® Ribosome : complexe composé de protéines et d’ARN, présent chez tous les organismes vivants,
décodant I’information des ARN messagers (fonction de la petite sous-unité) pour synthétiser les protéines
correspondantes (fonction de la grosse sous-unité) suivant un code génétique pouvant varier selon le groupe
d’organismes considéré (prés d’une vingtaine sont connus actuellement)

7 Génes orthologues : se dit de génes descendants d’un méme géne ancestral (homologues) qui aprés
I’évenement de spéciation, ont évolué séparément.

11
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En étudiant d’autres génes que le 16S ou 18S, la phylogénie moléculaire permet non
plus la visualisation de relation de parenté entre les organismes mais également I’exploration
de la diversité moléculaire, de la répartition d’un géne dans I’environnement ou le mode de
dispersion d’un gene (comme les transferts horizontaux). En ciblant un géne impliqué dans un
processus ou un métabolisme particuliers, le suivi et la répartition d’une fonction est alors
possible. Dans ce contexte, les cultures apparaissent également cruciales car elles permettent
de lier les informations entre les genes marqueurs de la relation de parenté et les genes

fonctionnels.

1.3. L’écologie microbienne marine

1.3.1. L’ecologie microbienne moléculaire et ses outils

L’ écologie microbienne, qui se définit comme «I’étude du comportement et des
activités des micro-organismes dans leurs environnements naturels » (ce qui comprend
également les interactions avec d’autres organismes), a réellement débuté avec les premiéres
études des microbes du sol et de I’eau de Winogradsky et Beijerinck. Grace aux cultures
d’enrichissement, ils mirent en évidence la diversité de nutrition (métabolisme) des bactéries
et purent ainsi isoler des bactéries capables d’utiliser certains composés clés qu’elles seules
pouvaient métaboliser. Ainsi fut mise en lumiére pour la premiere fois I’importance du
compartiment bactérien dans les cycles des éléments chimiques (dit «cycles
biogéochimiques®® ») tels que celui de 1’azote ou du soufre. L’activité des micro-organismes
pouvant avoir des impacts a grande échelle, dépassant leurs environnements (micro-habitat),
I’écologie microbienne rejoint souvent la microbiologie environnementale qui ne considere ni

I’environnement ni les interactions biotiques™.

Les avancées dans les techniques de « biologie moléculaire » ont permis a la fin des
années 1980, de s’affranchir de la culture pour étudier les communautés microbiennes. Le
groupe de Norman Pace propose I’idée que les « organismes peuvent étre identifiés sans les

cultiver en récupérant et en séquencant les macromolécules [p. ex. ADN, ARN] de la nature,

18 Cycles biogéochimiques : processus de transport et de transformation cyclique d'un élément ou
composé chimique entre les grands réservoirs que sont la géospheére, I'atmosphére, I'hydrosphére, dans lesquels
se retrouve la biosphere.

9 Biotique : en rapport avec la vie ou les étres vivants en général ; s’oppose & abiotique.

12
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et les sondes oligonucléotidiques® peuvent permettre de manipuler, d’identifier et de
quantifier les molécules de différents organismes » (Olsen et al. 1986). Ce principe fut vite
appliqué et de nombreuses techniques virent le jour a cette époque et sont encore utilisées de
nos jours. A des fins d’identification, se développe notamment la technique de « clonage-
séquencage » dont la premiére application marquante en milieu marin fat I’étude de la
diversité du bactérioplanctonen mer des Sargasses de Giovannoni et al. (1990) :

1- les acides nucléiques totaux compris dans un échantillon naturel sont extrait,

2- le géne d’intérét est amplifié par PCR en utilisant des amorces oligonucléotidiques
spécifiques,

3- les fragments d’ADN généres sont insérés dans des vecteurs de clonage (souvent des
plasmides),

4- ces vecteurs sont transformés (inséreés) dans des bactéries (le plus souvent) afin
d’individualiser le géne d’intérét et d’en générer un grand nombre de copies,

5- les clones comprenant ces vecteurs sont selectionnés (souvent en utilisant des génes de
résistance a des antibiotiques portés par le vecteur ®/,, des génes rapporteurs indiquant leur
présence par une activité spécifique),

6- le gene d’intérét est alors extrait de ces clones sélectionnés, éventuellement ré-amplifié

par PCR puis séquencé.

Les séquences ainsi obtenues sont alors comparées a celles d’organismes cultives ou
connus permettant I’identification des groupes majeurs de bactéries présentes dans la
communauté échantillonnée (ou la mise en évidence de nouveaux groupes). La diversité
obtenue dans un échantillon dépendra alors en partie de la profondeur de séquencage (c.-a-d.

le nombre de clones séquencés).

Dans les années 1990, des techniques d’empreinte moléculaire (« fingerprinting ») sont
mises au point et permettent d’avoir une vue synoptique de la diversité des communautés
bactériennes environnementales (voir revue de Dorigo et al. (2005)). En effet, au lieu de juger
la diversité d’un échantillon sur la base de I’effort de séquencage, ces techniques permettent

d’obtenir une vue globale de la diversité sans avoir a séquencer a priori et sont toutes basées

% Sonde/amorce oligonucléotidique : courts segments d'acides nucléiques (ARN ou ADN) artificiels
pouvant étre couplés a un marquage radioactif ou fluorescent servant a retrouver une séquence d'acide nucléique
complémentaire par hybridation

13
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sur le polymorphisme de séquence. On distingue les techniques séparant les fragments
géneérés par PCR (qui ont des séquences différentes en fonction de I’espéce/genre) sur la base
de la composition en séquences (DGGE, TTGE (Fischer et Lerman 1979, Muyzer et al. 1993)
et SSCP (Orita et al. 1989, Lee et al. 1996))** ou sur la base de la longueur de séquences soit
naturelle car la région amplifiée est de nature hypervariable (JAJRISA (Borneman et Triplett
1997, Fisher et al. 2000))? soit aprés coupure par des enzymes de restrictions® ([T]RFLP
(Liu et al. 1997))?*. Bien que souffrant de plusieurs biais (Muyzer et Smalla 1998) notamment
dus a leur sensibilité limitée, ces techniques permettent la comparaison standardisée et rapide

des communautés bactériennes globales d’environnements différents.

Parallelement se développent également des techniques moléculaires permettant de
quantifier les groupes bactériens en utilisant des sondes oligonucléotidiques spécifiques de
chaque groupe (a diverses échelles, de I’espece a la classe jusqu’au régne) dessinées en
utilisant les phylogénies moléculaires. Parmi elles, le FISH (Fluorescent in situ hybridization
(Amann et al. 1990, 1995)) et ses dérivés, technique de microscopie (ou de cytométrie en
flux) utilisant des sondes couplées a des fluorochromes®, ainsi que la PCR quantitative
(QPCR (Porcher et al. 1992, Suzuki et al. 2000)) utilisant un fluorochrome permettant de
suivre en temps réel I’amplification génique par PCR, sont les plus populaires dans les études

environnementales.

Plus réecemment, de nombreuses nouvelles techniques de séquencage se sont

développées. La premiére fut le «shotgun sequencing », dont I’idée est basée sur la

! DGGE, TTGE : Denaturing Gradient Gel Electrophoresis et Temporal Temperature Gradient Gel
Electrophoresis sont basées sur la dénaturation des fragments obtenus par PCR par gradient croissant de
composés chimiques (DGGE) ou de température (TTGE) pendant leur migration dans un gel d’acrylamide. Les
fragments de séquences différentes présenteront des distances de migration différentes. SSCP : Single Strand
Conformation Polymorphism est basée sur la séparation par électrophorése de fragments dénaturés simple brin
sur la base de leur repliement tridimensionnel qui est dépendant de leur séquence.

22 [AJRISA : [Automated] Ribosomal Intergenic Spacer Analysis est basée sur la séparation par
électrophorese des séquences hypervariables intergéniques 16S-23S (internal transcribed spacer ou ITS) en
fonction de leur poids (ie longueur de séquence)

2 Enzyme de restriction : enzyme, & I’origine de défense produite par les bactéries, pouvant couper un
fragment d'’ADN au niveau d'une courte séquence de nucléotides caractéristique (site de restriction) en clivant les
liaisons phosphodiester entre deux nucléotides ; chaque enzyme de restriction reconnaissant un seul site
spécifique

# [T]RFLP : [Terminal]-Restriction Fragment Length Polymorphism est basée sur la séparation par
électrophorese des fragments digérés par des enzymes de restriction, les patrons de digestion étant dépendant de
la séquence des fragments générés par PCR.

% Fluorochrome : substance chimique composée de cycle(s) aromatique(s) capable d'émettre de la
lumiere de fluorescence aprés excitation
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fragmentation aléatoire de I’ADN environnemental ou d’un individu puis son clonage-
séquencage massif. En faisant chevaucher les séquences obtenues, il est alors possible de
recréer in silico®® un génome®’ (whole genome sequencing) ou un métagénome?®. Vraiment
exploitable & haut débit a partir de 1990, cette technique a notamment permis le séquencgage
du génome humain, et la réalisation du premier métagénome d’une mer, la mer des Sargasses
(Venter et al. 2004). Cette technique est longue et codteuse et fut surpassee au milieu des
années 2000 par les techniques automatisée de séquencage dit de « haut débit », appelées
NGS (Next Generation Sequencing). Toutes résultantes d’un mélange de nouvelles
technologies, elles sont tout de méme basées soit sur une amélioration des techniques de
Sanger (par exemple, la technologie Illumina) soit sur un principe différent tel que le
pyroséquencage, né en 1988 (Hyman 1988), dont le principe est de suivre la réaction en temps
réel de synthese de I’ADN (par le suivi de la formation de pyrophosphate). Ces techniques
permettent de générer un grand nombre de séquences, rendant possible notamment le
séquencage de génome entier, d’explorer en profondeur la diversité et de quantifier
I’importance des groupes microbiens dans un environnement (voir par exemple Rusch et al
(2007) ou Zinger et al.(2011)). Ces outils puissants générent énormément de donnees mais
souvent de courtes séquences contenant également beaucoup d’erreurs, le recul nécessaire
pour la validation des données acquises par ces méthodes n’est probablement pas encore
suffisant. Cependant, elles permettent d’obtenir un niveau trés fin d’analyse, la question
restante étant de savoir si, dans le cadre de certaines études environnementales, I’outil est
réellement nécessaire (c.-a-d. a quel niveau de finesse la diversité doit étre analysée) et si les
techniques de clonage-séquencage et d’empreinte moléculaire, ayant I’avantage de rendre
possible la comparaison avec les études précédentes, ne permettent pas d’obtenir une vue
suffisante pour la compréhension du systéme éetudié. Un exemple quelque peu caricatural peut
apparaitre & la lecture du livre de Claude Zobell (Microbiology: A Monograph on
Hydrobacteriology (1946)) qui, a partir d’études uniquement culturales et microscopiques (a
transmission), expose une comprehension tres fine des systemes microbiens marins ainsi que
des concepts écologiques étonnamment modernes. L’évolution et la persistance des divers

types de techniques pour évaluer la diversité microbienne ont été représentés (Figure 4) par

*Inssilico : réalisé & I’aide d’un ordinateur ou via une simulation sur ordinateur

2" Génome : ensemble du matériel génétique (séquences codantes et non-codantes) d'un individu ou d'une
espece codé dans son ADN (a I'exception de certains virus dont le génome est porté par des molécules d'ARN).

%8 Métagénome : génome non plus d’un individu mais ensemble des génomes d’un écosystéme
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Zinger et al (2012). Cet histogramme montre clairement la généralisation des techniques de
biologie moléculaire, la persistance et la dominance des techniques de clonage-séquencage, le
maintien des techniques d’empreinte moléculaire et de I’effort d’isolation et de séquencage de

culture ainsi que I’apparition des techniques de séquencage haut débit.
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Figure 4. Tendances générales d’utilisation des approches de séquencage en nombre de publications
entre 1990 et 2010. Recherche faite en mai 2011 avec « ISI Web of Knowledge v5.2 » et les mots-clés :
(‘aquatic’ or ‘water’) and ‘micro*’ and ‘diversity’ and (‘sequence*’ or ‘librar*’). L’adéquation des 3169
publications obtenues a été contrdlée manuellement et les publications ne générant pas de séquences nouvelles
(revues, méta-analyses, articles théoriques) ont été enlevées, il restait 885 articles pour I’analyse.

1.3.2. Microbes marins, d’une importance insoupgonnée

En utilisant des techniques culturales, les travaux pionniers de Certes (1884), Fischer
(1886) et Russel (1891) puis Waksman (1934) avaient deja établi que les bactéries
(cultivables) étaient largement distribuées dans les océans (études résumees en détail dans le
livre de Zobell (1946)), y compris dans les environnements extrémes telles que les eaux
froides des pbles (études de Gazert (1906), Hesse (1914) et Issatchenko (1914)). Toutefois de
par les limitations techniques des cultures (voir § 1.1.3) et les difficultés a discriminer les
cellules par la microscopie classique (méme a contraste de phase), I’importance numérique

des bactéries marines est restée insoupconnée jusque dans les années 1970.

16



CHAPITRE 1. Les bactéries, I’essentiel est invisible.

A cette période se développent, a partir de I’idée de Ferguson Wood (1955), les
techniques de microscopie a épifluorescence avec les protocoles de Zimmermann et Meyer-
Reil (1974) et de Hobbie et al (1977), ainsi que des fluorochromes ciblant des composants
cellulaires tels que I’acridine orange (Hobbie et al. 1977), le DAPI (Porter et Feig 1980) ou le
SYBR green (Noble et Fuhrman 1998) se liant tous a I’ADN (ou ARN). Ces techniques
permettent de nouvelles estimations de I’abondance bactérienne dans les océans : de quelques
dizaines a plusieurs centaines de bactéries par millilitre d’eau de mer auparavant, on les
estime alors, pour le méme volume, a des dizaines de milliers voire des millions. Dans les
régions les plus pauvres en nutriments, I’estimation brute est de 100 a 500 millions de
bactéries par litre d’eau de mer (Cho et Azam 1990) et peut atteindre jusqu’a 2 milliards
d’individus pour le méme volume dans les eaux riches des estuaires (Ducklow et Shiah 1993).
La Terre étant recouverte a 70% par des masses d’eau connectées formant I’océan mondial,
leur abondance globale laisse alors a penser que ces organismes jouent probablement un réle
plus important qu’estimé auparavant, modifiant profondément la considération qui leur était
apportée jusqu’alors. Les microbes apparaissent desormais comme dominants dans la
biosphere et en particulier dans le milieu marin ou ils peuvent atteindre 90% de la biomasse
des écosystémes, correspondant, d’un point de vue global, a une quantité de carbone fixée
entre 60% et 100% de celle contenue dans les plantes terrestres (Whitman et al. 1998). Leur
importance est désormais assise mais la réelle compréhension de leur role passe par la

connaissance nécessaire de leur diversité ainsi que de leur répartition.

1.3.3. Bactéries marines, diversité et distribution

Que seulement 86 espéces bactériennes marines soient listées parmi les 1335 especes
répertoriées dans la premiere édition du Bergey’s (1923) montre la faible attention apportée a
la diversité des bactéries marines auparavant. Cependant, I’effort d’isolement et surtout
I’avénement des phylogénies moléculaires dans les décennies qui ont suivi, ont mis en
évidence une diversité inattendue et conséquente. En 2003, sur les 52 phyla®® bactériens
répertoriés (tous environnements confondus) grace a I’approche de clonage-séquencage de
I’ARNr 16S, seulement 26 comprenaient des representants cultivés (Rappé et Giovannoni

2003). La majorité de la diversité bactérienne apparait alors comme inconnue et

2 Phylum : dans la classification classique, le phylum correspond au rang en-dessous du régne et au-
dessus de la classe. Dans notre cas, il peut se comprendre comme « lignée majeure »
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I’environnement marin ne fait pas exception. Avec la premiére étude visant a répertorier la
diversité moléculaire dans la mer des Sargasses, Giovannoni et al. (1990) ont mis en
évidence, méme si leur étude reste tres restreinte, une diversité largement méconnue de
groupes bactériens pourtant dominants. Dans la décennie suivante, il a été mis en évidence de
nombreux clades qui n’avaient pas de représentants cultivés (Figure 5). De nos jours, des
représentants sont cultivés pour quasiment tous les phylums marins connus, cette réalité est
tres différente a plus fine échelle phylogeénique (espéce, genre voire famille) ou la grande

majorité de la diversité reste inaccessible en culture.

Connaitre la diversité spécifique est un pré-requis nécessaire pour notre compréhension
de la structuration de la communauté bactérienne marine, sa biogeographie et les interactions
entre les assemblages qui la composent. Toutefois, la difficulté réside dans la définition d’une
espéce chez les bactéries compte-tenu de leurs caractéristiques phénotypiques et génétiques.
En particulier, outre le manque de caractéres morpho-anatomiques discriminants, leur court
temps de géneération (pour la plupart des groupes), leur capacité a la reproduction clonale, les
nombreux échanges de genes entre taxons sans relation de parenté (c.-a-d. les transferts
horizontaux (Ochman et al. 2000) et les multiples copies d’opérons par génomes (Acinas et
al. 2004b)) résultent en un continuum de diversité génétique dans les génomes microbiens
compliquant I’identification des taxons proches (Acinas et al. 2004a). Ceci rend la
classification des bactéries en unités discretes difficile et a amené a la création d’unité
pratique (« Operational Taxonomic Units » ou OTU) en fixant un pourcentage de similarité
de séquence (Rossell6-Mora et Amann 2001), rendant la classification possible mais n’ayant
pas forcément un réel sens écologique. Méme imparfait, le systeme de classification en OTUs
a permis d’avoir un apercu de la biogeographie des communautes bactériennes marines et des
impacts du type d’écosystéme ou des gradients latitudinaux sur cette derniere (Pommier et al.
2007, Zinger et al. 2011). De grandes avancees ont notamment été rendues possibles par les
campagnes d’exploration de la diversité microbienne globale. En utilisant une approche de
clonage-séquencage, Pommier et al. (2007) ont analysé en profondeur (c.-a-d. grand nombre

de clones séquencés) les communautés bactérioplanctoniques® cétiéres (a 10 km des cotes)

% plancton : ensemble des étres vivants qui dérivent dans les masses d’eau (dont la mobilité ne permet
pas de s’affranchir de la masse d’eau) de taille variable. On traitera dans cette thése du pico-(0,2 — 2 ou 3um), du
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Figure 5. llustration schématique des relations phylogénétiques entre les grands groupes incultivés
parmi les souches cultivées en 2000 (Giovannoni et Rappé 2000).

de surface échantillonnées au méme moment autour du monde. Cette étude a mis en évidence
que la communauté globale du bactérioplancton marin présentait une richesse spécifique
décroissante avec I’augmentation de la latitude (Figure 6). Plus récemment, en utilisant les
techniques de séquencage & haut débit dans le cadre du métagénome de la mer des Sargasses
(Venter et al. 2004), du projet GOS (« Global Ocean Sampling » (Rusch et al. 2007, Yooseph
et al. 2007, 2010)) mais également par I’analyse d’un tres grand nombre de séquences courtes
(comme les régions variables de I’ARNr 16S) provenant de nombreux échantillons dans le

cadre de I’lCoMM (« International Census of Marine Microbes » regroupant de nombreuses

nano (2 — 20 um) et du micro-plancton (20 — 200 um) ; le bactérioplancton étant I’ensemble des Bacteria (et
Archaea) planctoniques.
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études de pyroséquencage (Amaral-Zettler et al. 2010, Zinger et al. 2011)), la diversité

microbienne a été explorée profondément a travers les écosystémes majeurs de I’ocean

mondial.
Arctic - Gamma-proteobacteria
Baffin Bay 266 i: OLl:\ces I:I Alpha-protecbacteria
300TU qu l:l Bacteroidetes
263 sequences [: Unclassified bacteria
- Cyanobacteria
I:I Unclassified proteobacteria
| Sargasso Sea l:I Actinobacteria
1180TU . .
. 571 sequences - Other classified bacteria
San Diego
710TU
442 sequences
Fiji
156 OTU
Hawaii 585 sequences
1240TU
400 sequences
Concepcion, Chile
140 OTU
702 sequences
Cape Town Sydney
99 OTU 117 QTU
301 sequences 309 sequences

Figure 6. Composition et richesse spécifique du bactérioplancton marin de surface d’aprés Pommier
et al. (2007). Neuf communautés ont été échantillonnées a 5 m de profondeur. Le nombre d'OTUs ainsi que le
nombre de clones séquencés sont indiqués, la taille des graphiques étant proportionnelle au nombre total d'OTUs
échantillonnées.

La grande majorité des bactéries marines connues se répartie en une douzaine de
phylums avec des différences génétiques tres importantes (Figure 7) de I’ordre de celles qu’on
peut retrouver au sein des insectes. A partir d’'une vue globale basée sur des techniques
utilisant la PCR (qui peut fournir une vue biaisée de la réalité (Suzuki et Giovannoni 1996)),
les deux classes dominantes (en proportion de séquences ribosomiques) en milieu marin sont
les Alphaproteobacteria et les Gammaproteobacteria et des différences marquées de
répartition sont observables. En effet, les communautés benthiques® sont dominées par les
Gammaproteobacteria, les Deltaproteobacteria (les Epsilonproteobacteria dans les sources
hydrothermales profondes), les Planctomycetes, les Actinobacteria et les Acidobacteria qui
sont souvent des taxons possédant des métabolismes particuliers. Les communautés
benthiques en milieu c6tier sont plus hétérogenes en composition qu’en milieu profond mais

ne montrent pourtant pas de différences globales trés marquées (Zinger et al. 2011).

31 Benthique : qui occupe le fond, c.-a-d. le substrat et/ou la couche d’eau & proximité
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Archaea

Crenarchaeota

Group | Archaea

Euryarchaeota
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a-Proteobacteria

* SAR11 - Pelagibacter ubique
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f3-Proteobacteria

*OM43

Chloroflexi
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Y-Proteobacteria
Planctobacteria
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* Vibrionaeceae

* Pseudoalteromonas
* Marinomonas

* Halomonadacae

* Colwellia

* Oceanospirillum

6-Proteobacteria

Fibrobacter
SAR406
Bacteroidetes

Marine Actinobacteria

Lentisphaerae
o |

Lentisphaera araneosa
Bacteria
Figure 7. lllustration schématique des relations phylogénétiques entre les groupes majeurs de
bactéries marines, d’aprés Giovannoni et Stingl (2005). En brun les taxons trouvés dans la zone euphotique®,

en bleu dans la zone mésopélagique™ et les eaux polaires hivernales de surface, en vert les groupes qui semblent
n’étre retrouvés que dans I’océan cotier, en noir les taxons les plus souvent rencontrés dans les océans.

En revanche, les communautés pélagiques®* sont dominées par les Alphaproteobacteria, les
Cyanobacteria et les Bacteroidetes (en particulier les Flavobacteria). Les communautés
pélagiques et benthiques ne partagent que peu de taxons (bien qu’en milieu cotier le nombre
d’OTUs partagées augmente) et leurs compositions different globalement. En surface, les
habitats coétier et hauturier sont liés mais les proportions de Flavobacteria et de
Rhodobacterales (Alphaproteobacteria) augmentent dans les milieux cotiers plus riches en
nutriments et en particules (Kirchman 2002, Buchan et al. 2005) en méme temps que la
diminution de la proportion du groupe des SAR11 (groupe proche des Rickettsiales,

Alphaproteobacteria) et des Cyanobacteria, groupes qui dominent en milieu hauturier

%2 Zone euphotique : zone dans une colonne d’eau s’étendant de la surface jusqu’a la profondeur &
laquelle I’intensité lumineuse résiduelle correspond a 1 % de celle de surface correspondant a la limite de
lumiére permettant encore la photosynthése ; habituellement de 0 m a ~ 200 m de profondeur au large.

%% Zone mésopélagique : zone dans une colonne d’eau s’étendant de la limite inférieure de la zone
euphotique jusqu’a la limite de pénétration de la lumiére (ie ou I’intensité lumineuse résiduelle est comprise
entre 1 % et 0 % de celle de surface) ; habituellement de ~200 m a ~ 1 000 m de profondeur au large.

% pélagique : qui occupe la colonne d’eau.
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pauvres en nutriments. Les Betaproteobacteria, classe abondante dans les eaux douces
(Glockner et al. 2000, Zwart et al. 2002), sont présentes en milieu marin mais semblent
restreintes aux milieux cotiers (Rappé et al. 2000, Riemann et al. 2008). Les milieux
hauturiers présentent une variabilit¢ de communautés réduite et montrent des patrons de
distributions verticales communs (Giovannoni et Stingl 2005, DeLong et al. 2006, Aristegui
et al. 2009) : les Cyanobacteria diminuent avec la profondeur en accord avec leur dépendance

a la lumiére alors que les Deltaproteobacteria et les Actinobacteria augmentent.

Globalement, les Alphaproteobacteria marines représentent 43,1 % des séquences
d’ARNr 16S du GOS (40,8 % en océan hauturier, 51,3 % en océan cotier et 36,8 % en
estuaires ; Biers et al.(2009)). Parmi elles, le groupe des SAR11 et les Rhodobacterales
(principalement le clade des Roseobacter) sont dominants dans de nombreux écosystemes. Le
groupe des SAR11 est le premier groupe majeur de bactéries marines découvert par clonage-
séquencage (Giovannoni et al. 1990). Il est trés abondant dans I’océan mondial, Morris et al.
(2002) le décrivent comme le clade dominant de I’océan de surface et I’avaient estimé a 35 %
avec des valeurs pouvant dépasser les 50 % du bactérioplancton de la zone euphotique (avec
un maximum a 40m) et 25% dans la zone mésopélagique. Sa dominance dans I’océan
mondial a été confirmé depuis par les études globales utilisant le séquencage a haut débit.
Giovannoni et Stingl (2005) I’estiment au total a plus de 40 % des séquences d’ARNr 16S
dans le métagénome des Sargasses, Biers et al. (2009) a 30,9 % des seéquences totales d’ARNr
16S du GOS (31 % au large, 36,7 % en cotier et 32,9 % dans les estuaires) et Zinger et al.
(2011) et Amaral-Zettler et al. (2010) I’estiment & 37 + 21 % du total de séquences identifiées
au niveau taxonomique de la famille dans le projet de pyroséquencage ICOMM (Figure 8). De
nombreuses études le décrivent comme un groupe ubiquiste en milieu marin, c.-a-d. présent
dans tous les environnements marins. Toutefois cette réalité peut étre nuancée, en effet, ce
groupe présente une grande microdiversité avec une biogéographie marquée et différents
sous-clades de SAR11 sont présents a diverses profondeurs (Field 1997), dans divers types
d’habitats (il existe méme des sous-clades dans les eaux douces (Bahr et al. 1996)) et a
diverses saisons (Garcia-Martinez et Rodriguez-Valera 2000, Brown et Fuhrman 2005).
Cependant, les membres des SAR11 semblent suivre un mode de vie commun. Ce sont des
bactéries gram négatives (possédant deux membranes cellulaires), de tres petites tailles
(faisant partie de I’ultramicrobacterioplancton dont le volume cellulaire de 0,01 & 0,12 pm®
est plus d’un tiers plus petit que les bactéries marines isolées communément de 0,34 & 6 pm?®),
vivant libres en milieu pélagique mais non mobiles.
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Les 20 phylotypes dominants

®1 Proleobacteria; a-Proteobacteria; Rickettsiales; SAR11
m2 Proteobacteria; o-Protecbacteria; Rickettsiales; SAR11
5 Proteobacteria; a-Proteobacteria; Rhodobacterales; Rhodobacteraceae
B4 Proteobacteria
m6 Bacteroidetes; Flavobacteria; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae
113 Proteobacteria; a-Proteobacteria; Rhodobacterales; Rhodobacteraceae
H11 Proteobacteria; y-Proteobacteria
m8 Proteobacteria; y-Proteobacteria; Alteromonadales; Pseudoalteromonas
3 Cyanobacteria; True Cyanobacteria; Prochlorales
10 Proteobacteria; y-Proteobacteria
9 Proteobacteria; y-Proteobacteria
=16 Proteobacteria; y-Proteobacteria
m14 Proteobacteria; y-Proteobacteria
m18 Proteobacteria; y-Protecbacteria
15 Proteobacteria; a-Proteobacteria
W17 Proteobacteria; y-Proteobacteria; Alteromonadales; Alteromonadaceae; Alteromonas
B 19 Proteobacteria; a-Proteobacteria; Rhodobacterales; Rhodobacteraceae
|22 Proteobacteria; y-Proteobacteria; Thiotrichales; Francisellaceae; Francisella
m 12 Proteobacteria; y-Proteobacteria; Thiotrichales; Piscirickelisiaceae; Thiomicrospira
m21 Proteobacteria; 3-Proteobacteria; Burkholderiales; Burkholderiaceae; Ralstonia

Océan Polaire

Océan Cotier

Figure 8. Diagrammes des 20 phylotypes bactériens les plus abondants obtenus par pyroséquencage
dans divers habitats marins, d’aprés Amaral-Zettler et al. (2010). En haut, pour le projet ICOMM dans son
ensemble (pelagos + benthos) ; en bas a gauche, pour les échantillons provenant de I’océan cotier (projets de
pyroséquencage : Coastal New England, Hood Canal Washington, LaCAR Cooperative Run, MPI Helgoland,
PML English Channel, Eel Pond Winter Pilot Study, Little Sippewissett Salt Marsh, Mount Hope Bay) ; en bas a
droite, pour I’océan polaire (Active But Rare, Arctic Chukchi Beaufort, Amundsen Sea Antarctica, Census
Antarctic Marine, Deep Arctic Ocean). Numéros des taxons : (1) SAR11 ; (2) SAR11 ; (3) Prochlorales ; (4)
Proteobacteria ; (5) Rhodobacteraceae ; (6) Flavobacteriaceae ; (8) Pseudoalteromonas ; (9) y-Protecobacteria ;
(10) y-Proteobacteria ; (11) y-Proteobacteria ; (12) Thiomicrospira ; (13) Rhodobacteraceae ; (14) y-
Proteobacteria ; (15) a-Proteobacteria ; (16) y-Proteobacteria ; (17) Alteromonas ; (18) y-Proteobacteria ; (19)
Rhodobacteraceae ; (21) Ralstonia ; (22) Francisella ; (27) Flavobacteriaceae ; (29) Flavobacteriaceae ; (30) a-
Proteobacteria ; (36) Methylophilus ; (37) Roseovarius ; (39) y-Proteobacteria ; (40) Flavobacteriaceae ; (41)
Rhodobacteraceae ; (42) y-Proteobacteria ; (44) Glaciecola ; (47) Flavobacteriaceae ; (48) a-Proteobacteria ;
(49) y-Proteobacteria ; (50) Rhodospirillales ; (55) y-Proteobacteria ; (62) y-Proteobacteria ; (63) Bacteria ;
(64) Sulfitobacter ; (77) Flavobacteriaceae ; (84) Methylophaga.
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Les organismes appartenant & ce groupe sont percus actuellement comme oligotrophes™® c.-a-
d. qui ont la capacité de se développer en fortes concentrations dans les milieux limités en
carbone préférentiellement (zones oligotrophes). Comme pour tous les membres de
I’ultramicrobactérioplancton, la petite taille des cellules serait une réponse adaptative a la vie
en milieu dilué. En effet, I’optimisation du prélévement de nutriments résiderait en partie dans
I’augmentation du ratio entre la surface de contact avec I’environnement exterieur et le
volume intracellulaire. En outre, une petite taille permet en théorie de depenser moins
d’énergie pour la croissance. L’oligotrophie des SAR11 a rendue trés longtemps impossible
leur isolement en culture pure. Les premiéres souches de « Candidatus Pelagibacter ubique »,
appartenant au clade la du groupe SAR11, ont €té isolées grace aux techniques de dilution par
extinction aux débuts des années 2000 (Rappé et al. 2002, Simu et Hagstrom 2004). Le
génome d’une de ces souches (HTCC1062) a été entierement séquencé (Giovannoni et al.
2005Db) et s’est révélé étre de tres petite taille (1,3 Mbp) pour un organisme ne vivant pas en
symbiose. Cette petite taille de génome pourrait étre une preuve de I’adaptation de ces
organismes a un environnement pauvre par réduction du génome (« genome streamlining »
consistant en une perte des génes superflus, ou n’ayant pas un ratio colts de synthése/apports
suffisamment avantageux, par processus de sélection génétique). Cette vue semblerait étre
appuyee par I’analyse des géenes de transport et de métabolisme présents (Giovannoni et al.
2005b) ainsi que du protéome*® de cette souche (Sowell et al. 2008). 1ls montrent une grande
quantité et diversité de transporteurs impliqués dans I’import de multiples substrats
(notamment de divers composés organiques phosphorés et contenant du soufre réduit) ainsi
gu’un metabolisme assez simple (c.-a-d. sans systeme alternatif de métabolisme, sans
structure de mobilité ou autre structure complexe). Les mesures in situ de I’assimilation de
composés organiques par les SAR11 laissent penser que ce groupe est trés actif et joue un role
important, surtout par leur abondance, dans les cycles du carbone, de I’azote et du soufre dans
les océans (Malmstrém et al. 2004a). Cependant, en milieu contr6lé, les SAR11 semblent
avoir un taux de croissance trés faible (~ 0.07 jour ™) laissant & penser que d’autres groupes
bactériens sont plus efficaces dans le recyclage du carbone en milieu marin (Ferrera et al.
2011).

% Oligotrophe : milieu (extrémement) pauvre en éléments nutritifs ou métabolisme permettant aux
organismes I’utilisant de se reproduire de fagcon optimale a (tres) faible concentration d’éléments nutritifs.
% Protéome : ensemble des protéines exprimées dans une cellule ou un organisme.
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A I’inverse parmi les groupes d’Alphaproteobacteria abondants, les Rhodobacterales, et
principalement le clade des Roseobacter, est un groupe avec de nombreux représentants
cultivés (notamment isolés sur milieux riches ; voir revue de Brinkhoff et al. (2008)). Ce
groupe, présentant des physiologies hétérogenes, est retrouve dans de nombreux écosystémes
marins souvent riches, principalement, mais pas exclusivement, en milieu cotier, des
tropiques aux pbéles (Buchan et al. 2005, Wagner-Débler et Biebl 2006), mais n’est pas
retrouvé en milieu d’eau douce ou en milieu terrestre. Trés souvent en interaction avec des
eucaryotes photosynthétiques (uni- et pluricellulaire), ce groupe présente de hautes
abondances locales correspondant le plus souvent a des conditions d’efflorescence ou post-
efflorescence de ce phytoplancton®” (Moran et al. 2007). Typiquement, il constitue plus de 20
% du bactérioplancton cotier et pres de 15 % des communautés bactériennes dans la couche
d’eaux mélangées mais en revanche est quasi-absent en dessous de la couche euphotique. Les
tres fréquentes relations symbiotiques ainsi que les capacités métaboliques particuliéres
trouvées dans ce groupe, permettant la transformation de composés issus des eucaryotes
photosynthétiques tels que le dimethylsulfoniopropionate (DMSP) et des composés
aromatiques difficilement dégradables, laissent a supposer que ces organismes ont un
métabolisme copiotrophe®. Cette tendance est appuyée par les larges génomes (en moyenne
4,4 Mbp) des souches séquencées montrant, a I’inverse des SAR11, de multiples voies
d’acquisition et de degradation de divers élements nutritifs ainsi que de nombreux

mécanismes senseurs et d’interaction avec I’environnement (Brinkhoff et al. 2008).

Le groupe des SAR116 est un autre groupe dominant d’Alphaproteobacteria incultivées
découvert lors de I’étude de Giovannoni et al. (1990). Comme pour les SAR11, ce groupe est
considéré comme ubiquiste en milieu marin bien qu’il semble moins abondant que les SAR11
et présente également une grande microdiversité (Giovannoni et Rappé 2000). Biers et al.
(2009) estiment I’abondance de ce groupe a environ 3 % des séquences totales d’ARNr 16S
du GOS avec des contributions variables en fonction du type de zones océaniques considére :
2,3 % au large, 4,1 % en cotier et 0,8 % dans les estuaires. Bien que les données sur ce groupe
sont encore trop insuffisantes, il semble que sa répartition soit préférentiellement cotiere

(Giovannoni et Rappé 2000, Biers et al. 2009). Allant dans ce sens, en 2010, le génome du

3" Phytoplancton : ensemble des organismes, procaryotes et eucaryotes uni- et pluricellulaires, pratiquant
la photosynthése et dont la mobilité ne permet pas de s’affranchir des courants,
% Copiotrophes : métabolisme permettant une reproduction optimale & forte concentration de nutriments.
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premier représentant cultivé de ce groupe a été publié (Oh et al. 2010) et la présence de
nombreuses voies métaboliques laisse penser que ce groupe pourrait étre géneraliste et

participer a de multiples cycles biogéochimiques dans les océans.

De nombreux groupes de Gammaproteobacteria marines sont actuellement cultivés
(Fuhrman et Hagstrom 2008) dont les plus connus sont les Vibrionaceae et les
Alteromonadaceae. Ces groupes ont la capacité de se reproduire tres vite et en trés fortes
abondances (fortes efflorescences) ainsi que de résister aux périodes de famines (mode de vie
« feast and famine »), expliquant la facilité a les cultiver mais aussi leur succes écologique.
De nombreux représentants cultivés vivent en interaction avec d’autres organismes parfois de
maniere pathogene et la plupart des membres cultives sont connus pour vivre en mode agregé
a des surfaces en milieu marin. Du fait de leur facilité a étre cultivé, I’abondance des
Gammaproteobacteria marines cultivables a été longtemps surestimée dans les études en
environnements marins (Giovannoni et Rappé 2000). Dans les données du GOS, les
Gammaproteobacteria marines représentent globalement 17,3 % des séquences totales
d’ARNTr 16S (21,2 % en océan hauturier, 14 % en oceéan cotier et 4,9 % en estuaires ; Biers et
al. (2009)), dans les données de I’lCoMM elles représentent globalement 25 + 14,6 % (Zinger
et al. 2011). Dans les années 1990, sur la base des études basées sur I’ARNr 16S, il a été
déterminé que d’autres groupes, trés abondants, de Gammaproteobacteria existaient en mer
(Britschgi et Giovannoni 1991, Schmidt et al. 1991). En 1995, Mullins et al. (1995) créent, le
vaste groupe de Gammaproteobacteria marines SAR86 (voir par exemple la Figure 5), et les
études suivantes vont trouver des membres de ce groupe dans de tres nombreux
environnements répartis mondialement dans I’océan de surface (Gonzalez et al. 2000, Morris
et al. 2005, Malmstrom et al. 2007). Ce groupe apparait alors comme ubiquiste, toutefois, des
études ultérieures ont montré qu’il était en réalité, a I’instar de SAR11, constitué de nombreux
sous-clades (Treusch et al. 2009). L’ analyse couplée de fragments métagénomiques issus du
GOS et de séquencage de cellule unique (methode « single-cell genomic » générant apres
WGA™* des «single-cell amplified genome » ou SAG) a permis la reconstitution de génomes
partiels de membres des SAR86 montrant le méme processus de réduction du génome que
chez SAR11 avec probablement les mémes implications écologiques et les mémes
préférences oligotrophes bien que les sources carbonées différent dans le menu de ces deux

% WGA : Whole genome amplification, technique dérivée de la PCR permettant de générer de multiples
copies du génome entier d’un organisme afin de permettre son séquencgage
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groupes (Dupont et al. 2012, Molloy 2012). Dans le métagénome de la mer des Sargasses, les
membres des SAR86 comptent pour environ 10 % des sequences totales d’ARNr 16S
(Giovannoni et Stingl 2005) et pour 6,3 % avec un maximum de 7,4 % en habitat cbtier dans
les données du GOS (Biers et al. 2009). D’autres groupes oligotrophes appartenant aux
Gammaproteobacteria, appelés OMG (oligotrophic marine Gammaproteobacteria) ont
également été mis en évidence dans les milieux océaniques cotiers et au large (Cho et
Giovannoni 2004) dont le plus communément retrouve est le clade OM60/NOR5 (Rappé et
al. 1997). Toutefois, tout comme le groupe des SAR92 (Britschgi et Giovannoni 1991), ce
groupe est le plus souvent présent en faible abondance (< 1 %) mais certains de ses membres
peuvent ponctuellement dépasser les 10 % dans les zones cotieres souvent lors
d’augmentations brutales des ressources nutritives comme lors des efflorescences de
phytoplancton (Pernthaler et Pernthaler 2005, Stingl et al. 2007a, Yan et al. 2009). Ces
comportements suggerent une écologie plus complexes que supposé initialement avec
possiblement au sein de ces groupes, des clades a tendance oligotrophe et d’autres a tendance

copiotrophe.

Le groupe des Bacteroidetes, anciennement connu comme le groupe des Cytophaga-
Flavobacteria-Bacteroidetes, est également une composante importante du bactérioplancton.
Des représentants de ce groupe sont présents dans tous les habitats de la biosphere. Ce groupe
peut atteindre pres de la moitié des Bacteria comptées par FISH en milieu océanique et étre
tres abondant en eau douce (Kirchman 2002). Toutefois, les contributions a la communauté
bactérienne obtenues par FISH et par d’autres techniques moléculaires (comme les banques
de clones) différent tres souvent et I’importance numeérique de ce phylum est encore sujette a
débat. Il est en revanche a noter que dans I’étude globale des océans cotiers de Pommier et
al.(2007), ce groupe représente le plus souvent le troisieme groupe le plus abondant dans les
banques de clones apres les Alphaproteobacteria et les Gammaproteobacteria qu’il les
domine dans de nombreux environnements (principalement dans I’hémispheére sud). Dans les
données de pyroséquencage, les sequences flavobactériennes représentent 17 £ 12.5 % des
séquences totales d’ARNr 16S retrouvées en milieu cotier dans I’ICoMM (Zinger et al. 2011),
8% en milieu cotier, 7,3 % en milieu estuarien et 3,3 % au large dans les données du GOS
(Biers et al. 2009). Les clades marins des Flavobacteriaceae sont d’une nature épiphyte avec
une grande capacité de colonisation des surfaces inertes et vivantes (Bowman 2006), avec un
fort taux de croissance, pouvant en faire des composants importants du bactérioplancton
(jusqu’a plus de 70%) associé aux efflorescences algales (Glockner et al. 1999, Riemann et
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al. 2000, Fandino et al. 2005). Comme pour les Gammaproteobacteria marines cultivées ou
les Rhodobacterales, ces capacités font que ce groupe est particulierement bien représenté en
nombre de cultures actuellement disponibles (Bowman 2006). Cependant, il semble
également que des groupes d’incultivés, comme celui des AGG58 (DelLong et al. 1993,
O'Sullivan et al. 2004), existent également mais trés peu représentés dans les banques de

clones possiblement di aux biais de PCR défavorisant les Bacteroidetes.

Le groupe des Cyanobacteria, bien que n’étant pas systématiquement parmi les plus
abondant membres de bactérioplancton, est toutefois probablement 1’'un des plus
extensivement étudié et des mieux compris dans son écologie et sa génétique. Les données de
I’ICOMM (Zinger et al. 2011) montrent que les séquences de ce groupe sont plus présentes
dans les eaux de surface hauturieres (13 + 11,1 %) que c6tiéres (3 = 7,4 %), en revanche les
séquences du GOS (Biers et al. 2009) ne présentent pas un contraste si marqué avec
respectivement 6,7 % et 5,3 %. Cependant, ce groupe est commun dans tous les océans et
représente souvent les organismes les plus abondants du phytoplancton. Les plus abondants
genres des Cyanobacteria dans les systemes océaniques sont les Prochlorococcus et
Synechococcus, et plus ponctuellement les Trichodesmium, genre a efflorescences. Ces genres
sont principalement présents dans les zones oligotrophes pour les premiers et les zones plus
riches ou dans les environnements changeants pour les seconds. Principalement contraint par
la température, la distribution du plus abondant de ces organismes, Prochlorococcus, est
limité a la zone comprise entre 40° Sud et 48° Nord (Partensky et al. 1999b, Johnson et al.
2006). Bien que ce genre puisse étre encore detectable en trés faible abondance en zone
subpolaire (Marchant et al. 1987, Buck et al. 1996), il est considéré comme absent des eaux
polaires. En revanche, Synechococcus a, quant a lui, une distribution virtuellement ubiquiste
méme si son abondance varie grandement entre les régions océaniques (Partensky et al.
1999a). Du fait de leur dépendance vis-a-vis de la lumiere, ces groupes sont présents
uniquement dans la zone euphotique et tout comme SAR11 ou SAR86, presentent des sous-
clades de distribution différente que ce soit en fonction de la luminosité présente pour
Prochlorococcus ou de la province océanique et de son régime trophique pour Synechococcus
(Zwirglmaier et al. 2008). Les Cyanobacteria en général sont de trés importantes actrices
dans les cycles biogéochimiques (Li 1994, Scanlan et West 2002) par leur forte contribution a
la production primaire globale mais également, entre autre, par leur capacité unique a fixer le

diazote inerte contenu dans I’atmospheére.
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Nombreux d’autres groupes de bactéries marines sont encore mal connus. Parmi eux, un
des plus représentatifs est celui des Betaproteobacteria marines qui comprendrait de
nombreux genres (au moins 75 genres et 220 espéces connus en 2006) avec des métabolismes
variés et une présence globale (Kersters et al. 2006). Un grand clade incultivé de clones
environnementaux a été retrouvé dans de nombreuses études en milieu marin et forme le clade
OM43 (Rappé et al. 1997, Uphoff et al. 2001, Connon et Giovannoni 2002). Ce dernier peut
représenter un groupe dominant lors d’efflorescences de diatomées (Morris et al. 2006).
Méme s’il semble étre réparti en milieu cotier (Rappé et al. 2000, Riemann et al. 2008), son
écologie reste encore mal comprise, notamment avec la découverte de sa présence dans les

eaux profondes du bassin arctique eurasien (Galand et al. 2010).

1.3.4. Structure des communautés bactériennes marines

Une des grandes questions cristallisant [I’attention des microbiologistes
environnementaux, particulierement en milieu marin, est la réalité du dogme énoncé en 1934
par Baas-Becking et Beijerinck : « Everything is everywhere, but, the environment selects »
(Tout est partout mais I’environnement sélectionne ; voir revue de De Wit et Bouvier (2006)).
Les études de la diversité bactérienne dans I’océan global, par clonage-séquencage (Pommier
et al. 2007) ou par pyroséquencage (Venter et al. 2004, Rusch et al. 2007, Yooseph et al.
2007, 2010, Zinger et al. 2011), ont mis en évidence la présence d’un petit nombre d’espéces
cosmopolites (c.-a-d. retrouvées dans tous les échantillons) tres abondantes, distribuées
suivant un modele log-normale (Curtis et al. 2002). Toutefois la grande majorité des especes
est endémique, chaque espece étant le plus souvent de faible abondance, elles forment une
longue queue suivant une distribution log-series (Galand et al. 2009a) et constituent la
majorité de la biodiversité (Figure 9). Cette vue n’est pas forcement incompatible avec I’idée
de Baas-Becking puisque ce dernier avait émis I’idée que la distribution des microbes était
mondiale mais que dans certains environnements les espéces microbiennes n’étaient présentes
gue sous forme quiescente. La plupart de la biodiversité microbienne restant ainsi hors de
notre portée car les densités des espéces en dormance® sont si basses qu’elles seraient en

dessous de la limite de détection des techniques utilisées. Dans cette idée, en comparant un

“0 Dormance ou quiescence : état de vie au ralenti permettant aux organismes de survivre a des
conditions environnementales défavorables, chez les bactéries peut s’accompagner d’une structure
particulierement résistante et compacte appelée endospore représentant a la fois une forme de résistance et une
forme de dissémination.
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pyroséquencage trés profond (c.-a-d. un tres grand nombre de séquences ~10 millions) d’un
site en Manche avec les nombreux pyroséquencages moins profond de I’ICoMM, Gibbons et
al. (2013) appuient que la profondeur de séquencage influent énormément sur le nombre
d’OTU retrouvees dans tous les environnements marins. Ainsi ils extrapolent que pour
retrouver en Manche, I’ensemble des OTUs présents dans I’ICoMM (échantillonnant une
grande diversité de biomes) il faudrait obtenir pres de 200 milliards de séquences nécessitant
la filtration de plus de 200 litres d’eau (alors qu’environ 2L sont filtrés actuellement). Le
concept de « seed bank » actuel, « banque de graines » constituée par les espéces bactériennes
rares (dont I’occurrence est tres faible et qui ne se divisent pas ou trés peu) rejoint cette idée.
Selon Pedros-Alio (2006), les taxons les plus abondants forment le cceur de la biodiversité
d’un écosysteme, ils se multiplient activement car ils sont « adaptés » a cet environnement et,
du fait de la large taille de leur population, sont soumis aux pressions de prédation par les
protistes et d’infection par les virus (Figure 9). Ainsi ils sont les principaux acteurs des flux

de carbone et d’énergie.

Taxons coeurs

Nombre d'individus

Mort1L
Immigration

Taxons occasionnels

Abondant

Techniques moléculaires : séquencgage haut débit

Techniques moléculaires
- empreinte moléculaire
- clonage séquengage

&
~
&
~

Techniques de culure pure

Figure 9. Schéma conceptuel de la biodiversité des taxons bactériens (i) abondants (en rouge) ayant
un role actif dans les flux de carbone et d’énergie et formant le cceur de la diversité d’un écosysteme, (ii) rares
(en bleu) survivant a faible abondance dans un écosysteme et pouvant étre sous forme d’endospore (seed bank),
et des processus biotiques la controlant selon la théorie cosmopolite (en vert). En bas, les limites de la
biodiversité accessibles par les diverses techniques de microbiologie environnementale actuelles (voir § 1.3.1 et
1.1.3). Modifié d’apres Pedrds-Alié (2006).
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Les taxons peu abondants (donc rares car la probabilité de les échantillonner est faible)
formant une longue queue (vue dans ce cas comme « seed bank ») sont plus occasionnels,
avec une présence sporadique dépendant des limites de leur tolérance. Ces taxons sont
recrutés par immigration, résultant des processus de dispersion physique, et se multiplient peu
(voire pas). Leur faible abondance leur permet de se soustraire de la prédation et de I’infection
car les bactérivores se nourrissent préférentiellement des plus abondantes (Pernthaler 2005) et
les virus fonctionneraient selon la stratégie de « tuer le gagnant » (Thingstad 2000), c.-a-d.
qu’ils sont dépendants des probabilités de rencontre de leur(s) hote(s) et vont
préférentiellement contaminer les organismes les plus abondants plutdt que les plus rares. Si,
contrairement aux taxons ceeurs, les taxons rares sont affranchis du contréle « top-down »
(prédation, infection), ils sont en revanche soumis au méme contréle par la ressource
(« bottom-up ») et doivent étre plus sensibles aux contréles « latéraux » (« sideways »
(Fuhrman et Hagstrom 2008)) c.-a-d. la compétition pour la ressource, les interactions
négatives ou positives entre bactéries comme I’émission de composés chimiques néfastes

(allélopathie) ou la coopération pour utiliser une ressource (syntrophie, symbiose).

Nuancant cette vue mais restant dans la théorie cosmopolite, Yooseph et al. (2010), sur
la base des théories de Lauro et al. (2009), ont montré grace aux métagénomes issus du GOS
et aux génomes de plus d’une centaine d’isolats marins, des différences marquantes de
capacités métaboliques et physiologiques entre les taxons abondants et les rares. Les taxons
abondants et cosmopolites sont caractérisés par des génomes de petites tailles et un contenu
génique suggérant qu’ils sont uniquement capables d’une croissance lente et d’une faible
plasticité métabolique. Ces organismes seraient des oligotrophes car leurs traits seraient une
adaptation a un environnement pauvre en nutriments. Inversement, les taxons plus rares
seraient copiotrophes et auraient des capacités a survivre dans les environnements limités en
énergie et a fortement croitre occasionnellement quand les conditions nutritionnelles
correspondent a leurs préférences (especes capables d’efflorescences en milieu riche). Cette
stratégie adoptée par les copiotrophes dans les océans leur permettrait d’échapper a la
prédation (du moins spécifique) en devenant invisible comme source de nourriture potentielle
par leurs faibles abondances et leurs volumes alors réduits. Ce concept écologique a été
appelé par les auteurs la « fuite cryptique » (« Cryptic escape ») et compléterait les concepts
de stratégies r et K (voir § 1.1.3).
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Toutefois, en examinant par pyroséquencage plusieurs sites de I’océan arctique et a
plusieurs saisons, Galand et al. (2009a) montrent que les taxons rares ont les mémes patrons
de distributions biogéographiques que les taxons abondants, suggérant qu’au moins un des
deux postulats de la théorie cosmopolite n’est pas valide : soit les micro-organismes marins ne
sont pas aussi facilement dispersés et des barriéres & la dispersion existent ®/,, les taux de
mortalité (par prédation ou lyse virale) des taxons rares sont significatifs. De plus, tout
comme Kirchman et al. (2010), ils montrent que la tres grande majorité (99 %) des taxons
rares n’est jamais retrouvée abondante, ni a d’autres saisons, ni dans d’autres écosystémes
échantillonnés lors d’autres études. Nombreux rares demeurent rares et ne se comportent pas
comme une source potentielle d’abondants (« seed bank »). Ces auteurs avancent aussi que les
rares sont tout aussi adaptés a leur environnement que les abondants et sont également
importants pour les cycles biogéochimiques en réalisant des fonctions particuliéres. De plus,
dans une autre étude conduite elle aussi en arctique, ces auteurs montrent une différence de
populations entre les eaux profondes du bassin arctique canadien et eurasien alors qu’aucun
parameétre chimique structurant n’ait pu étre identifié, ce qui renforcerait le concept de
« barriere physique a la dispersion » (Galand et al. 2010). Ce concept, proposé par Spencer-
Cervato et Thierstein (1997), repose sur le principe que les densités spécifiques de chaque
masse d’eau constituent une frontiére bloquant la dispersion des micro-organismes pas assez
mobiles pour la franchir. Dés lors, les communautés se structurent en suivant les forces
évolutives en présence. Toutefois des événements de mélange des communautés pourraient
survenir lors de mélange de masses d’eau ou par des éléments capables de franchir ces
barrieres physiques comme par exemple les particules lourdes de neige marine. La
biogéographie et la structuration des communautés étant alors guidées par des interactions
complexes entre les communautés autochtones** et allochtones*? de la masse d’eau considérée
et les forces sélectives en présences déterminant notamment le maintien et le succes d’une
population ainsi que les processus genétiques/génomiques éventuels que cela entraine (jouant

sur les concepts de compétition ainsi que de fluctuation et de perturbation des communautés).

I Autochtone : qui habite en son lieu d'origine
*2 Allochtone : qui est étrangé au lieu considéré
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1.4. « Dis-moi ce que tu manges... »

1.4.1. Ecotypes, niches écologiques et diversité fonctionnelle

Le débat sur la biogéographie des organismes vivants a toujours partagé la communauté
des écologues quel que soit le modele d’étude et fut le moteur de nombreuses formulations de
théories et concepts ecologiques pour expliquer la structuration et la diversité des
communautés notamment d’un point de vue évolutif. Un des premiers concepts fondamentaux
est celui de la niche écologique, idée émise dés les débuts de la vision évolutionniste (Darwin)
mais formellement décrit qu’en 1957 par Hutchinson, qui correspond a un espace
multidimensionnel rassemblant la totalité des relations d’un organisme avec son
environnement physico-chimique (environnement abiotique, habitat) et les autres organismes
le partageant (environnement biotique). La niche écologique correspond donc aux capacités
(traits écologiques) de I’espéce considérée en termes d’interactions biotiques et abiotiques
mais il faut différencier la niche fondamentale, correspondant a la niche qu’une espéce peut
théoriquement occuper, de la niche realisée c.-a-d. qu’une espece occupe reellement. En effet,
deux espéeces ne peuvent occuper simultanément la méme niche écologique et si ces niches se
recouvrent compléetement ou méme partiellement, c.-a-d. quand deux espéces cherchent a
accéder & une méme ressource pouvant étre limitante, un phénomene de compétition
s’engagera entre les espéces et leurs niches respectives auront tendance a se modifier (voire a
s’exclure) en méme temps que les traits écologiques des especes. Ces traits étant egalement
soumis & sélection naturelle, des événements de spéciation*® peuvent se produire. Les deux
mécanismes extrémes de spéciation sont I’allopatrie, résultant d’un complet isolement
géographique de 2 populations sans échanges génétiques possibles (mais sans forcément de
différenciation de niche), et la sympatrie, se produisant en coexistence et resultant d’une

compétition intra-spécifique disruptive conduisant a une différenciation de niche écologique.

Comme discuté par Pedrés-Ali6 (2006) et Galand et al. (2009a), savoir en quelle
propension chacun de ces modéles (allopatrie et sympatrie) influe sur la distribution des
communautés microbiennes marines (8 1.3.4) permettrait d’apporter plus de poids a I’'une ou
I’autre des théories de distribution des microbes dans I’océan (dispersion ubiquiste ou limité

par des barrieres). En effet, la sympatrie pourrait s’appliquer si la diversité microbienne est

*% Spéciation : phénoméne conduisant & la création d’espéces & partir d’une espéce ancétre commun
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faconnée par la présence de multiples habitats (différentes conditions environnementales) au
sein de la méme province. Dans ce cas, chague masse d’eau pourrait représenter un habitat
specifique et les différences de compositions des communautés entre elles seraient le reflet
des différences des conditions environnementales entre les masses d’eau. A I’inverse,
I’allopatrie pourrait entrer en scéne si on considere que les communautés ont été
historiquement isolées par les masses d’eau et que le manque de dispersion entre elles fait que
chaque masse d’eau pourrait étre considérée comme une province avec sa communauté qui
évolue en fonction de son historique. Avec cette vue, il y aurait de multiples provinces mais

un seul habitat.

A tres fine échelle, I’analyse de la diversité des groupes dominants (8 1.3.3) nous a
montré I’existence de nombreux sous-clades, au sein d’une méme espece, phénomene
notamment observable fréqguemment chez les espéces oligotrophes et dont la distribution est
souvent reliée a la variation d’un paramétre environnemental. Des observations similaires
faites en systeme terrestre sur des especes de Plantae ont notamment conduit a I’émergence
du concept d’écotype par Gote Turesson en 1922. Les écotypes peuvent étre définis comme
des populations génétiqguement différenciées au sein d’une méme espéce, occupant des
habitats spécifiques (c.-a-d. adaptées a des conditions environnementales spécifiques) et
exprimant le plus souvent des différences phénotypiques. Autrement dit, ce sont des
populations avec des caractéres communs mais occupant des niches uniques (Cohan 2002).
Ce concept, tout a fait applicable aux microbes marins, exacerbe le décalage entre les
définitions moléculaires d’espéce bactérienne et la réalité de leur écologie et de leur fonction
au sein d’un écosysteme. En particulier, la classification de la diversité bactérienne a conduit
a considérer I’évolution des organismes uniquement sur la base de leurs attributs
(physiologique ou génétique) et n’a apporté que peu d’attention a leurs adaptations a des
contextes environnementaux spécifiques ou méme a leur activité. Ainsi, si la diversité a
longtemps été considérée uniquement sous son aspect taxinomique/phylogenétique, la prise
en compte que les especes présentes et la fonction de I’écosysteme étaient impactés par les
traits écologiques des espéces présentes, a conduit a I’émergence du concept d’une diversité
fonctionnelle. Cette diversité représente la diversité des traits écologiques mais également la
diversité des niches et des fonctions des espéces présentes dans un écosystéeme. Elle permet
ainsi de comprendre comment la richesse spécifiqgue (nombre d’espéces) ou la diversite
phylogénétique sont liées a la fonction d’un écosysteme et comment ces derniers répondent

aux stress environnementaux et aux perturbations (Cadotte et al. (2011) et les références
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citées). Un des aspects de I’étude de la diversité fonctionnelle est le suivi d’une fonction
particuliere dans un écosystéeme étant couverte par de multiples especes et dependant
également du degré de similarité des niches. Ainsi les microorganismes ne sont plus classés
selon leur relation de parenté mais selon I’évolution d’une fonction (relation de parenté d’un
ou de geéne(s) codant pour une structure impliquée dans une fonction) souvent liée a leur

métabolisme.

1.4.2. Métabolismes, flux d’énergie et de matiére

Le métabolisme est la somme des réactions chimiques se produisant dans une cellule et
peut étre divisé en deux parties : le catabolisme, regroupant les réactions produisant (ou ne
consommant pas) de I’énergie sous forme de molécules d’ATP (adénosine triphosphate), et
I’anabolisme, ensemble de réactions permettant la synthese de molécules complexes a partir
de molécules simples (Figure 10). Les processus anaboliques nécessitent de I’énergie au
méme titre que du pouvoir réducteur qui fournit les électrons nécessaires au processus
réducteur permettant I’assemblage des molécules de base en molécules plus complexes. Ils se
déroulant en 4 grandes phases :

1. La conversion de la source de carbone de I’organisme en un certain nombre de
molécules simples : les métabolites précurseurs,

2. Lasynthése de monomeres et autres unités de base de construction (comme les acides
aminés, les nucléotides, les hydrates de carbone et lipides simples),

3. La synthese de macromolécules (comme les protéines, les acides nucléiques (ADN,
ARN), les hydrates de carbone et lipides complexes)

4. L’assemblage des macromolécules pour former les structures cellulaires.

Toute réaction physique ou chimique est le résultat de I’application ou du mouvement
géneré par I’énergie. L énergie est la base de toute vie et peut étre utilisée globalement pour 3
types essentiels de tches communes a tous les organismes vivants :

—  Les processus chimiques permettant la synthese de molécules biologiques complexes a
partir de molécules ou de constituants simples (anabolisme). Augmenter la complexité de
molécules (ou de structures) demande nécessairement de I’énergie (permettant d’aller contre
I’entropie).

— Les processus de transport permettant I’incorporation de certaines molécules,

nécessaire par exemple pour la nutrition ou le maintien cellulaire, et I’excrétion des déchets.
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Traverser la paroi cellulaire, le plus souvent contre le gradient électrochimique nécessaire a
I”integrité cellulaire demande de I’énergie (sous différentes formes),

—  Les processus mécaniques permettant la motilité et I’arrangement des structures
internes des cellules.

Ainsi, tous les organismes vivants nécessitent de I’énergie pour vivre mais plusieurs
réponses pour son approvisionnement (nutrition) sont apparues au cours du temps. Tous les
métabolismes se répartissent en 5 types nutritionnels majeurs en fonction de leurs sources de
carbone (principalement), d’énergie et d’électrons. Sur la base de la source de carbone, les
organismes peuvent étre ségréges en 2 modes meétaboliques radicalement opposés : les
autotrophes utilisant du carbone minéral (dioxyde de carbone, CO;), et les hétérotrophes
utilisant du carbone organique. Les premiers sont considérés comme des producteurs
primaires par leur capacité a fabriquer de la matiére organique a partir de matiere minérale et
les seconds sont considérés comme des producteurs secondaires car ils necessitent de la
matiere organique pour vivre, donc dépendent des producteurs primaires. Par leurs activités,
ils reminéralisent (régénérent) la matiere organique. Ces deux modes métaboliques se
diversifient en fonction des sources d’énergie et d’électrons (Figure 11). Les autotrophes
utilisent tous des molécules inorganiques comme sources d’électrons (lithotrophes) mais 2
principales sources d’énergie existent. La plus courante est I’énergie lumineuse

(phototrophes ; c’est le cas pour les Plantae et le phytoplancton ou les bactéries pourpres).

Energy Source

Chemoorganotroph—organic molecules

Chemolithotroph—inorganic molecules
Phototroph—light
Carbon Source
Autotroph—CO, —————__._____ Precursor Monomers

metabohtea and other —» Macromolecules —»
f building blocks

Heterotroph—organic molecules — %

Electron Source -

Organotroph—organic molecules —————» Reducing power (electrons)

Lithotroph—inorganic molecules

Figure 10. Vue globale du métabolisme. Les organismes sont composés de diverses macromolécules
comme les acides nucléiques ou les protéines. La synthése des macromolécules se fait a partir de monomeres et
d’autres facteurs comme les nucléotides et acides aminés qui sont les produits de voies métaboliques
(enchainement de réaction biochimiques) commengant avec des métaboliques précurseurs comme le pyruvate.
D’aprés Wiley et al. (2008b).
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Quand I’eau (H,0) est utilisée comme donneur d’électrons (Plantae, phytoplancton) de
I’oxygene (O,) est degagé, on parle alors de photosynthése oxygénique mais certaines
bactéries n’utilisent pas I’eau et ne produisent pas d’oxygene, on parle alors de photosynthese
anoxygénique. La génération d’énergie sous forme d’ATP par I’utilisation de I’énergie
lumineuse est appelée photophosphorylation. La deuxieme forme d’autotrophie utilise
I’énergie générée par I’oxydation de composés chimiques inorganiques, c’est la
chimiolithoautotrophie. Elle peut étre rencontrée notamment en systemes profonds ou
sédimenteux, et regroupe des types bactériens aux métabolismes particuliers tels que les
bactéries sulfo-oxydantes, hydrogéno-oxydantes, ferro-oxydantes, méthanogénes et
nitrifiantes. Les hétérotrophes utilisent des molécules organiques comme donneurs d’électrons
(organotrophes) mais chez certains chimiohétérotrophes (des sulfo-oxydantes) le CO, peut
également étre utilisé ponctuellement (chimiolithohétérotrophes). Cependant tous les
hétérotrophes utilisent principalement I’énergie chimique générée par la réduction des
composés organiques. Certains groupes d’hétérotrophes ont la capacité d’utiliser en
supplément [I’énergie lumineuse (photo[organo]hétérotrophes). Tout comme pour les

autotrophes, une part de I’énergie résiduelle est transmise au milieu par la chaleur générée.

\?Ad Energie Photolitho- Energie
4p> Lumineuse autotrophes Chimique
\4
AUTOTROPHES

c Minéral

.2 ? |eg

= Cycles des B %‘-g

3 Nutriments = S

&5 S o

o _ Organique

HETEROTROPHES

Figure 11. Sources et flux unidirectionnel d'énergie (en jaune) et cyclique de matiére (en orange),
parmi les métabolismes existants (en vert: les autotrophes, en bleu : les hétérotrophes). Modifié d’apres
Church (2008).
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Si le flux global d’énergie au travers des organismes est unidirectionnel, les flux de
matiéres est cyclique comme décrit précedemment. Le cycle des nutriments passant
successivement d’un état minéral a un état organique n’est pas seulement restreint a celui du
carbone, bien que ce soit le cycle majeur, mais s’applique a tous les éléments chimiques
utilisables par les organismes. Ainsi les cycles biogéochimiques majeurs régis en partie par
les organismes vivants sont ceux de I’azote, du phosphore et de I’oxygene, peuvent y étre

ajoutés celui du soufre, du fer, du manganese et de la silice.

1.4.3. Cycle du carbone et réseau trophique microbien

Le composé carboné biodisponible le plus abondant sur Terre est le gaz CO,. 1l est fixé,
c.-a-d. transformé en matiére organique, par les organismes photolithotrophes et
chimiolithotrophes en conditions aérobies (le plus commun en milieu marin) et anaerobies
(dans les sediments, au sein de particules, consortium ou de biofilms) (Figure 12). La matiere
organique est transformée en CO, par les mécanismes de respiration** aérobie ou anaérobie de
méme que la fermentation (anaérobie) chez les organismes hétérotrophes. Le CO, peut
alternativement (au méme titre que la matiere organique), en anaerobiose, étre transformé par
les organismes méthanogenes en méthane (CH,), un autre gaz abondant, qui peut étre ré-
oxydé en CO, de maniére aérobie par les organismes méthanotrophes. Bien entendu, la Figure
12 correspond a un schéma trés simplifié du cycle du carbone dans I’environnement. Pour une
fonction donnée (fixation du carbone par exemple), les organismes la réalisant sont multiples,
diversifiés et de taille différentes (de la cyanobactérie du micrométre a I’arbre de plusieurs
dizaine de metres par exemple) et les produits de la fonction, et leur biodisponibilité, sont
variables (des glucides simples a la cellulose par exemple). Les organismes capables d’utiliser
ces produits ou de les ingérer vont également différer (d’une bactérie hétérotrophe a I’homme
par exemple). Cette évidence est a la base du concept de réseau trophique, c.-a-d. les flux de
matiéres et d’énergie entre tous les organismes composant un écosystéme, qu’ils soient

producteurs primaires, secondaires (consommateurs) ou décomposeurs.

* Respiration : processus catabolique de dégradation des sucres (notamment) grace au dioxygéne afin
d’en obtenir de I’énergie sous forme d’ATP
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Anaerobic Aerobic
Carbon fixation Carbon fixation
Organic maﬂerA
CO, (e.g., CH,0)

Anaerobic respiration
and
fermentation Respiration
Carbon
monoxide
oxidation
Methanogenesis Co

Methanogenesis Methane oxidation

Figure 12. Cycle simplifié du carbone dans I'environnement. En bleu, les processus se déroulant en
présence d’oxygene (aérobie) ; en rouge, les processus restreints aux zones dépourvues d’oxygene (anaérobie).
D’aprés Wiley et al. (2008a).

Déja pressenti en 1946 par Zobell (Figure 13, gauche) et se renforcant avec la
découverte de I’importance numérique des microbes en milieu marin (81.3.2), avec
I’évolution des techniques permettant d’estimer les taux de croissance et de renouvellement
(notamment les radiotraceurs (Steemann-Nielsen 1952, Karl 1979, Fuhrman et Azam 1982)),
la place des Bacteria a évolué d’un compartiment mineur de la chaine alimentaire® & un role
crucial dans le réseau trophique* & la base de tout écosystéme. Ce changement de vision a été
fortement influencé par les travaux de Pomeroy, qui, en faisant la synthese de nombreux
travaux, a proposé que les microorganismes représentaient « le plus gros moteur d’énergie et
de matiére compte-tenu de leur haut taux métabolique par unité de masse » (Figure 13,
droite). Il propose également que les microorganismes représentent la tres grande majorité de
la respiration dans les océans. L’évolution de la considération de la place des Bacteria dans
les flux d’énergie et de matiere au cours des années suivantes conduit conceptualisation de la
boucle microbienne par Azam et al. (1983). Ce concept repose sur I’utilisation comme source

d’énergie preférentielle par les bactéries pélagiques de la matiere organique dissoute (MOD)

** Chaine alimentaire : suite linéaire d’organismes liés par des relations de prédation censé représenter
les relations de nutrition (et les flux de carbone et d’énergie) dans un écosysteme. Dans les océans, la vue
traditionnelle de la chaine trophique est : le phytoplancton représente les producteurs primaires consommeés par
le zooplancton herbivore (consommateurs primaires), eux-mémes consommeés par les poissons consommateurs
de plancton (consommateurs secondaires) consommeés par les poissons piscivores (tertiaires).

% Réseau trophique : d’une vue réductrice peut étre percu comme un ensemble de chaines alimentaires
mais traduit plus I’ensemble des relations, parfois complexes, liant entre eux les organismes d’un écosystéme.
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d’origine majoritairement phytoplanctonique mais aussi zooplanctonique. Les bactéries
hétérotrophes utilisant la MOD, au méme titre que les Cyanobacteria, sont consommeées par
les Flagellés et le microzooplancton a leur tour consommeés par du zooplancton de taille plus
importantes. Le concept va se complexifier avec la découverte de nombreux processus
modifiant les flux principaux décrits par Azam notamment I’absorption de MOD par certains
membres des bactérivores ou la lyse virale exercant un contréle sur les bactéries. Ces
découvertes vont conduire a une révision du concept de la boucle microbienne par Sherr et
Sherr (1988) dont une version corrigée avec les données actuelles (Sherr et Sherr 2008) est
représentée Figure 14 sur une vue graphique des principaux microorganismes pélagiques
(Stocker 2012).
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Figure 13. Evolution de la vue du réseau trophique océanique et de la place des Bacteria. A gauche
le diagramme-cercueil de Zobell (1946), les traits pleins représentent les processus dans lesquels les Bacteria
sont impliquées contrairement aux traits en pointillés. Les nombres correspondent a des processus biologiques
spécifiques : 1 : respiration, 2 : nutrition, 3 : décomposition, 4 : fixation du CO,. A droite le paradigme circulaire
de Pomeroy (1974),dans le cercle les fléches représentent la vue classique des flux de matiere et d’énergie dans
le réseau trophique pélagique et a I’extérieur du cercle, les flux et les compartiments rajoutés par cet auteur
parmi lesquels les Bacteria, comme pour le diagramme de gauche, jouent un réle primordial.

Presque trente ans apres, ce concept est encore d’actualité bien qu’il puisse souffrir de
quelques insuffisances et qu’avec la complexification croissante des interactions entre
microorganismes et de la diversité des métabolismes bactériens, la boucle microbienne soit
actuellement plus vue comme un réseau trophique a part entiere. L’ insuffisance la plus
criante se situe dans I’impact des virus sur les divers compartiments des réseaux trophiques.
Bien que ces derniers ne constituent pas un groupe de microorganismes sensus stricto du fait

de leur absence de métabolisme (critere pouvant définir « la vie »), ils sont ubiquistes et trés

40



CHAPITRE 1. Les bactéries, I’essentiel est invisible.

abondants en milieu marin (il est admis qu’il y a au moins 10 a 100 fois plus de virus que de
bactéries) et peuvent exercer un réel contrdle du réseau trophique. En premier lieu, comme
représenté dans la Figure 14, les virus bactériophages peuvent exercer un controle fort sur les
bactéries (hétérotrophes ou autotrophes ; Suttle (2005)). Toutefois, des virus existent et
infectent tous les compartiments représentés ici et par leurs actions létales libérent ainsi
directement une quantité importante (de 6 a 26 % du carbone organique fixe en milieu cotier
et de 8% a 42% en milieu hauturier) carbone dissous (entre autres molécules directement
utilisables) court-circuitant ainsi les flux de carbone organique (Wilhelm et Suttle 1999). Bien
gue ces processus puissent étre sous-entendus dans les flux de mortalité de la Figure 14,
I’impreécision du schéma repose ici sur I’importance des flux n’étant plus dominants dans la

boucle microbienne mais dans une « boucle virale ».

Une autre imprécision est apparue avec I’exploration des relations liant
microorganismes et énergie lumineuse. En particulier, la découverte que les Cyanobacteria,
notamment les genres Prochlorococcus et Synechococcus, sont responsables d’une grande
part de la production primaire (Waterbury et al. 1979, Chisholm et al. 1988, 1992). Ici encore
les virus peuvent jouer un réle dans la productivité puisque de nouvelles études ont montréque
certains virus cyanophages contenaient des éléments clés de la photosynthése pouvant
permettre I’augmentation du succes écologique des organismes les contenant (Mann et al.
2003, Lindell et al. 2004, 2005, Sharon et al. 2009). La découverte de I’existence et de
I’importance d’organismes aux métabolismes hybrides entre photoautotrophie et
organohétérotrophie posent également d’importantes questions sur les flux d’énergie et de

carbone dans les océans tels qu’ils sont représentés dans le modéle de la boucle microbienne.

D’un point de vue global, I’activité des bactéries marines est cruciale dans le cycle du
carbone planétaire. En effet, I’océan représente le plus gros stock de carbone de la planete
avec prés de 37,4.10" tonnes de CO, (équivalent CO, mais composé de CO,, HCO5',et COs*
formant le carbone inorganique dissout (CID)) sequestrées a tres long terme, soit prées de 93%
du CO, total de la Terre (Nellemann et al. 2009, Jiao et al. 2010). Les écosystémes marins
produisent plus de matiére organique que les réseaux trophiques ne peuvent utiliser et I’exces
de carbone, s’agrégeant en partie en particules lourdes (MOP représentant 20 Gt C) qui

chutent dans la colonne d’eau et s’accumulent lentement sur les fonds marins, c’est le

41



CHAPITRE 1. Les bactéries, I’essentiel est invisible.

Phytoplancton
<5pum
(bactéries autotrophes -
picoeucaryotés)

réeseau

: trophique
‘_ /8] zooplancton

‘bactérivords
unicellulair .
{micr{uzooptanct ) <t

I uptake "
f - r- ' .\.%
bactéries °© r g

hétérotrophes 1 : ’
N * ; # . brouteurs
- pluricellulaires
e S ’ (Tuniciers)
7 B

& lyse
virale
\\ ey

Figure 14. Concept de la boucle microbienne replacée dans le contexte du réseau trophique
microplanctonique. Les fléches pleines représentent les flux de matiére organique générés par consommation
(prédation) et pointillées, par excrétion ou mortalité. Encerclés en vert, les organismes photoautotrophes ; en
rouge la boucle microbienne avec les flux majeurs de matiére organique dans la communauté microplanctonique.
MOD/P : matiere organique dissoute/particulaire. Les organismes présentés sont des exemples et ne sont pas a
I’échelle. Modifié d’apres le concept révisé de Sherr et Sherr (2008) et la représentation des microorganismes
planctoniques de Stocker (2012).

processus de pompe biologique (Longhurst 1991). Bien que ce ne soit pas le seul mécanisme
de séquestration du CO, atmosphérique, c’en est un des plus efficaces (Figure 15) permettant
un stockage a long terme. La boucle microbienne permet un recyclage rapide de la matiere
organique, de nature trés diverse (sucres, acides amingés, lipides) et labile, c.-a-d. facile a
utiliser (& une vitesse de I’ordre du jour ou du mois), car elle provient majoritairement de
I’excrétion du phytoplancton et du zooplancton. Toutefois, I’action de cette boucle générerait,
principalement par I’action des bactéries, de la matiére organique utilisable qu’a trés long

terme (Ogawa et al. 2001, Jiao et al. 2010) : la matiere organique réfractaire (MODR). Cette
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derniére compose la majorité du carbone organique dissout (COD) présent dans I’océan et
représente un stockage important de carbone, équivalent a la quantité de carbone présent dans
I’atmosphére sous forme de CO, (COD = 662 Gt C et CO; am = 750 Gt C), séquestré a long
terme puisque son cycle n’est contrlé que par des processus physicochimiques lents (de
I’ordre de la centaine d’années voire du millénaire) comme la transformation photochimique
(Jiao et al. 2010). Les microorganismes forment ainsi, par leur action spécifique sur le stock
de COD, une pompe microbienne différenciable de la pompe biologique classique (Jiao et
Azam 2011). Ces processus ont des répercussions globales puisque le CO, est, de par son
abondance, I’un des principaux gaz a effet de serre rentrant en compte dans la régulation du

climat planétaire.
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Figure 15. Cycle du carbone dans I'océan mondial présentant les principales pompes et les
principaux flux de carbone. Le flux de CO, traversant I’interface air-mer est fonction de la solubilité du CO,
dans I’eau de mer (1 : pompe de solubilité). Cette solubilité dépend en partie de I’équilibre de la réaction de
formation des ions carbonates (CO5>) se complexant en majorité en carbonate de calcium (2 : pompe chimique).
La quantité de CO, capturée par ces deux pompes est fonction des conditions physico-chimiques de I’eau
(température, salinité, alcalinité totale) et des processus biologiques (comme la production primaire ou la
calcification). Le CaCO; et le CO, peuvent également étre transportés en profondeur par I’action de pompes
physiques (3) agissant par mélanges verticaux locaux ponctuels générés par les forcages physiques (tels que
I’action du vent, du transport d’Eckman) ou par la formation d’eaux denses et la circulation thermohaline
profonde, séquestrant le CO, a long terme. La formation d’eaux denses étant dépendante de la température de
I’eau, ce processus ne se produit en majorité qu’a hautes latitudes (ou trés ponctuellement en Méditerranée)
faisant de ces régions des puits de carbone alors qu’inversement les basses latitudes sont des sources. La
séquestration du carbone par les organismes vivants et leurs activités représentent cependant la principale pompe
de carbone (4) s’accumulant sur le fond de I’océan et finissant par devenir réfractaire a toute utilisation par des
organismes vivants. Modifié d'aprés Nellemann et al. (2009).
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CHAPITRE 2. La photohétérotrophie, un art de (sur)vivre.

2.1. Laremise en question d’une vue dichotomique

2.1.1. Découverte de la mixotrophie bactérienne

La photosynthese est un processus connu pour étre présent chez les bactéries depuis
plus d’un siecle avec les Cyanobacteria anciennement nommeées les «algues bleu-vert ».
Cornelis B. Van Niel (1897-1985) découvre en 1931 le principe de la photosynthese, a savoir
une réaction d’oxydo-réduction dépendante de la lumiere. Il met en évidence I’utilisation de
composés organiques réduits comme donneurs d’électrons comme le sulfure d’hydrogéne
(H,S) utilisé par les bactéries pourpres sulfureuses et sulfureuses vertes pour fixer le CO; en
conditions anaérobies et suppose que I’eau (H,O) pourrait remplacer I’H,S en conditions
aérobies, comme par exemple pour les plantes terrestres. Ainsi vont étre mis en eévidence deux
grands types de photosynthése :

— la photosynthese oxygénique en conditions aérobies, dégageant du dioxygene (O,)
comme produit d’oxydation de I’eau (chez les cyanobactéries)

— la photosynthése anoxygenique en conditions anaérobies (ou microaérobies), ne
dégageant pas de dioxygéne mais divers composés organiques et inorganiques oxydés comme
le SO4* chez les bactéries phototrophes anoxygéniques anaérobies (BPAnAn). La source de
pouvoir réducteur varie chez les différentes BPAnAnN : des composes organiques réduits chez
certaines bactéries pourpres non sulfureuses et les héliobactéries, du lactate chez certaines
héliobactéries, du dihydrogene (H;) chez certaines bactéries pourpres non sulfureuses ou du
sulfure d’hydrogene (H,S) chez certaines bactéries pourpres sulfureuses et sulfureuses vertes.

Ces processus physiologiques permettent a ces bactéries de subvenir a leurs besoins
nutritifs uniquement a partir de la fixation CO, et de lumiére (voir §1.4.2), elles sont
autotrophes. Depuis Aristote (-384 — -322), le monde vivant est classifié de fagcon
dichotomique : tout organisme est soit animal (hétérotrophe) soit végétal (autotrophe), mais
des les années 1930, juste aprés les découvertes de Van Neil, I’idée que les cyanobactéries
peuvent étre facultativement hétérotrophes apparait. En effet, Allison et al. (1937) observent
qu’en culture, une cyanobactérie est capable de pousser a I’obscurité en présence de sucres.
Plus tard, Rippka (1972) a montré que certains membres du genre Synechococcus, un des

genres cyanobactériens les plus abondants dans les océans (voir §81.3.3) avaient la capacité de
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croitre de maniere photohétérotrophe bien qu’elles soient majoritairement des
photoautotrophes. Par la suite de nombreuses études (Paerl 1991, Rippka et al. 2000, Zubkov
et al. 2003, Church et al. 2004, Malmstrom et al. 2005, Zubkov et Tarran 2005, Church et al.
2006) ont mis en évidence que les cyanobactéries, principalement les Synechococcus et les
Prochlorococcus, avaient également la capacité d’absorber une grande variété de molécules
simples (ATP, urée, glucose, phosphore et azote organiques /o, inorganiques, DMSP,
methanethiol (MeSH)...).

Shiba et al (1979), en cherchant des souches contenant de la bactériochlorophylle
(BChl), ont mis en évidence la présence de ce pigment, impliqué dans la photosynthese
anoxygénique, chez des isolats provenant de zones marines aerobies diverses. Ces bactéries
sont incapables de croissance en utilisant ce pigment en conditions anaérobies, elles sont donc
aérobies obligatoires contrairement a leurs consceurs, les BPAnAnN. Elles ne produisent pas
d’oxygeéne et nécessitent de la matiére organique et de I’oxygene pour croitre et synthétiser
leur appareil photosynthétique (Yurkov et al. 1998, Yurkov et Beatty 1998). Ces bactéries,
principalement hétérotrophes, ont des capacités phototrophes et ont été nommees les bacteries

phototrophes anoxygeéniques aérobies (BPAnA ou BPAA).

Dans les années 1970, une nouvelle sous-famille de protéines membranaires ayant la
capacité de capturer I’énergie lumineuse a été trouvée dans une Archaea halophile (pouvant
vivre en présence de fortes concentrations de sel), Halobacterium salinarum (Oesterhelt et
Stoeckenius 1971). Ces protéines appartiennent a la famille des rhodopsines, présentes chez
des organismes dans tous les royaumes du vivant (Archaea, Bacteria et Eukarya uni et
pluricellulaires) et fonctionnent comme des pompes a ions activées par la lumiére ou des
récepteurs photosensibles, y compris chez les mammiféres ou elles sont impliquées dans la
vision des couleurs (Spudich et al. 2000). Par des études moléculaires, certains analogues de
ces protéines ont été retrouvés chez les bactéries marines pélagiques au début des années 2000
(Béja et al. 2000). Initialement trouvées chez des Proteobacteria, elles ont été nommées
protéorhodopsines (PR) en opposition a la bactériorhodopsine (BR) trouvée précedemment
chez les Archaea. La PR permettrait de générer de I’énergie additionnelle & partir de I’énergie
lumineuse chez les bactéries hétérotrophes qui les arborent (B-PR).
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2.1.2. Un gradient de métabolismes phototrophes

Ainsi, au cours de ces quarante derniéres années, la vue dichotomique d’un monde
«vegétal » ou «animal » a éclaté et il a été mis en évidence une réelle pluralité des
métabolismes, particulierement chez les bactéries, probablement I’un des regnes avec la plus
grande versatilité de modes de nutrition. En ne considérant que la source principale d’énergie
et de carbone, la production d’énergie biologiquement utilisable peut étre schématisée en trois
grands types généraux (Figure 16) avec les photoautotrophes, diverses formes de
photohétérotrophes et les organohétérotrophes (voir § 1.4.2). Chaque mode métabolique est
dépendant de la quantité et de la qualité du carbone biodisponible (voir § 1.4.3), allant de
I’indépendance vis-a-vis de la MOD avec la photosynthése oxygénique (ou faible dépendance
dans le cas des processus photohétérotrophes chez certaines cyanobactéries ou microalgues) a
la forte dépendance avec la respiration stimulée par la lumiére (la fixation de CO, chez les
photohétérotrophes étant mineure et résultant de processus anaplérotiques) et la totale
dépendance avec I’organohétérotrophie. Comme nous le verrons par la suite, bien que la
lumiere ne permette pas une autotrophie chez les organismes photohétérotrophes, elle permet
la génération d’énergie en limitant les besoins en carbone. La balance entre autotrophie et
hétérotrophie au sein méme de chaque type métabolique est probablement fonction de la
disponibilité et de la qualité de ces deux facteurs : lumiére et MOD biodisponible. Ainsi, plus
que des compartiments cloisonnés, un réel gradient de métabolismes serait présent au sein des

bactéries et des écosystemes.

Parmi les organismes pratiquant la photosynthese oxygénique, les cyanobactéries
coccoides (Prochlorococcus sp. et Synechococcus sp.) sont responsables, le plus souvent,
d’une grande proportion de I’activité autotrophe de par leur fortes abondances, notamment
dans les zones océaniques oligotrophes. Toutefois, I’importance du processus d’hétérotrophie
facultative est difficilement quantifiable. En utilisant des acides aminés marqués avec des
composés radioactifs tels que la leucine ou la thymidine tritiée, des études menées par Church
et al. (2004, 2006) dans le Pacifique Nord ont montré une augmentation de I’incorporation de
la leucine mais pas de la thymidine en conditions éclairées par rapport aux conditions
d’obscurité. Ces auteurs attribuent cette activité spécifique aux cyanobactéries coccoides.
Béja et Suzuki (2008) ont recherché les génes traduisant une potentielle activité d’utilisation
de ces acides aminés (codant pour des kinases) dans les génomes séquencés d’autres

photohétérotrophes (BPAA et B-PR). Ils ont trouve que ces cyanobactéries (dans les génomes
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Figure 16. Vue des relations complexes entre énergie lumineuse, production d’énergie biologique et
matiére organique dissoute (DOM) en milieu marin. De la photoautotrophie (vert) avec la photosynthese
oxygénique (OP) présente notamment chez les Cyanobacteria et anoxygénique avec les bactéries phototrophes
anoxygeniques anaérobies (AnAnP) en passant par les métabolismes hybrides (rouge), impliquant lumiére et
MOD, des bactéries phototrophes anoxygéniques aérobies (AANP) ou les protéines dont le fonctionnement est
régit par la lumiére telles que les rhodopsines (RP) (ou les phytochromes (PC)), jusqu’a I’organohétérotrophie
stricte (HT). H,A : composé réduit ; A : composé oxydé. Modifié d’aprés Karl (2002) et Eiler (2006).

disponibles a I’époque) n’avaient potentiellement pas de kinase spécifique a la thymidine
mais en avaient pour la leucine. Cependant il en était de méme pour le génome de Candidatus
Pelagibacter ubique, un clade tres abondant dans ces eaux. En conséquence, Ces auteurs
suggerent que I’incorporation d’acides aminés stimulée par la lumiere pourrait tout du moins
partiellement, étre le fait d’autres groupes bactériens n’appartenant pas aux cyanobacteries.
Michelou et al.(2007) ont mis en évidence, le long d’un transect de la Floride a I’Islande, que
Synechococcus et Prochlorococcus étaient responsables d’une grande partie de I’assimilation
photo-stimulée d’acides aminés mais globalement 40% en était attribuable aux picoeucaryotes

(chez qui la mixotrophie existe aussi) et aux autres bactéries photohétérotrophes.
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Le métabolisme des BPAA a principalement été etudié grace aux nombreuses souches
isolées depuis leur découverte en 1979. Bien qu’elles présentent des métabolismes variés,
elles possedent des caractéristiques communes. De par leurs nombreux traits métaboliques et
structuraux communs, plusieurs auteurs pensent que les BPAA sont issues de I’adaptation des
bactéries pourpres non sulfureuses (BPAnAnN) a un monde oxygéné (Nishimura et al. 1996,
Beatty 2002). Il en résulterait 5 différences majeures entre les bactéries phototrophes
anoxygéniques aérobies et leurs consceurs anaérobies (Yurkov et Beatty 1998, Yurkov et
Csotonyi 2008) :

—  L’utilisation obligatoire de dioxygéne pour leur croissance se traduisant par
une incapacité a croitre en milieu anaérobie (alors que certaines BPAnAnN peuvent croitre en
conditions microaérobies en présence de certains composés chimiques),

—  La répression (ou plutt la dépression) de la synthese de la
bactériochlorophylle par la lumiére,

— L’absence du cycle de Calvin (manque de I’enzyme clé, la ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygénase (RuBisCO) permettant la fixation effective du CO,)
résultant en une incapacité a survivre a partir de carbone inorganique,

—  Faible abondance de bactériochlorophylle (~10 fois moins que pour les
BPANAN) et uniqguement de la BChl a (il en existe plus de 6 variétés chez les BPAnAN).

—  Forte abondance de caroténoides principalement non impliqués dans la capture
de I’énergie solaire mais qui permettraient de surmonter la toxicité liée a I’oxygene,
notamment les ROS (O, O, , O3) par les photons surnuméraires ou la formation de diméres
de BChl a.

Méme si de faibles quantités de CO, sont fixées chez certaines BPAA, les différences
précédemment citées font de ces derniéres, des organismes incapables de croitre uniquement a
partir de CO, et de lumiére, nécessitant de la matiere organique comme source de carbone.
Toutefois, leur systeme de capture d’énergie lumineuse leur permet de générer un flux
d’électrons capable d’augmenter significativement la force protomotrice (voir paragraphe
suivant) utilisable soit pour I’incorporation active de molécules soit pour la génération d’ATP
alimentant les autres processus chimioorganotrophes de leur métabolisme (Yurkov et Beatty
1998, Koblizek et al. 2003, Yurkov 2006). L’incorporation photo-induite (Shiba 1984) et la
fixation de CO,, mesurées chez certaines BPAA, semblent quant a elles, étre dues a I’activite
de la phosphoenolpyruvate (PEP) carboxylase (Yurkov et al. 1994), enzyme impliquée dans
la synthese d’oxaloacétate permettant d’augmenter I’efficacité du cycle de I’acide citrique
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(TCA ou cycle de Krebs) qui est le principal processus catabolique pourvoyeur d’énergie pour
la cellule (respiration). Ces apports énergétiques semblent étre suffisants pour permettre une
stimulation de la croissance par la lumiére chez de nombreuses BPAA (Harashima et al. 1982,
1987, Yurkov et van Gemerden 1993, Hauruseu et Koblizek 2012). La lumiére permet une
forte augmentation de biomasse de certaines souches PAA, (plus 25 a 110 % de biomasse en
cycle jour/nuit qu’en obscurité permanente) ainsi qu’une diminution des besoins respiratoires
(jusqu’a 25 %) qui sont suppléés par I’énergie issue de I’activité phototrophe (Hauruseu et
KobliZek 2012).

La diversité métabolique au sein des BPAA est extrémement vaste pour un groupe
fonctionnel utilisant I’hétérotrophie pour répondre a ses besoins en carbone. La majorité des
souches PAA peuvent croitre sur une grande variété de composés organiques démontrant une
grande plasticité métabolique (KobliZzek et al. 2003, Yurkov et Csotonyi 2008) bien que
certains membres semblent spécialisés sur I’utilisation d’un petit nombre de composés
(Yurkov et Beatty 1998). Parmi ces sources carbonées, sont metabolisés des composes
pouvant avoir des impacts climatiques tel que le DMSP, faisant potentiellement de certaines
BPAA des modulateurs clés dans le cycle marin du soufre et des acteurs importants de la
régulation des composés volatiles a effet de serre (Wagner-Dobler et Biebl 2006). De plus, il
a été montré que ce groupe fonctionnel présente de forts taux de croissance (KobliZek et al.
2005, 2007, Ferrera et al. 2011) en comparaison des taux moyens du bactérioplancton,
laissant & penser que les BPAA représentent un compartiment trés dynamique des
communautés bactériennes marines potentiellement responsables d’une grande part du

recyclage du carbone dans I’ocean de surface (Koblizek et al. 2007).

La super-famille des rhodopsines est composée d’une grande diversité de protéines dont
les fonctions diverses sont toutes contrélées par I’énergie lumineuse. Avant les années 2000,
les rhodopsines microbiennes étaient connues uniquement chez les Archaea et étaient
réparties en 4 grandes familles (Figure 17) : les bactériorhodopsines (BR), canal ionique
photo-activé (Oesterhelt et Stoeckenius 1971) tout comme les halorhodopsines (HR;

Matsuno-Yagi et Mukohata (1977)) et rhodopsines sensorielles impliquées dans la
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phototaxie®’, de type I (SRI ; Bogomolni et Spudich (1982)) ou de type 11 (SRII ; Takahashi et
al. (1985)). Les rhodopsines étaient considérées comme étant principalement des protéines
photo-sensorielles, c.-a-d. permettant la perception de la luminosité et le déplacement des
organismes en réponse a cette derniere. Cependant, il a été mis en évidence assez rapidement,
chez Halobacterium salinarum, qu’une augmentation du potentiel de membrane, induite par
le transport transmembranaire d’ions (BR /o, HR), pouvait générer de I’énergie
transformable en ATP (Matsuno-Yagi et Mukohata 1980, Mukohata et Kaji 1981) qui pouvait

étre eventuellement utilisée dans le métabolisme comme supplément énergétique.

. : Sensory Rhodopsin | - Anabaena
Proteorhodopsin  Halorhodopsin Transducer Complex Sensory Rhodopsin Chlamydomonas Chlamydomonas

(proteobacteria) (haloarchaea) (haloarchaea) (cyanobacteria) CSRA CSRB

ol

Cytoplasm \

\V Photosensory signal : \
Phycobilisome Membrane Ca?*

regulation? currents

l

Flagellar
axoneme

Flagellar motiliy

Figure 17. Exemples des structures et des fonctions des rhodopsines microbiennes connues au
milieu des années 2000s. En mauve et rose, chez les Bacteria ; en bleu, chez les Archaea ; en orange, chez les
Eukarya unicellulaires. Certains types de rhodopsine sont présents dans plusieurs taxons, comme la SRI présente
chez les Archaea et Bacteria. En vert, les protéines ou les domaines permettant la transduction du signal,
I’éventuel nombre indiqué correspond au nombre de résidus d’acides aminés de chaque module. Les deux
premiéeres rhodopsines fonctionnent comme des canaux a ions photo-induits; la SRI permet, de maniére
analogue a la SRII, I’activation de la mobilité flagellaire par transduction du signal par phosphorylation des
histidines de transducteurs grace a des kinases ; chez la cyanobactérie Anabaena sp. PCC7120 (Nostoc), la
rhodopsine est couplée a une protéine qui est suspectée de moduler I’adaptation chromatique permettant une
photoadaptation. Chez Chlamydomonas reinhardtii, 2 complexes comprenant des rhodopsines permettraient la
création d’un potentiel électrique & travers la membrane cellulaire grace aux ions Ca?* activant I’axonéme du
flagelle.

*" Phototaxie : déplacement orienté des organismes en réponse a une stimulation lumineuse (attraction ou
répulsion).
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La découverte d’un homologue a la BR dans les bactéries pélagiques marines a
métabolisme hétérotrophe (Béja et al. 2001) et surtout sa forte abondance laissent a penser
que de systeme sensoriel, le rdle des rhodopsines microbiennes peut potentiellement passer a
celui de systeme phototrophe (c.-a-d. permettant d’apporter de I’énergie au métabolisme) a
part entiere. Cet apport énergétique, d’un point de vue conceptuel, pourrait apporter aux
bactéries arborant ce type de rhodopsine une source d’énergie supplémentaire a celle obtenue
par la dégradation de composés organiques et le cycle de I’acide citrique. Toutefois, les
preuves expérimentales de I’importance de cet apport restent peu abondantes, en particulier
pour la PR, le type de rhodopsine le plus abondant dans les océans dans I’état actuel de nos
connaissances. Il a été montré qu’une souche bactérienne, appartenant aux Flavobacteriaceae,
avait une meilleure croissance en cycle lumiere / obscurité qu’en obscurité seule (Gomez-
Consarnau et al. 2007) en présence de faibles concentrations de carbone. Cependant, ce
résultat n’a pu étre jusqu’a présent observe qu’avec cette souche et nombre d’autres cultures,
y compris du méme genre, ne montrent pas une telle réponse. Ainsi, la réelle implication de la
PR dans le métabolisme des B-PR ainsi que le poids de la phototrophie basée sur la
rhodopsine dans les océans restent encore mal compris. Les diverses hypothéses et leurs

fondements expérimentaux seront discutés par la suite.

2.1.3. Structures impliquées dans la phototrophie bactérienne

Les appareils structurels permettant la capture de I’énergie lumineuse les plus étudiés
sont ceux impliqués dans la photosynthese oxygenique de par leur accessibilité (présent chez
les « plantes supérieures »). De méme, par leur découverte précoce (début du XX*™ siécle
avec Winogradsky notamment), les structures photoréceptrices des bactéries anaérobies
(BPANAN) sont également bien connues et restent trés étudiées encore de nos jours. Le sujet
étant trés vaste, nous nous concentrerons dans ce paragraphe sur les structures impliquées
dans la phototrophie chez les bactéries marines pélagiques (aérobies) et uniquement chez les
organismes ou une activité photohétérotrophe a éte rapportée.

En milieu marin, les Cyanobacteria présentent des structures photosynthétiques
similaires a celles rencontrées chez les autres organismes pratiquant la photosynthese
oxygénique. Il est d’ailleurs a noter qu’il est actuellement admis que ce groupe est a I’origine
de la photosynthése oxygénique et, selon la théorie endosymbiotique (proposée par Lynn
Margulis dans les années 1960 mais officiellement publiée en 1981 (Margulis 1981)), est a
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I’origine de I’acquisition du chloroplaste (structure permettant la photosynthese) par les
eucaryotes. Les pigments permettant la capture de I’énergie lumineuse (photon) sont
principalement la chlorophylle a pour Synechococcus (et la majorité des autres
Cyanobacteria) et la chlorophylle a et b pour Prochlorococcus (Ting et al. 2002). Ces
pigments sont complétés chez Synechococcus par des phycobilisomes, complexes d’antennes
collectrices de lumiére formées de divers pigments permettant de compléter le spectre
d’absorption et de transférer plus d’énergie lumineuse au centre réactionnel. La variation en
composition de ces pigments supplémentaires permettrait notamment, chez certaines
Cyanobacteria, la photoadaptation (accordant une grande plasticité vis-a-vis de la qualité de
lumiere disponible). Leur machinerie photosynthétique est incluse dans la membrane d’une
structure interne particuliere : le thylacoide et se compose de deux photosystemes distincts
(complexes multi- protéiques ; Figure 18). Ces deux photosystemes ont des fonctions
complémentaires mais divergentes. Le PSII permet, grace a I’énergie transmise par la lumiére
et par un jeu de réactions d’oxydo-réduction, le transfert d’un électron provenant de
I’oxydation de I’eau en oxygéne (par un complexe manganese lié au PSII) a une quinone
(plastoquinone), une molécule transport, alors réduite (McEvoy et Brudvig 2006). Le flux
d’électrons va ensuite étre transféré au Cytochrome B6/F qui va ré-oxyder la quinone,
gagnant ainsi un électron (e 7) et permettant la translocation d’un proton (H*) a travers la
membrane du thylacoide. Ce transport de protons, en addition des protons issus de
I’oxydation de I’eau, permet la mise en place d’une différence de pH entre I’intérieur du
thylacoide et le cytoplasme. Ce gradient protonique (potentiel électrochimique) permet le
fonctionnement de I’ATP synthase, enzyme qui phosphoryle I’ADP en ATP créant ainsi de
I’énergie directement utilisable par la cellule. Le cytochrome B6/F transfert I’électron au PSI
par I’intermédiaire d’une plastocyanine (protéine contenant du cuivre qui chargera I’électron).
Le PSI va permettre, une fois encore grace a I’énergie apportée par la lumiere, le transfert de
I’électron de la plastocyanine a la ferrédoxine, une enzyme liée au PSI réduisant le NADP en
NADPH, fournissant ainsi a la cellule un fort pouvoir réducteur. Ces processus se déroulent
pendant une phase éclairée. A I’obscurité, les produits énergétiques issus de I’activité de
photosynthese (ATP et NADPH) vont étre utilisés dans le cycle de Calvin, un cycle
primordial chez les autotrophes, puisqu’il permet la transformation du CO, en sucres,
molécules de stockage de I’énergie. Ce cycle, colteux en énergie, demande I’intervention de

nombreuses enzymes mais I’enzyme clé permettant I’intégration du CO; est la RuBisCO.
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Figure 18. Schémas conceptuels
des structures impliquées dans la
phototrophie  aérobie chez les
bactéries pélagiques. En haut, la
photosynthése oxygénique chez les
Cyanobactéries ; au milieu, un exemple
de [I’appareil phototrophe chez les
BPAA; en bas, le principe de la

phototrophie basée sur la
protéorhodopsine. PSI  ou PSII:
Photosysteme | ou Il  (centres

réactionnels) ; LH : Light harvesting ou
complexe antennaire  périphérique ;
Cyt: cytochrome; Q: pool de
quinones; PC: Plastocyanine; Fd:
Ferrédoxine. La steechiométrie des
réactions n’est pas respectée.
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Chez les Cyanobacteria, la RuBisCO est contenue dans le carboxisome, structure protéique
permettant d’isoler cette derniére de I’oxygéne qui I’empéche de fixer le CO,. Cette enzyme
et ce cycle sont présents chez les BPAnAn leur assurant également une autotrophie ;
cependant ils sont absents chez les BPAA (Yurkov et van Gemerden 1993, Yurkov et al.
1994, Shimada 1995, Swingley et al. 2007). Ceci est en adéquation avec leur incapacité a
croitre de maniére photoautotrophe et les faibles taux de CO, fixés comparables a ceux de

certains organohétérotrophes (Yurkov 2006).

Bien que quelques variations existent, la machinerie phototrophe chez les BPAA est trés
proche (tant structurellement que génétiquement pour les génes codant pour les diverses
structures) de celle rencontrée chez les bactéries pourpres non-sulfureuses. Le centre
réactionnel, les polypeptides du LHI et les transporteurs d’électrons sont tres similaires et le
transfert photo-induit d’électrons est également effectif chez les BPAA bien que ce ne soit
uniquement en milieu aérobie (Yurkov 2006 et références cités). Contrairement aux
Cyanobacteria, I’appareil phototrophe des BPAA (Figure 18) consiste en un seul centre
réactionnel de type Il (c.-a-d. réduisant des quinones). Le flux d’électrons est cyclique
contrairement & la photosynthese oxygenique et ne nécessite pas un donneur d’électron a
chaque cycle. Comme chez certaines bactéries pourpres non-sulfureuses, le centre réactionnel
est entouré par un disque compose de nombreux complexes antennaires LH 1. Chez certaines
BPAA, comme Roseobacter denitrificans ou les souches d’Erythromicrobium, les LH 1 sont
également encerclés de complexes LH 2 (Yurkov et Beatty 1998). Les complexes antennaires
sont composés principalement de BChl a et de divers caroténoides dont la composition varie
selon le complexe et le genre considéré. Ces différences de composition permettent

notamment des différences de longueurs d’ondes absorbées.

Au niveau structural (Figure 19), le centre réactionnel est composé de 3 unités
protéiques PufL, M et H, ainsi que des co-facteurs suivants: 4 BChl (dont une paire
specialisée dans la capture du photon et une paire accessoire), 2 bactériophéophytines, 2
quinones, et un ion Fe** libre (non compris dans un héme ; Lancaster et Michel (1996),
Yurkov et Beatty (1998)). Le photon est capturé par la paire spéciale de BChl qui est alors
photooxidée et transfere I’énergie (sous forme d’électron) a I’une des BChl accessoires qui, a
son tour, la transfére a une bactériophéophytine. Cette derniére le transmet enfin, via I’ion
métallique, aux quinones qui sont alors réduites. Le transport intramembranaire des électrons

et protons est assuré par les quinones qui sont oxydées par le cytochrome B. Lors de cette
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réaction, ce dernier transfére 2 électrons au cytochrome C1 en nécessitant la translocation
dans le périplasme de 2 protons provenant de la quinone et 2 protons provenant du
cytoplasme. Le Cytochrome C1 transfere les 2 électrons au cytochrome C2 permettant leur
transport, dans le périplasme (espace entre les deux membranes cellulaires chez les bactéries
Gram -) jusqu’a la paire spéciale de BChl a du centre réactionnel. Selon le genre de BPAA
consideéré, ce schéma fonctionnel, méme s’il reste vrai dans ses grandes lignes, peut varier
dans la composition, I’efficacité et la fonction de ses acteurs, notamment au niveau des
cytochromes. Chez plusieurs souches d’Erythrobacter et d’Erythromicrobium, de nombreux
cytochromes C de transport existent et seraient a la fois impliqués dans la phototrophie et

dans la chaine respiratoire (Yurkov et Beatty 1998).
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Figure 19. Schéma structurel simplifié du centre réactionnel, du cycle des électrons et de la
translocation de protons chez les BPAA. BChl a, bactériochlorophylle a ; BPheo, bactériophéophytine ; Q,
quinone ; Cyt, Cytochrome. Modifié d’apres Lancaster et Michel (1996) et Yurkov et Beatty (1998).

Comme pour les BPAA, la présence de RuBisCO n’a pas été observée chez les B-PR
(Kirchman 2008) bien que certains résultats montrent que chez Polaribacter MED152 la
fixation de CO; est photo-stimulée. Cette fixation serait également due a des réactions
anaplerotiques (PEP ou pyruvate carboxylase) activées, hypothétiquement, par un
« déséquilibre » dans le cycle de I’acide carboxylique induit par le surplus d’énergie fourni
par I’activité de la PR (Gonzalez et al. 2008). Les B-PR tirent donc principalement leur
énergie et leur source de carbone des processus respiratoires oxydant la matiere organique.
Elles possedent cependant un mécanisme phototrophe se basant sur une stratégie différente de
celle des autres organismes capables d’utiliser I’énergie lumineuse. En effet, ce systéeme est
basé sur la modification structurale d’une opsine, un canal transmembranaire, induite par

I’énergie lumineuse permettant, chez les rhodopsines non-sensorielles (voir § 2.1.2 et Figure
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17), la translocation contre-gradient d’un composé chimique simple. Dans le cas de la
protéorhodopsine, le composeé transporté contre-gradient étant un proton, ce systéme génere
un potentiel électrochimique de membrane pouvant potentiellement produire de I’énergie
supplémentaire sous forme d’ATP via une ATP synthase (Figure 18). L’ implication effective
et le réle de la PR dans le métabolisme ne sont actuellement qu’au stade des suppositions
méme si certaines pistes commencent a étre soutenues par des preuves expérimentales. Des
indices sur I’importance de la place des rhodopsines microbiennes en tant que voie
phototrophe émergent cependant ces derniéres années. Par exemple, en 2005, chez la
Bacteria, Salinibacter ruber, occupant la méme niche que I’Archaea, Halobacterium
salinarum, un autre type de rhodopsine a eté découvert, capable de pomper des protons, la
xanthorhodopsine (XR). Cette derniere possede la caractéristique de pouvoir lier une antenne
caroténoique capable de capter et de transférer efficacement I’énergie lumineuse, représentant
ainsi le plus petit systéme antennaire photo-électrogéne connu (Balashov et al. 2005, Lanyi et
Balashov 2011). Ce systéeme permettrait la diminution des besoins respiratoires par environ
50% chez cette bactérie (Boichenko et al. 2006). La grande ressemblance physiologique (bien
gu’elle soit éloignée génétiqguement (~30% d’homologie)) notamment au niveau des résidus
fonctionnels clés entre la XR et la PR, laisse & penser que les rhodopsines fonctionnant
comme des pompes a protons, peuvent jouer un réle important et encore méconnu dans la

phototrophie chez les bactéries.

Les rhodopsines sont toutes basées sur le méme schéma structural global : I’opsine est
une petite protéine (environ 250 résidus) composée de 7 hélices transmembranaires formant,
dans le cceur hydrophobe de la membrane interne de la cellule, une poche intérieure liant un
chromophore, le rétinal, un aldéhyde de vitamine A (Spudich et Jung 2005). Plus précisement
chez les PR, le rétinal et I’opsine sont liés par une liaison covalente entre la lysine en position
131 de I’hélice G de I’opsine et le groupement imine secondaire (base de Schiff) en fin de
chaine du reétinal (Figure 20). En condition initiale, la base de Schiff du rétinal (N) est
protonée et la succession de résidus impliqués dans le transfert du proton est étroitement liée
avec des molécules d’eau (liaison hydrogene). L’énergie lumineuse est captée par le rétinal et
induit sa photoisomérisation (changement de conformation) altérant la distance entre la base
de Schiff et les résidus adjacents. Le proton peut alors étre transféré a I’acide aspartique en
position 97 de I’hélice C (1). Cette réaction initie une série de sauts des protons entre les
molécules d’eau dans le canal de la protéine qui finissent par la libération par I’acide
glutamique 108 de I’hélice C, d’un proton dans I’espace périplasmique (2). Le rétinal
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recouvre alors un proton d’un acide aspartique proche, lui-méme le récupérant du cytoplasme

(3). Finalement I’Asp”’ reprotone le Glu*®

(4) et le systeme retourne a son état initial. L’acide
aminé en position 105 sur I’hélice C joue un grand réle dans la longueur d’onde permettant
d’exciter le rétinal. En effet, ce résidu est physiquement proche de la base de Schiff et la
nature de sa chaine latérale joue sur la liaison hydrogene de ce dernier changeant les niveaux
énergétiques de I’état basal et excité de la rétine (Man et al. 2003). Ainsi, il a été mis en
évidence deux grands types de spectre d’absorption chez les PR : ceux dont le maximum
d’absorption est dans le vert et ceux dont il est dans le bleu. Les variants absorbants dans le
vert possedent, en position 105, une leucine (L), une méthionine (M), une valine (V) ou une

alanine (A) alors que les variants absorbant dans le bleu possédent une Glutamine (Q).
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Figure 20. Schéma structurel simplifié de la protéorhodopsine et du transport de protons photo-
induits. En bleu, I’'opsine avec de A a G, les 7 hélices transmembranaires et les boucles hypervariables les
reliant ; en mauve le rétinal ; en jaune, I’énergie lumineuse ; en rouge le trajet des protons lors de leur
translocation contre-gradient. Les acides aminés essentiels sont représentés ainsi que leur position dans la
protéine et I’hélice dans laquelle ils se trouvent. Lys : Lysine, Asp : Acide Aspartique, Glu : Acide Glutamique,
X : acide aminé impliqué dans I’adaptation spectrale (Leucine, Methionine, Valine, Adenine ou Glutamine).
Modifié d’aprés Nelson et Cox (2008), Spudich et Jung (2005) et Riedel et al. (2010).

Ainsi la longueur d’onde capturée par les organismes marins va dépendre en partie de
I’environnement chimique mais également de la nature des chromophores présents, c.-a-d. des
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Figure 21. Principaux pigments bactériens et longueurs d'ondes captées dans les océans. En haut, les
principaux pigments bactériens océaniques représentés sur le spectre des longueurs d’ondes visibles. En bas a
gauche, les spectres d’absorbance in vivo des différents pigments traités dans cette étude, les pics non signalés
par le chiffre de leur longueur d’onde sont dus a I’absorbance des pigments accessoires comme les caroténoides
et varient selon le genre considéré, il est a noter que les pigments sur base chlorophyllienne possédent des pics
d’absorbances multiples et éloignés alors que les pics d’absorbance des pigments sur base rétinoique sont
uniques. En bas a droite, les formules chimiques des molécules captant I’énergie lumineuse ; pour la Chl a et
BChl a I’énergie lumineuse est captée par un héme tétrapyrrolique a magnésium (en orangé), les groupements
qui different entre Chl a et BChl a sont signalés en jaune et bleu. Pour le rétinal en revanche la structure est plus
simple et I’énergie lumineuse est captée par un groupement terpéne (2,6,6-trimethylcyclohexen-1-yl ; en orangé).
Le rétinal se lie a la lysine par le groupement alcool (en jaune) en formant en base de Schiff. Modifié d’apres
Fuhrman et al. (2008), Béja et al (2001) et Madigan et al. (2010b).
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molécules capables d’emprisonner I’énergie lumineuse et de la redistribuer. La aussi, 2
stratégies principales co-existent bien que les structures chimiques permettant la capture de
I’énergie lumineuse sont toujours basées sur des cycles carbonés (Figure 21). La famille des
chlorines, dont font partie les chlorophylles (comme les Chl a et BChl a), piege la charge
apportée par le photon lumineux grace a un heme a magnésium (une porphyrine) composé
principalement par 4 pyrroles capturant les électrons et les transférant a I’ion magnésium
(Scheer 1991). Par leur structure complexe et la diversité des groupements liés aux pyrroles,
une seule chlorophylle est capable de capturer différentes longueurs d’ondes. Le rétinal,
appartenant a la famille des caroténoides, est de structure plus simple et capte I’énergie
lumineuse grace a un groupement cyclohexenyl, la charge étant transférée jusqu’au bout de la
chaine carbonée par une suite de liaisons insaturees (Hubbard et Kropf 1958). La simplicite
de ce systeme permet la capture d’une seule longueur d’onde par chromophore. Cependant,
nous avons précédemment vu que I’environnement protéique peut changer la longueur d’onde
excitant primairement le chromophore. Ces caractéristiques physiques vont en partie

expliquer I’écologie des organismes phototrophes.

2.2.  Importance écologique des bactéries photohétérotrophes

2.2.1. Outils d’étude

Les pigments, notamment chlorophylliens, ayant la caractéristique d’émettre une
fluorescence lorsqu’ils sont excités a une longueur d’onde spécifique, il est possible, en
théorie, de détecter les organismes qui les contiennent a I’aide de tout dispositif permettant de
mesurer une telle autofluorescence®. L’application de ces principes a permis la mise en
évidence en 1979 par microscopie & épifluorescence*® 1’abondance des Synechococcus dont la
phycoérythrine, un de leurs pigments accessoires, autofluoresce fortement dans I’orange

quand elle est excitée dans le bleu (Johnson et Sieburth 1979, Waterbury et al. 1979). Une

8 Autofluorescence : ou fluorescence naturelle, en opposition avec la fluorescence (dite secondaire)
générée par une molécule, un fluorochrome, exogéne et introduite dans un organisme pour rendre visible
certaines structures (par ex. le DAPI faisant fluorescer I’ADN).

* Microscopie a épifluorescence (IREM) : contrairement & la microscopie optique classique utilisant
une source de lumiére blanche (spectre lumineux entier), cette technique utilise des filtres permettant de
sélectionner les longueurs d’onde d’excitation (lumiére venant frapper les cellules) ®/,, d’émission (lumiére
émise en réponse a la lumiere d’excitation) générée par fluorescence naturelle ou secondaire.
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autre application utilisant le principe d’autofluorescence a permis la découverte des

Prochlorococcus par cytométrie en flux>® en 1988 (Chisholm et al.).

Toutefois, ces techniques sont limitées par la concentration en pigments des organismes
considérés et si la détection des picocyanobactéries, possédant de fortes concentrations en
pigments chlorophylliens ne pose pas de problémes, il n’en va pas de méme, surtout en
cytométrie en flux, pour les BPAA qui possedent de faibles concentrations en BChl a.
Cependant le dénombrement des BPAA est possible en utilisant la microscopie a
épifluorescence et a été utilisé pour la premiere fois en milieu pélagique par Kolber et al.
(2001). Grace a I’autofluorescence dans I’infrarouge (supérieur a 750 nm) de la BChl a quand
elle est excitee dans le bleu (390 nm) et au marquage de I’ADN des bacteries par le DAPI, il
est possible de visualiser spécifiquement les particules ayant de I’ADN et possedant de la
BChl a (et non les particules inertes qui pourraient fluorescer dans I’infrarouge). Toutefois,
les premieres mesures obtenues dans les études pionniéres utilisant cette technique
surestimaient le nombre réel de BPAA. En effet, compte tenu du chevauchement du spectre
d’absorption de la BChl a avec celui de la Chl a (Figure 21, bas gauche) d’une part, et avec
celui de la phycoérythring, un pigment accessoire présent dans les phycobilisomes chez
Synechococcus, d’autre part, il est nécessaire de soustraire les particules positives a I’'un de
ces derniers signaux pour obtenir une estimation correcte des bactéries possédant de la BChl a
(Schwalbach et Fuhrman 2005, Cottrell et al. 2006). Un exemple de comptage de BPAA en
microscopie a épifluorescence est donné ci-dessous (Figure 22) et montre clairement la
surestimation du nombre de BPAA comptées si seulement le signal de la BChl a était pris en
compte. La microscopie a épifluorescence et la cytométrie en flux peuvent également étre
utilisées pour le dénombrement des bactéries hétérotrophes en utilisant des fluorochromes
(artificiels) couplés a des sondes oligonucleotidiques ciblant un géne commun et abondant, le
plus généralement le géne de I’ARNr 16S. Ce sont les techniques de FISH dont le signal peut
étre amplifie (CARD-FISH ; Pernthaler et al. (2002)) mais qui ne sont pas pour I’instant assez
sensibles pour cibler les genes peu abondants codant pour les structures impliquées dans la
phototrophie des BPAA ou des B-PR. Bien que de récents protocoles de FISH spécifique de
gene contenu en faible nombre de copie dans les organismes (geneFISH ; Moraru et al

%0 Cytométrie en flux : technique permettant I’étude précise des particules (molécules ou cellules) isolées
par un flux liquide ou gazeux a grande vitesse, en les comptant et en les caractérisant grace a la diffusion
intrinséque de chaque particule lorsqu’elle passe devant le faisceau d'un laser.

61



CHAPITRE 2. La photohétérotrophie, un art de (sur)vivre.

(2010)) ont été mis au point, ils ne sont pas encore optimisés et utilisables, a notre

connaissance, pour les BPAA ou les B-PR.

DAPI- . BChl a Chl a PE Composite
36040 nm 3902100 nm 48030 nm 545230 nm DAPI +
46050 nm 750 nm lp 66050 nm 61075 nm BChl a +
-7 Chl a -

0 SR o

Figure 22. Exemple de comptage de BPAA en microscopie a épifluorescence. Le méme champ
microscopique (portion de filtre regardée sous microscope) est photographié avec 4 jeux de filtres d’excitation
(valeur au dessus) et d’émission (valeur en dessous) différents : le premier (bleu foncé) pour visualiser toutes les
particules contenant de I’ADN grace au DAPI ; le second (bleu clair) pour visualiser les particules émettant un
signal comparable a celui de la BChl a représentant potentiellement les BPAA ; le troisiéme (en vert) pour
visualiser les particules émettant un signal comparable a celui de la Chl a représentant potentiellement les
Cyanobacteria ; le quatrieme (en rouge) pour visualiser les particules émettant un signal comparable a celui de la
phycoérythrine représentant potentiellement les Synechococcus. La vue composite de ces quatre images présente
les particules possédant de I’ADN avec un signal BChl a mais ne présentant pas de signaux Chl a ou
phycoérythrine et donne ainsi le nombre de BPAA sur le champ microscopique. Les faux-positifs, c.-a-d. les
particules présentant un signal d’autofluorescence sans correspondance en DAPI sont représentés par un carré en
pointillé sur la prise de vue correspondante et, signalés avec un astérisque, un autre faux-positif montrant une
particule avec de I’ADN mais avec superposition des signaux BChl a / Chl a, n’appartenant donc pas aux BPAA.

D’autres techniques permettant de quantifier les BPAA sont utilisées, en se basant
toujours sur la présence de pigments spécifiques, en I’occurrence la BChl a, et leurs
caractéristiques optiques. La fluorimétrie infrarouge a taux de répétition rapide (IRFRR) qui
mesure la fluorescence spécifiqgue a la BChl a d’un échantillon d’eau de mer, ou la
chromatographie liquide a haute performance / pression (HPLC) qui permet de mesurer la
concentration en pigment d’un échantillon, en font partie. La premiére a permis la mise en
évidence pour la premiére fois de la grande distribution des BPAA dans les eaux océaniques
(Kolber et al. 2000) mais souffre, tout comme I’HPLC, de son manque de sensibilité et de la
nécessité de concentrer un grand volume d’eau de mer pour qu’un signal de BChl a soit
détectable (KobliZek et al. 2005).
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Toutes ces techniques, mise a part le FISH, se basent sur les caractéristiques optiques
des pigments et ne permettent pas la discrimination des différents groupes phylogénétiques
composant les BPAA. De maniere plus critique, elles ne peuvent pas détecter les B-PR car le
rétinal de ces derniéres ne fluoresce pas lors de son excitation. Quantifier I’abondance d’un
gene clé dans la synthése de la structure de I’appareil phototrophe permet de résoudre ces
problemes méme si les techniques permettant de le faire ne sont pas exemptes de biais et de
contraintes. La plus utilisée de ces techniques est la PCR quantitative (qQPCR) basée sur le
suivi en temps réel de la formation de copies spécifiques d’un gene (amorces de PCR
spécifiques du géne cible) par un fluorochrome spécifique de I’ADN double brin (mais pas
spécifique du gene cible), le SYBR Green ou par la fluorescence de sondes spécifique
(TagMan, FRET, Molecular Beacons, Scorpion). Cette technologie permet la détection et la
guantification tres fines de la présence (sur de I’ADN) ou de I’activité (sur de I’ADNc
provenant de la rétrotranscription de I’ARN) d’un géne dans un échantillon naturel. Elle a été
appliquée avec succes dans de nombreuses études environnementales sur les BPAA
(Schwalbach et Fuhrman 2005, Du et al. 2006, Waidner et Kirchman 2007, 2008), en ciblant
les génes pufM ou pufL (codant pour les sous-unités PufM et PufL ; voir Figure 19) et les B-
PR en ciblant le géne codant pour I’opsine (Campbell et al. 2008, Riedel et al. 2010). La
specificité des amorces utilisées limite la gPCR, au méme titre que le FISH, qui est puissante
pour un groupe phylogénétique précis (par exemple les Roseobacter BPAA) mais devient

difficilement applicable pour quantifier la totalité d’un groupe fonctionnel (BPAA ou B-PR).

Ce fait souligne la dépendance de la gPCR (et en moindre mesure du FISH) vis-a-vis de
la connaissance de la diversité du groupe fonctionnel visé. Le développement d’amorces dites
« genéralistes » (c.-a-d. permettant d’amplifier une grande diversité du méme gene) ciblant
le(s) gene(s) clé(s) dans la synthése de la structure de I’appareil phototrophe chez les BPAA
et les B-PR a permis les études de diversité de ces génes. Dans la mesure des biais
d’hybridation des amorces et d’amplification par PCR, cette technique permet de répertorier
les groupes phylogénétiques réalisant une fonction, ici la phototrophie. Grace notamment aux
séquencages des souches cultivées (génomes ou recherche spécifique de géne) ou a des
cellules individualisées (SAG) appartenant au groupe fonctionnel ciblé, il est possible de lier
gene spécifique et identité taxinomique (par I’ADNr 16S) et d’émettre des hypothéses sur les
groupes écologiques présents dans I’environnement étudie. De plus, la comparaison des
relations de parenté entre ces genes et entre les organismes (basé sur I’ADNr 16S) permet de
retracer I’historique de I’évolution et des mouvements génétiques de ces genes par rapport a
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I’évolution des bactéries qui les contiennent. De telles études ont été rendues possibles par les
travaux pionniers dans le dessin d’amorces par Achenbach et al. (2001), Béja et al. (2002) et
Yutin et al. (2005) ciblant les génes pufM ®/,, pufL dans le cas des BPAA et par Béja et al.
(2000), Sabehi et al (2005) et Campbell et al. (2008) ciblant le géne codant pour I’opsine dans
le cas des B-PR.

2.2.2. Diversité des photohétérotrophes

La diversité des Cyanobacteria capables d’activité hétérotrophe n’a pas encore été
répertoriée en profondeur, et cela tient peut-étre a la pluralité (et la spécialisation) des
mécanismes d’incorporation ainsi que des molécules incorporées (voir § 2.1.1 et 2.1.2).
L’essentiel des études reportant une activité hétérotrophe chez les Cyanobacteria porte sur les
deux genres photosynthétiques les plus abondants dans I’océan, Synechococcus et
Prochlorococcus (comme les études de Rippka et al. (2000), Zubkov et al. (2003, 2005),
Church et al. (2004, 2006) et Malmstrom et al. (2005)) et reste peu connu chez les autres
Cyanobacteria, bien qu’une telle activité ait été reportée chez les genres Anabaena,

Pseudoanabaena, Nostoc, et Planktothrix (Montesinos et al. 1997, Zotina et al. 2003).

En revanche, la diversit¢é des BPAA est de nos jours largement documentée
principalement grace aux techniques de biologie moléculaire ciblant les génes pufM ®/,, pufL
ou encore les données du GOS. Jusqu’au début des années 2000, la diversité des BPAA était
principalement étudiée en utilisant les méthodes de culture classiques, leur facilité
d’isolement n’y étant probablement pas étrangere. Les souches isolées appartiennent
principalement aux Alphaproteobacteria et se répartissent en 4 groupes (Figure 23): les
familles dominantes en milieu marin sont les Rhodobacterales (a-3) et les Sphingomonadales
(a-4), avec les genres dominants Roseobacter et Erythrobacter, respectivement. Parmi la
cinquantaine d’espéces de BPAA isolée et répartie en une trentaine de genres (Yurkov et
Csotonyi 2008), tres peu appartiennent aux Betaproteobacteria (Roseateles depolymerans
(Suyama et al. 1999) et R. terrae (Gomila et al. 2008)) et aux Gammaproteobacteria
(Congregibacter litoralis (Fuchs et al. 2007), Chromocurvus halotolerans (Csotonyi et al.
2011)).

L’utilisation de techniques moléculaires pour répertorier la diversité environnementale
du gene pufM (ou pufL) a mis en évidence, en I’espace d’une douzaine d’années, un nombre

insoupconné de variants du gene pufM dans des groupes phylogénétiques nombreux et
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éloignés génétiqguement. Ainsi le gene pufM est retrouvé non seulement chez les
Alphaproteobacteria (Béja et al. 2002, Oz et al. 2005) mais également chez les
Gammaproteobacteria et les Betaproteobacteria dont I’abondance et la diversité étaient
inattendues (Cho et al. 2007b, Lehours et al. 2010, Salka et al. 2011). Les études
métagénomiques ont montré que des groupes de BPAA non cultivés et encore indéfinis
représenteraient les groupes les plus importants dans les eaux pélagiques (Figure 24 ; Yutin et
al. (2007)). Cette méconnaissance presageant de nouvelles decouvertes dans I’écologie des
BPAA pourrait s’expliquer par la difficulté, connue a I’heure actuelle, de cultiver des souches
vivant en milieu pélagique oligotrophe. L’inconsistance entre les phylogénies basées sur
I”’ADNr 16S des BPAA (Figure 23) et sur le gene pufM (Figure 24) montre que ce dernier est
polyphylétique® suggérant un transfert latéral de géne & de multiples reprises (lgarashi et al.
2001, Cho et al. 2007b). Certaines données génétiques présenteraient des preuves de ces
transferts comme la présence des genes pufM et pufL dans un superopéron localisé dans un
plasmide, élément genétique facilement transmissible (et non dans le chromosome) chez
certaines souches de Roseobacter littoralis et Sulfitobacter guttiformis (Pradella et al. 2004,
Petersen et al. 2012). Ces données sont encore controversées (Yurkov et Csotonyi 2008) et le
mangue de souche permettant d’obtenir la relation entre les génes 16S et pufM ne permet pas

encore de renforcer leur assise.

5! Polyphylie : retrouvé dans divers organismes n’ayant pas de relations de parenté directe.
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Modifié d'aprés Yurkov et Csotonyi (2008).
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Figure 24. Arbre phylogénétique basé sur le géne pufM présentant les 12 phylotypes (de A a L)

définis a

a partir des données du GOS. Les astérisques représentent les fragments d’ADN prélevés en milieu

anoxique. Les phylogroupes A a D, représentant un grand nombre de séquences sans organisme cultivé de
référence, ont été réduit. L affiliation des groupes basée sur I’ADNr 16S (Figure 23) est présentée en grisé a
droite. Modifié d’aprés Yutin et al. (2007).
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L’étude des B-PR a une histoire beaucoup plus récente et I’étude des isolats contenant
de la PR est posterieure a celle de la diversité. En effet, la découverte de la PR s’est produite
lors du criblage de banque de fosmides® (Béja et al. 2000) et les études de diversité de la PR
qui ont suivi sont basées sur des techniques moléculaires (Béja et al. 2001, de la Torre et al.
2003, Venter et al. 2004, Rusch et al. 2007, Sabehi et al. 2007, Campbell et al. 2008, Cottrell
et Kirchman 2009). Cela tient a la necessité de passer par une identification a posteriori de la
présence de la PR car cette derniére n’est pas identifiable par des techniques autres que
moléculaires. Le criblage des collections de cultures de bactéries et de fosmides ou cosmides
(pouvant présenter a la fois les génes 16S et codant pour I’opsine) a permis de mettre en
évidence que le gene codant pour I’opsine était présent dans de nombreux groupes bactériens
cultivés et incultivés. En effet, découverte initialement dans le large fragment génomique
EBAC31A08 provenant du groupe SAR86 (groupe II) de Gammaproteobacteria incultivées
(Béja et al. 2000), la PR a été ensuite découverte chez de nombreux groupes
d’Alphaproteobacteria (Béja et al. 2001, de la Torre et al. 2003, Man et al. 2003) et dans
d’autres groupes de Gammaproteobacteria comme les SAR92 (Stingl et al. 2007a), les
SARS86 group | (Sabehi et al. 2004) ou le groupe OM60/NORS5 (Jang et al. 2011, Huggett et
Rappé 2012) par criblage des librairies de fosmides ou séquencage de génomes. La tres
grande diversité au sein de la famille protéique des protéorhodopsines fut une des grandes
découvertes des premieres études de métagenomiques (Venter et al. 2004, Rusch et al. 2007)
méme si leur identification compléte n’a pas été possible compte tenu du peu de références
disponibles (culture ou fragment génomique). Le criblage des cultures a également permis de
retrouver la PR chez le groupe cosmopolitain des SAR11 (Alphaproteobacteria ; voir § 1.3.3)
avec sa présence chez Candidatus Pelagibacter ubique (Giovannoni et al. 2005a, Giovannoni
et Stingl 2005) et autres membres de ce groupe (Oh et al. 2011a) et le groupe SAR116 (Oh et
al. 2010), chez les Gammaproteobacteria avec les genres Vibrio, Photobacterium et
Glaciecola (fondation Gordon et Betty Moore) ainsi que chez de nombreuses souches et SAG
de Bacteroidetes / Flavobacteria (Goémez-Consarnau et al. 2007, Gonzalez et al. 2008,
Woyke et al. 2009, Riedel et al. 2010, Yoshizawa et al. 2012). Récemment, le séquencage de
SAG a montré que le géne codant pour I’opsine est également présent chez les
Betaproteobacteria et les Deltaproteobacteria (Martinez-Garcia et al. 2012). Des homologues

52 Fosmide : technique de biologie moléculaire permettant le clonage aléatoire de grands fragments
d’ADN issus de I’environnement.
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proches de la protéorhodopsine ont également été retrouves chez les Actinobacteria d’eau
douce (Sharma et al. 2008, 2009), chez des Euryarchaeota (Frigaard et al. 2006) ainsi que
chez des dinoflagellés (Slamovits et al. 2011). En se basant sur la diversité du géne codant
pour I’opsine, de nombreux autres groupes de PR ont été détectés, notamment dans les
milieux d’eau douce (Atamna-Ismaeel et al. 2008), mais le manque de références ne permet

pas de les identifier avec certitude.

Ici encore, I’incohérence entre les phylogénies basees sur les genes 16S et codant pour
I’opsine (Figure 25) ainsi que la diversité tres large d’organismes possédant de trés proches
homologues laissent a penser que le gene codant pour cette structure a été acquis par de
nombreux transferts latéraux. La trés grande ressemblance entre la protéorhodopsine présente
chez les bactéries marines et celle retrouvée chez les Archaea marines, proches des
Thermoplasmatales, présentes dans la zone photique (Frigaard et al. 2006) a été I’un des
premiers indices forts appuyant cette hypothése. La découverte récente d’une rhodopsine
proche de la PR dans le génome d’un virus geéant infectant les protistes (Yutin et Koonin
2012) supporterait également que ce type d’acquisition de structure serait un processus
important dans le cas de la PR comme cela semble étre le cas pour I’acquisition des
photosystemes chez d’autres especes. En effet, une des découvertes majeures ces dernieres
anneées est la présence dans des virus de cassettes géniques permettant la synthése des
photosystémes | /o, 1l des Cyanobacteria (Sullivan et al. 2006, Sharon et al. 2009,
Alperovitch-Lavy et al. 2011). La grande diversité ainsi que le grand spectre infectieux des
virus font que ceux-ci, dans leur course a I’efficacité pour se reproduire, pourraient
représenter une force évolutive non négligeable voire essentielle dans I’évolution des espéces
hotes et leur écologie. Tous virus n’étant pas mortels a court terme (lytique), I’avantage
écologique que peut apporter un géne a sa bactérie hote (comme I’extension ou le changement
de niche) peut amener a une persistance (fixation) de ce gene dans les populations et les
génomes bactériens. Il est facilement imaginable que ces processus écologiques puissent
s’appliquer a une structure si simple que la protéorhodopsine, facilement transposable (1 seul
gene de courte taille < 800 pb, le rétinal (dérivé de caroténe) pouvant étre récupéré du milieu)
et présentant potentiellement un avantageux rapport énergie apportée/colt de synthese
(Kirchman et Hanson 2012). Ces processus, venant compléter les processus bien connus de
conjugaison et de compeétence bactérienne, pourraient expliquer la tres forte dissémination de

cette structure au sein de groupes bactériens génetiquement distants.
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Figure 25. Comparaison entre les phylogénies basées sur le géne 16S (a gauche) et les protéines de
I'opsine (a droite). Les phylogénies ont été construites a partir d’un choix de souches, SAGs ou fosmides
contenant a la fois les génes entiers codant pour la sous-unité 16S du ribosome et pour I’opsine, disponibles sur
GenBank en décembre 2012. Les séquences d’ADNr du 16S ont été alignées en respectant la structure
secondaire de I’ARN en utilisant MAFFT Q-INS-i et les séquences protéiques de I’opsine ont été alignées en
tenant compte de la structure secondaire de la protéine en utilisant MAFFT E-INS-i (Katoh et Toh 2008). Les
reconstructions phylogénétiques ont été inférées par Neighbor Joining et testées avec un bootstrap de 1000
répliquas en utilisant MEGAS (Tamura et al. 2011). L’échelle représente le nombre de positions différentes sur
les 1216 positions communes pour le 16S et 154 positions communes pour I’opsine. Les correspondances entre
les deux phylogénies sont matérialisées par les traits gris.

2.2.3. Importance numérique et distribution

Grace au développement des techniques de cytométrie en flux et de la microscopie a
épifluorescence (voir § 2.2.1), les picocyanobactéries ont été rapidement reconnues comme
des groupes trés abondants dans le bactérioplancton océanique (Waterbury et al. 1986,
Chisholm et al. 1988). Le genre Prochlorococcus représente I’organisme photosynthétique le
plus abondant de I’océan mais n’est présent significativement qu’en zones tropicales a
subtropicales c.-a-d. entre 40°S et 48°N (Partensky et al. 1999b, Johnson et al. 2006). Cette
répartition s’explique par la sensibilité de ce groupe a la température (Marchant et al. 1987).
En revanche, le genre Synechococcus, moins abondant, est virtuellement présent dans tous les
environnements marins (Partensky et al. 1999a) mais son abondance différe grandement selon
la région océanique considérée et semble plus importante dans les régions riches en
nutriments (Moore et al. 1995). Les picocyanobactéries étant fortement liées a I’énergie
lumineuse pour leur métabolisme, il existe une grande microdiversité, présentant des clades
adaptés a différentes conditions lumineuses (écotypes), c.-a-d. une adaptation soit a de forte
ou faible intensités lumineuses pour les Prochlorococcus (Rocap et al. 2002, Zwirglmaier et
al. 2008, Huang et al. 2012). Toutefois, comme dit précédemment, les processus
d’hétérotrophie facultative chez les Cyanobacteria sont encore peu étudiés mais il est
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probable que ces derniers revétent une fonction et une importance différentes selon le clade et

les conditions environnementales rencontrées.

A leur découverte et pendant prés de 30 ans, sur la base des environnements dans
lesquelles les premiéres souches ont éte isolées, les BPAA ont été considérées comme
restreintes a des niches benthiques ou épiphytiques (sur le fond ou les algues) tout comme
leurs consceurs anaérobies (BPAnAN). Dans le début des années 2000, Kolber et al. ont
montré que les BPAA étaient en fait abondantes et largement distribuées dans I’océan cdtier
et pélagique (Kolber et al. 2000, 2001). Méme si la technique utilisée dans cette étude
pionniére (IRFRR) surestimait cette abondance, des études suivantes ont confirmé leur
contribution non négligeable dans de nombreux écosystemes marins (Schwalbach et Fuhrman
2005, Waidner et Kirchman 2007, Yutin et al. 2007). Les BPAA ont été également retrouvées
dans de nombreux et diverses écosystéemes marins et dulcaquicoles mais aussi fréquemment
dans des environnements extrémes en salinité ou acidité (Yurkov et Csotonyi 2003) laissant
penser que leurs caractéristiques particulieres apporteraient un avantage écologique voire
compétitif. En milieu marin, se basant sur le potentiel gain d’énergie apporté par leurs
capacités phototrophes, les premiéres études ont émis I’hypothese que les BPAA seraient plus
abondantes dans les eaux oligotrophes (Kolber et al. 2001). Cependant, trés peu d’études
quantitatives appuient cette hypothése (Lami et al. 2007) alors qu’en revanche de nombreuses
études montrent des tendances inverses avec de fortes abondances dans les environnements
mésotrophes voire eutrophes (Schwalbach et Fuhrman 2005, Jiao et al. 2007, KobliZek et al.
2007, Yutin et al. 2007, Waidner et Kirchman 2008). Jiao et al. (2007) ont exploré
I’abondance mondiale (entre 50°N et 50°S) des BPAA par IREM mettant en évidence qu’elles
ont les plus fortes contributions dans I’océan Indien avec 3,8 £ 1,8 % du bactérioplancton
suivi par I’océan Atlantique (1,6 = 0,7 %) puis par I’océan Pacifique (1,1 = 0,7 %). Bien que
la contribution des BPAA dans la communauté bactérienne semble globalement faible, elle
varie en fonction de la zone marine considérée. En effet, dépassant rarement les 2 % dans les
eaux océaniques, les BPAA représentent entre 5 et 10 % dans I’océan cétier et peuvent
dépasser les 10 - 15 % (jusqu’a prés de 20 %) dans les estuaires (Schwalbach et Fuhrman
2005, Sieracki et al. 2006, Waidner et Kirchman 2007, Cottrell et al. 2010). Waidner et
Kirchman (2007) ont confirmé, par I’analyse de la présence de génes spécifiques a la vie
microbienne anaérobie et aérobie, que les hauts pourcentages de BChl a enregistrés (par
IREM et gPCR) dans I’estuaire du fleuve Delaware étaient bien imputables aux BPAA et non
aux BPAnAnN. Schwalbach et Fuhrman (2005) ont également validé les mesures d’IREM par
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gPCR et ont trouvé que les plus basses valeurs de BPAA ont été mesurées par g°PCR dans

I’océan Antarctique avec 0,01 — 0,07 % de la communauté bactérienne.

En se basant sur les fréquences d’isolement des BPAA, Kolber et al. (2001) avaient
également suggéré que le genre Erythrobacter (Alphaproteobacteria) représentait le genre de
BPAA dominant dans I’océan de surface. Les données de FISH obtenues par la suite en
Atlantique Nord par Cottrell et al. (2006), et des études basées sur le géne pufM (Béja et al.
2002, Yutin et al. 2005) remirent en cause cette dominance au profit de celle de la famille des
Rhodobacterales (Alphaproteobacteria). La dominance de ces familles de BPAA appartenant
aux Alphaproteobacteria a par la suite été controversée dans de nombreux environnements,
dans lesquels dominent certaines familles de BPAA appartenant aux Gammaproteobacteria
(Hu et al. 2006, Yutin et al. 2007, Lehours et al. 2010) dans les milieux marins moins riches
en nutriments, ou aux Betaproteobacteria (Salka et al. 2011) dans certains milieux
dulcaquicoles. 1l semble ainsi que les communautés de BPAA different selon la zone
océanique et leur statut trophique, il est également imaginable que la photohétérotrophie joue
un role différent selon le groupe bactérien considéré /., les conditions environnementales

rencontrées.

Compte tenu de la difficulté a détecter leur structure phototrophe, la distribution et
I’abondance des B-PR restent encore aujourd’hui mal connues. Principalement explorée par
gPCR et approche metagénomique, notre vue de I’importance numérique des B-PR reste
parcellaire et ponctuelle. Elles ont été estimées comme comptant au minimum dans la
communauté bactérienne totale pour 50 % dans la mer des Sargasses (valeur maximale de 65
%), 23 % dans I’océan Atlantique nord (entre 7 et 57 %), 13 % en mer Méditerranée et 35 %
en mer du Nord (Venter et al. 2004, Sabehi et al. 2005, Rusch et al. 2007, Campbell et al.
2008, Riedel et al. 2010). Ces quelques études en font un groupe fonctionnel numériquement
plus abondant que les BPAA, du moins en milieu marin. Le choix des groupes quantifiés par
gPCR ciblant le gene codant pour I’opsine, étant basé sur les groupes dominants dans les
banques de clones (et la possibilité de dessiner des amorces spécifiques pour ces groupes), la
grande majorite des quantifications porte sur des groupes appartenant aux
Alphaproteobacteria tels que les SAR11, le groupe contenant les fosmides HOT2CO1 ou
RED17HO08 (Campbell et al. 2008, Riedel et al. 2010). L’abondance des autres groupes

bactériens contenant de la PR comme les Gammaproteobacteria est peu connue alors que ces
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organismes sont pourtant trés représentés dans les banques de clones de genes codant pour

I’opsine.

Comme vu au paragraphe 2.1.3, il a été mis en évidence 2 grands types de variants de la
PR, I’'un absorbant préférentiellement dans le vert et I’autre dans le bleu (Béja et al. 2001,
Man et al. 2003). Le fonctionnement des chromophores, et par la I’énergie que les cellules
vont pouvoir en tirer, est également dépendant de la quantité mais surtout de la qualité de la
lumiere disponible dans I’environnement immédiat des organismes. Ceci représente un
facteur tres structurant des communautés microbiennes phototrophes en milieu marin (et
dulcaquicole). En effet, la qualité de I’énergie lumineuse disponible (c.-a-d. les longueurs
d’ondes disponibles) varie en fonction de la profondeur (atténuation physique dd a
I’absorption des molécules d’eau et a la diffusion de la lumiere) mais surtout en fonction de la
concentration en particules (vivantes ou non) et molécules qui absorbent préférentiellement
les longueurs d’onde dans le bleu et le rouge. L’eau dans les régions cotiéres ou fluviales
riches en particules aura tendance a étre de couleur verte contrairement aux régions éloignées
des cOtes et peu productives qui auront une couleur bleue (Figure 26). Comme il a pu étre
montré chez Prochlorococcus et Synechococcus avec des clades adaptés a la quantité ou a la
qualité de la lumiére (Johnson et al. 2006, Zwirglmaier et al. 2008, Huang et al. 2012),
I’analyse de la répartition des variants bleus et verts de la PR soutiendrait que la variabilité du
spectre d’absorption de la PR serait une réponse adaptative aux longueurs d’onde disponibles.
Les variants bleus sont effectivement le plus souvent retrouvés dans les zones oligotrophes et
en profondeur contrairement aux variants verts retrouvés préférentiellement en milieux cotiers
ou en surface (Béja et al. 2001, Sabehi et al. 2007, Fuhrman et al. 2008). Toutefois, ce
modele n’est pas complétement supporté, par exemple, en surface des mers des Sargasses et
des Caraibes, aucun variant vert de la PR n’a été détecté en banque de clones ou par approche
métagénomique en dépit de la grande quantité de lumiére disponible dans les longueurs
d’onde vertes (Rusch et al. 2007, Sabehi et al. 2007).

De maniere génerale, la distribution des BPAA comme des B-PR correspond rarement a
celle que les seuls processus phototrophes laisseraient imaginer. Ceci est en accord avec la
vue d’une fonction facultative permettant I’apport d’une énergie supplémentaire a celle
apportée par le métabolisme principal. Ainsi, la distribution des BPAA comme des B-PR est
sans doute plus structurée par les facteurs régissant la distribution des organohétérotrophes

purs telles que I’abondance de matieres organiques et les limitations par des éléments
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secondaires comme I’azote, le phosphore, le fer ou les processus biotiques structurants
comme la prédation (voir § 1.3.4). Une étude récente calculant la balance entre colts et
bénéfices des structures phototrophes chez les BPAA et les B-PR par Kirchman et Hanson
(2012) estime que la quantité d’énergie retirée de la phototrophie n’est probablement pas
suffisante pour affecter la distribution et I’abondance de ces bactéries. Le bénéfice de la
phototrophie chez les BPAA ne serait probablement pas suffisant pour permettre a cette forme
plus complexe de photohétérotrophie (c.-a-d. impliquant la synthése d’un grand nombre de
partenaires protéiques) d’étre plus abondante, particulierement en milieu pauvre en matieres
nutritives. En revanche, bien qu’une PR apporte moins d’énergie qu’un photosysteme, elle ne
nécessite que la synthese de I’opsine, le rétinal pouvant étre récupéré dans le milieu ou résulté
d’une césure d’un betacaroténe. Le faible co(t et le petit bénéfice énergétique de la
phototrophie basée sur la PR peuvent se réveéler suffisant pour assurer la persistance de la PR
dans les génomes bactériens et expliquer sa grande occurrence méme s’ils seraient

insuffisants pour structurer la distribution des B-PR.
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Figure 26. Pénétrations moyennes des longueurs d'ondes en fonction du type de zones océaniques.
Les profondeurs sont moyennes et changent fortement en fonction de la concentration des particules. Modifié
d’aprés http://oceanexplorer.noaa.gov/explorations/04deepscope/background/deeplight/media/diagram3.html _consulté en
Décembre 2012.
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2.3.  Hypothese sur le r6le et la fonction

2.3.1. Plasticité ecologique

Les recherches menées sur la photohétérotrophie ces dernieres décennies montrent que
ce processus est loin d’étre anecdotique et représente au contraire un mode métabolique trés
courant et repandu. Comme vu précedemment, la photohétérotrophie est supportée par
différentes structures et voies métaboliques et ne revét pas la méme fonction selon les
organismes considérés. Elle est, toutefois, tres probablement impliquée dans les mécanismes
de nutrition, c.-a-d. de génération d’énergie / composés cellulaires a partir de molécules de
I’environnement. C’est également toujours une fonction facultative, c.-a-d. non essentielle a la
croissance des micro-organismes placés en conditions optimales. En revanche, les conditions
optimales de croissance sont rarement rencontrées par les microorganismes en milieu naturel
et ils sont le plus souvent placés en conditions sous-optimales voire de survie et c’est dans ces
derniers cas que les voies facultatives de nutrition / métabolisme ont la plus forte influence et
contribuent a la plasticité écologique d’une espéce (c.-a-d. le panel de conditions
environnementales dans lesquelles une bactérie peut persister /o, se reproduire). Ceci semble
vrai autant pour I’hétérotrophie facultative apportant des composés couteux a synthétiser ou
riches en éléments nécessaires (limitant la nécessité de multiples imports) a des autotrophes
comme les Cyanobacteria, que pour la phototrophie apportant potentiellement de I’énergie
supplémentaire (sous forme soit de gradient de protons soit d’ATP) pour les hétérotrophes
comme les BPAA ou les B-PR. Cependant, le réle et la fonction exacts des différentes formes
de photohétérotrophie bactérienne et I’avantage potentiel apporté in vivo sont actuellement

peu connus mais de nombreuses hypotheses sont explorées actuellement.

2.3.2. Croissance, nutrition et génération d’énergie

Parmi les hypothéses les plus facilement imaginables, I’apport potentiel d’énergie
supplémentaire par la photohétérotrophie pourrait augmenter la croissance des organismes la
pratiquant. Testable en culture, il a été trées t6t montré que certains membres des
cyanobactéries étaient capables de pousser a I’obscurité en présence de sucres (Allison et al.
1937) et parmi elles certains membres des Synechococcus (Rippka 1972). Leur hétérotrophie
facultative leur permettrait ainsi de croitre dans des conditions dans lesquelles d’autres
organismes photoautotrophes ne peuvent pas se développer, représentant un avantage

écologique certain. Chez les BPAA, une croissance augmentée en culture illuminee par cycle
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a, pour la premiere fois, été mise en lumiére par Harashima et al. (1987) chez R. denitrificans
puis a été confirmée chez d’autres souches d’Alphaproteobacteria appartenant aux genres
Erythromicrobium (Yurkov et van Gemerden 1993) et Erythrobacter (Kolber et al. 2001)
ainsi que plusieurs souches de Rhodobacterales (Biebl et Wagner-Ddbler 2006). La réponse,
tant au niveau croissance que quantité de protéines produites, est maximale quand
I’illumination est cyclique et non continue et indique un apport important de la phototrophie a
ces organismes organohétérotrophes. Toutefois, les réponses different dans leurs amplitudes
selon les souches considérées mais également selon la richesse des milieux de culture utilisés
pour les expérimentations. En effet, il semble que la réponse soit augmentée dans des
conditions de privation (ou de tres faibles concentrations) de matieres organiques bien que
I’intensité de cette réponse differe selon le milieu d’origine des souches considérees, les
souches ayant été isolées en milieu cétier (riche) réagissant plus fortement que celles
provenant de zones oligotrophes (Biebl et Wagner-Débler 2006). L’amplitude du phénomene
observé est plus importante (et donc plus visible) chez des organismes adaptés a des
conditions riches placés en conditions pauvres que chez des organismes habitués a la
privation de nutriments. Des expériences similaires de croissance menées sur les B-PR sous
divers régimes lumineux et d’abondance en matiére carbonée ont montré un phénomeéne
comparable appuyant cette hypothese. En effet, Gomez-Consarnau et al. (2007) ont montré
une croissance augmentee, en cycle lumineux et peu de matieres nutritives disponibles, avec
une souche de Dokdonia (MED134), un genre appartenant aux Flavobacteriaceae.
Cependant, ce résultat n’a pas été reproduit avec d’autres souches testées que ce soit des B-PR
appartenant aux SAR11, SAR86 (Figure 27), ni méme des souches appartenant au méme
genre (Dokdonia sp. PRO95 ; Riedel et al. (2010)). La grande majorité des Flavobacteriaceae
est abondante dans les zones riches en particules / nutriments et répond fortement et
rapidement aux augmentations sporadiques de nutriments suivant les efflorescences algales
(Bernardet et Nakagawa 2006) alors que les SAR11 et SAR92 sont des groupes oligotrophes.
Ces deux illustrations, chez les BPAA et plus encore chez les B-PR, renforcent I’idée que la
photohétérotrophie n’a probablement pas la méme valeur, voire pas la méme fonction, selon
I’organisme considéré mais surtout selon son écologie. 1l est donc important de considérer son
implication écologique dans I’optique des préférences nutritionnelles, et des caractéristiques
génomiques (dans le sens, voies de régulation et de nutrition présentes) des groupes bactériens

présentant ce mode métabolique.
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Figure 27. Comparaison de la croissance bactérienne de 4 B-PR cultivées en condition de cycles
lumineux par rapport a I'obscurité permanente. Les isolats ont tous été cultivés en faible quantité de carbone
disponible (<100 uM). Modifié d’aprés Fuhrman et al. (2008), en haut : données issues de Giovannoni et al.
(2005a) sur Candidatus Pelagibacter ubique, au milieu de Stingl et al. (2007a) sur des isolats de SAR92 et en
bas de Gomez-Consarnau et al. (2007) sur Dokdonia sp. MED134.

L’ importance de ce mode métabolique peut effectivement avoir d’autres impacts qu’un
meilleur succes reproductif qui pourrait se révéler une réponse inadaptée vis-a-vis de certains
contréles écologiques comme la predation ou le contr6le par la ressource (voir § 1.3.4).
KoblizZek et al. (2005, 2007) ont montré un recyclage rapide, jusqu’a 10 fois plus élevé que
pour le reste du bactérioplancton, chez les populations naturelles de BPAA dans I’ Atlantique.
Compte tenu de faibles abondances, il est probable qu’elles sont alors soumises a de fortes
pressions de prédation dans ces régions. Les fortes abondances enregistrées par ailleurs,
peuvent en revanche traduire d’autres utilisations de I’énergie dérivée de la phototrophie.
Salka et al. (2011), étudiant les BPAA dans des lacs riches en matiéres organiques, ont émis
I’idée que I’énergie issue de la phototrophie serait utilisée pour dégrader de la matiere
organique réfractaire (comme les acides humiques) habituellement peu utilisée car colteuse
pour la cellule a dégrader. Cette niche spécifique pourrait expliquer alors leur succes
écologique dans les milieux dulgaquicoles et les estuaires. Plus largement, la

photohétérotrophie pourrait effectivement étre impliquée dans la nutrition d’un point de vue
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conceptuel. En effet, I’ATP généré par cette derniére pourrait permettre le fonctionnement de
protéines impliquées dans le transport actif de molécules nutritives (Figure 28, droite). En
outre, il pourrait également participer a des processus anaboliques autres que la croissance,
telle que la synthése d’un plus grand nombre ®/,, diversité d’enzymes permettant la
dégradation de la matiére organique, en accord avec les potentialités génomiques de la cellule.
Ces enzymes pouvant fonctionner a I’intérieur (endoenzymes) et augmenter le volume de
molécules degradées ou étre secrétées a I’exterieur de la cellule (ectoenzymes) et par leur
action, rendre la matiere organique plus facilement assimilable (transport moins colteux ou
tout simplement possible). De plus, méme si de I’ATP n’est pas généré via une ATP synthase,
le gradient de proton créé par I’action du systeme phototrophe peut également permettre le
transport (via antiport ou symport) de molécules simples pouvant étre impliquées dans la
nutrition (Figure 28, gauche). En effet, I’étude de métaprotéomique comparative de Morris et
al. (2010) a mis en évidence la place crutiale des transporteurs TonB-dépendant dans
I’aquisition de nutriments des communautés de micro-organismes marins. Or ces
transporteurs fonctionnent en utilisant un gradient de protons et la concommitante forte
abondance de la PR dans ces protéomes a menée ces auteurs a supposer que le potentiel
généré par la phototrophie pourrait servir a alimenter les activités de transports de nutriments.

2.3.3. Processus de survie et succes écologique

On peut alors aisément imaginer que le potentiel de protons génére par I’activité des
systémes phototrophes puisse servir également a d’autres fonctions sans lien direct avec la
nutrition mais pourtant primordiales pour la cellule et sa survie. L’augmentation de la quantité
de protons dans le périplasme va créer un gradient électrochimique nécessaire au maintien de
I’intégrité membranaire et pouvant permettre de réguler I’équilibre osmotique de la cellule par
I’activité des transporteurs ioniques échangeant des ions H* (symport / antiport). En
particulier, il est a noter que I’antiport Na* / H”, présent chez de nombreuses bactéries dont la
BPAA Congregibacter litoralis KT71 (Fuchs et al. 2007), pourrait jouer un role important
dans la résistance au stress halin. De maniére comparable, un homologue proche de la PR
suspecté de pomper du sodium a la place de protons a été découvert tres recemment chez une
flavobactérie marine (Kwon et al. 2013) ou elle coexiste avec une PR. Si leur fonctionnement
est couplé, I’apport en protons (ou en sodium) de la phototrophie pourrait ainsi élargir les
gammes de salinité ®/,, de pH supportées par les bactéries concernées. Gémez-Consarnau et

al. (2010) ont également montré que I’activité de la PR chez Vibrio sp. AND4 lui permettrait
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de survivre plus longtemps en période de carence. L’étude de Steindler et al. (2011) a montré
qu’il en serait de méme chez un des membres du groupe SAR11. Ceci serait également
cohérent avec I’atténuation des effets de la carence en conditions lumineuses et
I’augmentation pigmentaire associée, observable chez de nombreuses BPAA comme
Dinoroseobacter shibae (Biebl et Wagner-Dobler 2006). Comme discuté notamment par
Fuhrman et al. (2008) et auparavant par Giovannoni et al. (2005a), la phototrophie chez les B-
PR en milieux tres limités en substances nutritives, pourrait permettre la survie dans des
conditions drastiques en aidant au maintien d’un minimum d’ATP pour suppléer aux
fonctions cruciales comme la réparation de I’ADN en phase dormante jusqu’a I’arrivée de
meilleures conditions, leur permettant d’augmenter leur succes écologique a long terme.
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Figure 28. Fonctions bactériennes pouvant potentiellement bénéficier de I'apport énergétique, sous
forme d’ATP ou de potentiel électrochimique de protons, fourni par les systemes phototrophes
(photosystéme des BPAA ou protéorhodopsine des B-PR).
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D’autres processus permettant d’augmenter le succes écologique des bactéries
photohétérotrophes sont envisageables. La force proton-motrice (PMF) généreée par la
phototrophie pourrait également alimenter le moteur flagellaire (Figure 28, gauche) soit, selon
le genre considéré, directement (Manson et al. 1977) soit aprés conversion en force sodium-
motrice (SMF ; Chernyak et al. (1983)), possible notamment grace aux antiports Na* / H*
(Fuchs et al. 2007). Tipping et al. (2012), en transposant la PR chez E. coli, ont montré que la
PMF générée uniquement par la PR en condition éclairée permettait le fonctionnement du
flagelle. La PR, comme le photosysteme des BPAA, pourrait ainsi participer au tropisme des
bactéries mobiles (ce n’est pas le cas pour toutes, les SAR11 par exemple sont non-mobiles)
et leur permettre d’accéder a des conditions plus favorables & moindre codt (la création d’une
PMF par un autre processus nécessite un pompage actif consommant de I’ATP). Ce gain
potentiel peut se révéler important, dans un contexte de compétition pour la ressource, pour
les bactéries se nourrissant préférentiellement sur des particules qui ont des phases fixes,
adhérées aux particules, et des phases libres de recherche de ces dernieres. Dans un contexte
de compétition biotique, particulierement important dans les communautés agrégées, I’énergie
supplémentaire apportée par la phototrophie pourrait intervenir dans les mécanismes de
défense/attaque (antibiotique, antifongique) ou de communication intercellulaire (quorum
sensing) par la réduction du codt de synthese et de sécrétion (nécessitant de I’ATP) de ces
composés. Elle pourrait également intervenir dans d’autres processus consommant de
I’énergie comme la virulence / pathogénéicité et la conjugaison ®/,, compétence (échange ou

récupération d’informations génétiques).

Il est envisageable que I’importance relative de ces divers gains potentiels varie en
fonction des conditions environnementales rencontrées et de I’énergie que les organismes
peuvent en retirer. Ainsi, d’un point de vue écologique, la photohétérotrophie pourrait
permettre la persistance de groupes bactériens dans des environnements ne correspondant pas
a leur niche écologique de préedilection. D’un autre point de vue, la photohétérotrophie ne
revét pas la méme fonction selon les caractéristiques physico-chimiques des écosystemes
considérés. Comprendre la réelle implication écologique ainsi que la prépondérance des
facettes fonctionnelles possibles de la photohétérotrophie nécessite son étude dans des
environnements divers mais surtout présentant de forts contrastes, conditions dans lesquels la
photohétérotrophie pourrait présenter des aspects /o, des réponses différentes mais surtout

révéler son importance écologique.
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CHAPITRE 3. L’Océan Arctique, extréme en changements

3.1. L’environnement arctique **

3.1.1. Généralités

Connue depuis la Gréce Antique comme « la Terre des Ours » d’ou elle tire son nom,
I’Arctique (venant du grec dpkrog [arktos] signifiant « ours ») est bien moins une « Terre »
gu’un océan contrairement a son oppose du pole Sud, I’Antarctique, ou du reste il n’y a pas
d’ours polaire. Qutre les explorations par les chasseurs, pécheurs et commercgants, les
premiéres expéditions purement scientifiques d’exploration de I’océan arctiqgue commencérent
en 1773 avec I’expédition menée par le commandant anglais Constantine John Phipps (1744—
1792) qui tenta de rejoindre le pdle Nord. Méme s’ils n’atteignirent pas le pole, ils explorérent
la mer du Groénland en mesurant les premiers relevés topographiques, les courants de Suede
et du Groénland, ainsi que les premiers profils de températures et salinité. Les premiéres
explorations systématiques des glaces commencerent au XIXéme siecle avec également la
premiére expédition Russo-Suédoise Vega menee par Nils Adolf Erik Nordenskidld (1832—
1901) en 1878-79 qui rejoint, depuis la Russie, le détroit de Béring (passage du Nord-Est). En
1882 pris place la premiere année polaire internationale (IPY), coopération scientifique
internationale regroupant 12 pays et 15 expéditions (dont 13 en Arctique) tendant a
comprendre, d’un point de vue global, les phéenoménes géophysiques en place en Arctique.
L’ expédition des Norvégiens Fridtjof Wedel-Jarlsberg Nansen (1861-1930) et Otto Neumann
Sverdrup (1854-1930) fut la premiére a ouvrir les portes de I’exploration du centre Arctique
avec la goelette Fram spécialement congue pour la dérive dans les glaces des les de Nouvelle
Sibérie en mer de Laptev au Spitzberg pendant 3 ans de 1893-1896. Cette expédition fut
notamment la premiere a confirmer que I’Arctique, contrairement & ce qui était imaginé
pendant longtemps (Figure 29), est un océan profond et connecté (entre le Pacifique et

I’ Atlantique) encerclé de terres (Figure 30), a I’opposé de I’Antarctique qui est une terre

>3 Section faisant une synthése des rapports de comités internationaux
AMAP (1998). AMAP Assessment Report: Arctic Pollution Issues. . Arctic Monitoring and Assessment

Programme: Oslo, Norway.

, CAFF (2001). Arctic Flora and Fauna: Status and Conservation. Edita: Helsinki.

, ACIA (2005). Arctic climate impact assessment. Cambridge University Press.

, IPCC (2007). Climate Change 2007: Synthesis Report. Contribution of Working Groups I, 1l and |1l to
the Fourth Assessment Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change, vol. 446. IPCC: Geneva,
Switzerland.
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entourée d’océan. En revanche, le pdle ne fut atteint qu’au début du XX*™ siécle, le premier a
avoir revendiqué I’exploration fut Fréderic Cook en 1908 mais il aurait maquillé son réel
trajet, puis Robert Peary en 1909 qui se serait trompé dans I’estimation de sa position,
finallement, la premiére exploration confirmée reviendrait & Roald Amundsen et Umberto
Nobile le 12 mai 1926.

Figure 29. « Septentrionalium Terrarum descriptio ». Description des Terres Septentrionales par Gérard
Mercator en 1595, une des premiéres cartes représentant I’Arctique dans sa globalité. Il est a noter la
représentation d’un continent central recouvert en permanence de glace avec des fleuves le percant jusqu’au pble

Nord, qui selon une croyance du XII°™ siécle était un énorme minéral (aimant) noir (Rupes nigra et altissima).

Toutefois, un pdle magnétique réel est représenté (un autre est mentionné plus bas) par un autre mont plus au
nord (Polus magnetis veridis) résultant probablement des mesures effectuées par des marins.

Les terres entourant I’océan arctique peuvent étre classées en 3 grands types : des hautes
terres accidentées faconnées par les glaciers continentaux qui ont creusé de larges fjords ; de
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vastes plaines et plateaux plats constitués de dépéts glaciaires, alluviaux et marins ; de hautes
montagnes, découpées comme les Rocheuses canadiennes (continent Ameéricain) ou érodées
comme I’Oural (continent Eurasien). Du fait de son absence de terres centrales, plusieurs
définitions peuvent définir la région arctique. Généralement, elle est délimitée par le cercle
arctique correspondant a la latitude 66° 33’ Nord a partir de laquelle le jour ou la nuit dure 24
heures lors des solstices d’été ou d’hiver, respectivement. D’un point de vue climatique, cette
région est également définie par I’isotherme® des 10°C enregistrables en été (Juillet).
Ecologigquement, une des délimitations des régions arctiques terrestres correspond a la zone a
partir de laquelle les arbres ne peuvent plus pousser (Figure 30). Ces définitions reposent sur
des parameétres cruciaux régissant les écosystemes arctiques. La définition qui pourrait
paraitre la plus triviale, c.-a-d. la delimitation par une unique latitude, cache en fait I’un des
parameétres les plus importants régissant partiellement le climat arctique mais influant
également sur tous les écosystémes de cette région du monde: la quantité de lumiére
incidente. En effet, compte tenu de I’inclinaison de I’axe de la Terre, de la forme de la Terre
et de son ellipse autour du soleil, cette région recoit d’une part peu d’énergie solaire (car
I’angle d’incidence des rayons solaires est faible) et posséde d’autre part un cycle lumineux
fluctuant selon la saison allant de I’illumination permanente en été a la nuit permanente en
hiver. L’énergie apportée sera donc plus forte en été qu’en hiver ce qui, en régissant en partie
la chaleur disponible, permet la formation de glace de mer (calotte glaciére) et d’eau douce
(inlandsis, glaciers) ainsi que la persistance d’une couche de sol en permanence gelée, le

1> (ou permafrost). Si ce paramétre est un acteur majeur de la régulation du climat, il

pergéliso
est encore plus déterminant pour les écosystemes. En effet, que ce soit par son action directe
ou indirecte sur la température, ce parameétre va étre critique pour de nombreux organismes
vivants notamment les organismes photoautotrophes. La limite au-dela de laquelle les arbres
ne poussent plus en est un exemple frappant. Toutefois, ce parameétre seul ne permet pas
d’expliquer la grande variabilité du climat en Arctique qui connait des différences extrémes
notamment en tempeératures (d’une moyenne annuelle allant de 0°C a Mourmansk en Russie a
-28°C a 3 000m dans le Groénland en passant par -16°C a Point Barrow en Alaska ou -18°C
dans I’océan arctique central). Le climat arctique est hétérogéne spatialement mais également

temporellement et varie grandement d’années en années.

> Isotherme : frontiére fictive matérialisant une température constante.
% Pergélisol : sous-sol gelé en permanence, au moins pendant deux ans.
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Figure 30. Délimitations (haut) et topographie (bas) de la région arctique. (Ahlenius et al. 2005)
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3.1.2. L’océan arctique et sa courantologie

L’ océan arctique est par plusieurs aspects le plus singulier des océans du globe. 1l est le
plus petit des 5 océans majeurs avec moins de 3% (soit environ 14 millions de km2) de la
surface de la Terre (Pidwirny 2006). Son encerclement par les continents américain et
eurasien, avec les seules ouvertures des détroits de Béring et de Fram ainsi que la mer de
Barents, fait de lui un océan semi-clos, ce qui lui vaut le surnom de « Méditerranée Arctique »
(Coachman et Aagaard 1974). Plus de la moitié de I’océan arctique est profond de moins de
200m car il contient plus de 30% des surfaces de plateaux continentaux, des plateaux escarpés
en mer de Beaufort au trés vaste plateau russe (Figure 30, bas). Le centre de I’océan arctique

est un systeme profond qui se divise en 4 bassins dont 2 principaux, le bassin canadien et

Gyre de
Beaufort

K' er ve

y,

Figure 31. Principaux courants en Arctique. En bleu, les courants froids, en rouge les courants chauds
des océans et en orange des principaux fleuves. Les étoiles rouges représentent le passage des eaux Atlantique et
Pacifique sous la couche d’eau de surface. D’aprés I’AMAP (1998) et la CAFF (2001).
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eurasien, séparés par la chaine Lomonosov ; chacun de ces bassins pouvant étre eux-mémes
séparés en 2 : le bassin du Canada (cote Pacifique) est séparé par les monts Alpha du bassin
Makarov (central) et le bassin eurasien separé en 2 par les monts Nansen-Gakkel formant le
bassin de I’Amundsen (central) et celui du Nansen (coté Atlantique). La seule connexion
d’eaux profondes entre I’océan arctique et les autres océans s’effectue par le détroit de Fram.
En revanche, la circulation océanique de surface entre principalement par le détroit de Béring
et coule a environ 800 000 m3/s (0,8 Sv) vers le détroit de Fram par la dérive transpolaire et

au-travers I’archipel canadien via le courant cotier d’Alaska (Figure 31).

D’autres convoyeurs de chaleur importants pour I’océan arctique de surface sont les
fleuves qui rejettent eaux douces et chaudes dans un milieu froid et salé. En effet, I’océan
arctique ne contient que 1,3% du volume global des océans (Aagaard et al. 1985) mais recoit
pres de 11% (soit environ 3 311 km? par an) de I’eau douce déversée mondialement par les
rivieres (Shiklomanov 1998) ce qui fait des fleuves, en comparaison des autres océans, des
acteurs disproportionnellement importants en Arctique (McGuire et al. 2009). Cinqg
principaux fleuves rejettent directement leurs eaux dans I’océan arctique (Figure 31), Yeniseli
(620 kmd/a), Léna (530 km?/a), Ob (404 km3/a), Mackenzie (307 kmd/a) et Kolyma (132
km3/a), et un fleuve, le Yukon (205 km3/a), rejette ses eaux, dans le détroit de Béring,
transportées par la suite dans I’océan arctique (Holmes et al. 2002). Toutefois, les débits des
fleuves ne sont pas reguliers au long d’une année et sont soumis a une saisonnalité plus
marquée qu’a plus basses latitudes. En hiver, compte tenu de la formation de glace et de
neige, les débits sont réduits et la rencontre des glaces de mer et des glaces de terre forme des
barrieres physiques de glace plongeant jusqu’a une trentaine de metres, nommées stamukhi,
limitant fortement le mélange des eaux (notamment dd a des barriéres de salinite). A la fin du
printemps, quand la neige et la glace fondent, d’énormes quantités d’eaux douces sont
bloquées par ces stamukhi et sont libérées brutalement lorsque ces dernieres rompent (en
général dans I’été). Les quantités massives d’eaux douces déversées font considérer, par
certains auteurs, la surface de I’océan arctique comme un systeme estuarien de I’océan
Atlantique (McClelland et al. 2012). Les eaux fluviales, moins denses, forment une lentille en
surface et se mélangent avec les eaux issues de la fonte de la glace de mer ainsi que les
précipitations (méme si elles sont considérées comme faibles). Avec des apports en eaux de
surface piégees dans le gyre anticyclonique de Beaufort, elles forment une masse d’eau
dessalée d’une cinquantaine de metres a la surface de I’océan arctique appelée la couche
mélangée polaire (polar mixed layer ; PML ; Figure 32) de faible densité (Rudels et al. 1996).
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Cette couche dessalée favorise la formation de glace et génere une forte halocline entre 50 et
200 m de profondeur. Par la favorisation du processus de formation de la glace, elle favorise
également la formation d’eau dense et participe a la circulation thermohaline (« global
conveyor belt »). Sous cette couche de faible densité plongent les eaux plus salées du
Pacifique entrantes par le détroit de Béring et celles plus fortement salées provenant de
I’Atlantique par le courant de Norvége et du Spitzberg (courants importants de 1 et 2 Sv
dérivés du Gulf Stream). Ces eaux océaniques intermediaires circulent en suivant les bordures
des plateaux continentaux et les monts océaniques en formant des gyres cycloniques (Figure
31). Les eaux de surface du plateau continental, fortement dessalées, facilitent la formation de
glace, comme le sel est rejeté de I’eau lors de la formation de la glace, la salinité des eaux
sous-jacentes augmente. Quand la densité de I’eau devient critique (froid et salinite), elles
chutent vers le fond et rejoignent les eaux profondes arctiques (Arctic Bottom [Deep] Water).
Un autre processus de convection se produit au centre des gyres permettant le renouvellement
ponctuel des eaux de fond. Ces eaux profondes, salées (S~35) et froides (inf. -1°C) stagnent
dans les bassins et peuvent s’écouler ponctuellement (et uniquement) par la cataracte du
détroit de Fram et du Danemark (Aagaard et al. 1985).
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Figure 32. Profil en profondeur des masses d'eau arctiques et de leur temps moyen de résidence le
long d’un transect du détroit de Béring au détroit de Fram. D’aprés Macdonald et al. (2005) et Stein (2008)
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3.1.3. Cryosphere et apports terrigenes

La cryosphére® est une composante importante de I’Arctique qui se présente sous
forme de neige, glace de terre, inlandsis®’ et glacier, glace de mer et calotte glaciére ainsi que
de pergelisol permanent ou temporaire. Les propriétés physiques de la neige et de la glace,
comme une haute réflectance et une faible conductivité thermique (impliquant une chaleur
latente haute pour fondre) contribuent significativement au caractére hétérogene, régional, du
climat arctique. Elles ont effectivement une implication non négligeable dans le climat
mondial. La glace de mer en particulier en représente un élément critique puisqu’elle réduit
tres significativement les flux d’échange de chaleur entre I’océan et I’atmosphere et par sa
forte reflectance influe fortement sur le budget radiatif de toute la région arctique. En effet,
I"albédo®® de I’eau est faible (0,1) alors que celui de la glace est fort (0,6 & 0,8), autrement dit,
une grande majorité (de 60% a 80%) des radiations arrivantes sont réfléchies, ce qui se traduit
par de plus faibles chaleurs transmises au milieu et de basses températures. L’albédo est
également un parameétre non négligeable dans de nombreuses rétroactions climatiques comme
I’effet de Serre. L’océan sous-jacent percoit également moins de lumiere donc moins
d’énergie (phénomeéne s’accentuant avec I’accroissement de I’épaisseur de la glace), ce qui

affecte la production primaire océanique et ainsi les écosystemes marins.

La glace de mer est présente sous deux formes principales, la glace saisonniére (vieille
de moins d’un an), de quelques dizaines de centimetres a deux métres, et la glace pérenne
(vieille de plusieurs années), de plusieurs metres d’épaisseur (jusqu’a 8 m). La glace de mer
connait une saisonnalité trés marquée, notamment dans les zones cOtieres (ou elle est
principalement saisonniéere) et répond tres sensiblement aux changements dans les circulations
atmosphériques, la quantité d’énergie lumineuse percue, ainsi qu’aux flux de chaleur
atmosphériques et océaniques. Elle recouvre la totalité de I’océan arctique en hiver, couvrant
environ 14 millions de km2, en été en revanche, seules les glaces pérennes persistent (calotte
glaciaire) et ne représentent qu’environ la moitié de I’aire d’hiver (Cavalieri et al. 1997). La
calotte glaciaire dérive avec les courants de surface, le gyre de Beaufort accumulant la glace

en Centre Arctique et le courant transpolaire la transportant vers la mer du Groénland et de

% Cryosphére : portion de la Terre ol I’eau est présente a I’état solide.

> Inlandsis : nappe de glace trés étendue recouvrant la terre ferme et pouvant atteindre plusieurs
centaines de métres d'épaisseur.

%8 Albédo : rapport de I'énergie solaire réfléchie par une surface a I'énergie solaire incidente. C'est une
grandeur sans dimension (de 0 a 1), comparable a la réflectivité.

88



CHAPITRE 3. L’Océan Arctique, extréme en changements

Norvége (en moyenne a environ 2 cm/s mais pouvant aller jusqu’a 10 cm/s). En moyenne,
10% de la glace de mer sort de I’ Arctique chaque année par le détroit de Fram. On différencie
la glace de mer se formant lentement de la glace de terre se formant trés rapidement et

pouvant également se répandre sur les eaux cotieres.

East Siberian
Sea

NEW SIBERIAN
ISLANDS % %
(RUSSIA) e,

L
g

j ¢ SEVERNAYA .
Arctic ZEMLYA
(RUSSIA) g

il

' NOvAYA
ZEMLYA %
Ly (RUSSIA)

y ] FINLAND :
2 NORWAY N
. ICELAND !
= =-;'sw_E_DEN""'
Permafrost _ Atlantic
[ ] isolated /i g sl
% Sea
[ sporadic
Discontinuous
- Continuous Source:Intemational Permafrost Association, 1998,

Circumpolar Active-Layer Permafrost System (CAPS), version 1.0.

Figure 33. Répartition du pergélisol en Arctique.

Les faibles températures moyennes présentes dans I’ Arctique, permettent également le
maintien de terres en permanence gelées, quelque soit la saison. Dans les zones de pergélisol,
on appelle « couche active » la couche supérieure du sol qui, au gré des saisons, gele et dégele
et sur laquelle peut se développer la toundra. Sous cette derniére s'étend le pergélisol qui est
dit continu lorsqu'il forme plus de 80% de la masse terrestre, et discontinu lorsque cette
proportion se situe entre 30 et 80%, le reste étant du talik (zones non gelées a l'intérieur du
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pergélisol), et sporadique lorsqu'il occupe moins de 30% de la masse. De quelques
centimetres a plusieurs centaines de metres (jusqu’a 1 500 m), le pergélisol est egalement tres
étendu et dépasse le seul territoire de I’Arctique (il représente a lui seul pres de 24% de
I’lhémisphére Nord, Figure 33). Il représente un important compartiment dans la régulation du
climat terrestre. En effet, il séquestre d’énormes quantités de gaz a effet de serre, générées en
partie par I’activité bactérienne anaérobie, comme le méthane (CHy,) et le dioxyde de carbone
(COy), stockes principalement sous forme solide d’hydrate de gaz tres sensible a
I’augmentation de la chaleur. Il représente également un puits important de séquestration de

carbone, tres ancien et en majorité réfractaire (plusieurs milliers d’années).

Les rivieres arctiques drainent en grande partie ces regions, et les 5 grands fleuves qui
se jettent en Arctique ont des bassins de drainage trés étendus (Tableau II) et souvent
complexes (grands lacs, nombreux affluents et grands deltas). Elles transportent une tres
grande quantité de particules et ont une importance capitale en Arctique. En effet, les
concentrations en nutriments montrent de forts gradients régionaux entre des milieux
oligotrophes dans le gyre de Beaufort a des systémes tres riches comme le plateau de la mer
des Tchouktches (mer de Chukchi) (Gradinger 2009). Les riviéres, outre leurs apports en eaux
douces cruciaux dans I’hydrologie et la climatologie arctique (voir § 3.1.2), ont également des
panaches qui s’étendent jusqu’a plusieurs centaines de kilométres en mer apportant avec eux
de grandes quantités de nutriments et minéraux, soutenant la productivité des eaux de surface.

Les riviéres apportent un contenu en particules qui n’est pas fonction de I’importance de leur

Tableau I1. Flux moyens en eaux douces, particules et carbone organique déchargés dans I’océan
arctique par les grands fleuves. Les dégradés de couleurs symbolisent le rang de chaque fleuve en fonction de
ce parameétre. D’aprés Gordeev et al. (1996), Holmes et al. (2002) et Stein (2008).

Bassin Particules Flux de carbone terrigéne
Fleuves  Continent versant ~ DCP't o, CcoD COP coT
majeurs SUSpenSIOI’l
(10°km?) (km%a)  (10°t/a)  (10°t/a) (10°t/a)  (10°t/a)

Yenisei Eurasie 2,62 620 14,4 4,9 0,5 4,6
Léna Eurasie 2,49 523 20,7 3,6 1,2 4,8
Oob’ Eurasie 2,98 15,5 3,7 0,4 2,9
Kolyma Eurasie 0,68 122 10,1 0,5 0,3 1,0
Mackenzie Amérique 1,81 330 1,3 2,1 4,1
Yukon* Amérique 0,85 205 - - -
Total Eurasie 112 19,4 4,1 25,7
Total Amérique 367 1,9 2,2 4,3
Total Arctique 15,5 3311 237 21,3 6,3 30

* Le Yukon ne se jette pas dans I’océan arctique sensu stricto, il ne rentre pas en compte dans les totaux.
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débit mais plus de la nature de leurs bassins versants, ce qui explique cette grande différence
de contenu en carbone organique entre les fleuves eurasiens et américains (Tableau Il). De
surcroit, les estimations de flux présentées ici se reposent sur des mesures en aval des
embouchures des fleuves, la totalite du matériel particulaire ne se déverse pas dans I’océan
arctique notamment a cause d’un processus de précipitation rapide se produisant a I’interface
eaux douces/ eaux salées appelé filtre marginal (Figure 34). Ce processus dépend en grande
partie de la topologie de I’estuaire et de la vélocité des eaux de la riviére. Il est estimé par
exemple que seule la moitié des sediments transportés par le Mackenzie et que seulement
entre 10 et 30% des sédiments transportés par le Yenisei, I’Ob’ et le Léna passent leurs vastes
deltas (Stein 2008).

Freshwater
(low density with
high oxygen)

Estuary
turbidity
maxima

Salt wedge
(high density with low oxygen)
_— e

Figure 34. Processus de précipitation accélérée des particules et accumulation en maximum de
turbidité (ETM) a la frontiére entre eaux douces et intrusions marines. Les eaux douces moins denses ne se
mélangent pas aux eaux marines plus denses qui s’infiltrent en suivant le fond. Ce front de salinité provoque
I’agglomération et la précipitation d’une partie des particules transportées par la riviere, une autre partie
(particules plus fines) poursuit dans les eaux de surface.

L’érosion cOtiere est également un processus important dans les flux de carbone et de
particules versant dans I’océan arctique. Bien que ce soit un processus plus hétérogéne car il
dépend principalement de la qualité du sol, I’érosion cétiere peut surpasser largement le
transport fluvial dans certaines zones composées principalement de dépdts fluviaux ou
glaciaires, comme la mer de Laptev, ou le double de la quantité de sediments est apporté par
I’érosion. De méme, dans la mer de Beaufort en Alaska, I’apport sédimentaire provenant de
I’érosion est 7 fois supérieur a celui des riviéres (Rachold et al. 2000). En revanche, dans la
mer de Beaufort canadienne, le Mackenzie est la source principale de sédiments et
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I’importance relative de I’érosion cétiére est nettement moins importante (Macdonald et al.
1998). La teneur en carbone organique toutefois, diverge selon le sédiment considéré, par
exemple, en mer de Laptev 58,6.10° t/a sont déversées mais le COT n’en représente que
1,8.10° t/a (3%) alors qu’en mer des Tchouktches 70.10° t/a de sédiments ne contiennent que
1,1% de COT (0,8 .10° t/a) ; il en est de méme en mer de Beaufort ot le COT représente 1,1%
des 7,9.10° t/a de sédiments déversés (Stein 2008).
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Figure 35. Estimations actuelles des flux entrants de sédiments et carbone organique en Arctique
(en gris) et de carbone produit en milieu marin (en blanc, voir § 3.3.1). En parenthéses, les estimations
divergentes de I’érosion cétiére par Vasiliev et al. (2005).

L’ensemble de ces processus (Figure 35) meénent a une estimation actuelle globale
d’environ 666.10° tonnes de sédiments terrigénes rentrant dans I’océan arctique par an ce qui

représente environ 12,6.10° t/a de carbone organique.

3.2. Variations et changement climatiques

3.2.1. L’Arctique, sentinelle du réchauffement global

Selon les estimations, le XX®™ siécle a été le siécle le plus chaud depuis plus de 400
ans (Overpeck et al. 1997) et depuis 1850, date & laquelle commenceérent les relevés
instrumentaux de la température a la surface du globe, les 17 dernieres années (depuis 1995)

sont les plus chaudes. Bien que les températures aient augmenté presque partout dans le
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monde (Figure 36), les températures moyennes dans I’Arctique ont quant a elle augmenté
pratiquement deux fois plus vite que les températures mondiales au cours des 100 dernieres
annees. Selon les observations effectuées depuis 1961, la température moyenne des océans
s’est accrue jusqu’a des profondeurs d’au moins 3 000 metres, et les océans ont absorbé plus
de 80 % de la chaleur ajoutée au systeme climatique. Sur I’ensemble de la planéte, le niveau
moyen de la mer s’est éleve de 1,8 + 0,5 mm/an en moyenne entre 1961 et 2003, et d’environ
3,1 £ 0,7 mm/an en moyenne entre 1993 et 2003. L’IPCC (2007) estime que, depuis 1993,
I’élévation du niveau de la mer est imputable pour 57 % environ a la dilatation thermique des
océans, pour 28 % environ a la fonte des glaciers et des calottes glaciaires et, pour le reste, a
la rétraction des nappes glaciaires polaires. En effet, les données satellites depuis 1978
montrent que I’étendue annuelle moyenne des glaces a diminué de 2,7 + 0,6 % par décennie
dans I’océan Arctique, avec un recul plus marqué en été de 7,4 + 2,4 % par décennie. Deux
épisodes particulierement alarmant se sont produits en été 2007 avec une réduction de la
calotte glaciaire de plus de 40 % par rapport a 1980 et tres récemment, en 2012, cette
diminution fut encore plus drastique (Figure 36, droite). Concernant la glace de mer pérenne
(agée de plus d’un an), un majeur déclin de leur surface a également été observé au cours des
trois derniéres décennies. Entre mars 2005 et mars 2007, la glace de mer pérenne a été
diminuée de plus d’un million de kilomeétres carreés (soit 23 % de son aire ; Nghiem et al.
(2007)). Selon des mesures obtenues par des sonars de sous-marins et des modeles
mathématiques, I’épaisseur de la calotte glaciaire est suspectée d’avoir diminuée de prées de 40
% en moins de 40 ans (Rothrock et al. 1999, 2003), mais ces données sont encore soumises a
controverse. Le declin de la glace de mer arctique actuel semble sans précédent dans sa duree
comme dans son intensité d’apres les reconstructions climatiques a grande échelle depuis pres
de 1 500 ans (Kinnard et al. 2011). L’Antarctique ne semble pas subir de diminution
significative de la couverture glaciaire contrastant avec I’ Arctique, ou au contraire, les effets
du réchauffement semblent amplifiés, faisant de I’Arctique une sentinelle particulierement
sensible pour le changement climatique. Dans la globalité des deux hémispheéres, les glaciers
et la couverture neigeuse occupent également une moins grande superficie. Depuis 1900,
I’étendue maximale du pergélisol saisonnier a diminué de 7 % dans I’hémisphére Nord, ce
recul pouvant atteindre 15 % au printemps et depuis les années 1980, les températures a la
surface du pergélisol se sont globalement accrues (jusqu’a 3 %) dans I’Arctique. Les
précipitations ont également fortement augmentées entre 1900 et 2005 dans I’Est de

I’Amérique du Nord et du Sud, dans le Nord de I’Europe et dans le Nord et le centre de
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I’Asie, tandis qu’elles diminuaient au Sahel, en Méditerranée, en Afrique australe et dans une
partie de I’Asie du Sud. (pour plus de détails sur la place de I’Homme dans le le

réchauffement global observé en Arctique, voir Annexes)
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Figure 36. Variations observées de la température moyenne a la surface du globe (a), du niveau
moyen de la mer a I’échelle du globe (b), et de la couverture neigeuse dans I’hémisphere Nord en mars—
avril (c) (IPCC 2007) ; ainsi que de I’étendue de la calotte glaciaire de fin d’été en 1980 et pendant les
évenements exceptionnels des minimums glaciaires de 2007 et 2012 (NOAA). Données recueillies par les
marégraphes (en bleu) et les satellites (en rouge) ; tous les écarts sont calculés par rapport aux moyennes pour la
période 1961-1990 ; les courbes lissées représentent les moyennes décennales, les cercles, les valeurs annuelles.

3.2.2. Oscillations climatiques en Arctique

La large variabilité du climat arctique peut étre en partie expliquée par I’influence de
nombreux processus atmosphériques oscillants a I’échelle de I’hémisphére Nord et d’un fort
couplage océan-atmosphere. Le climat arctique est fortement lié a la force et a la localisation

des centres de hautes et basses pressions. Ces gradients de pression conditionnent vents et
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courants marins dominants (s’écoulant d’une haute vers une basse pression), précipitations et
températures déterminant en grande partie la saisonnalité du climat. La variabilite
interannuelle est egalement liée aux centres de hautes et basses pressions bien que ce soit des
phénomeénes distincts. L’Arctique est sous I’influence principale d’un phénomene climatique
oscillatoire a I’échelle de I’hémisphére Nord, I’oscillation arctique (AQO), se traduisant dans le
bassin Atlantique par I’oscillation nord atlantiqgue (NAO). La quantité d’eaux relativement
chaudes parvenant en Arctique via le Gulf Stream et son relais la dérive nord atlantique, va
étre en grande partie dépendante de la force des vents et de la différence de pression. En phase
chaude de AO/NAO, les courants atlantiques, enrichis en chaleur et salinité par
I’augmentation de I’influence des eaux subtropicales, s’accentuent et s’infiltrent plus dans les
eaux intermédiaires arctiques (Hakkinen et Rhines 2009, Hékkinen et al. 2011). Deux
phénomeénes climatiques a I’échelle de plusieurs décennies peuvent également influer sur la
température des eaux arctiques (et donc aussi sur son climat), I’oscillation décennale pacifique
(PDO, cycle de 20 a 30 ans) et I’oscillation atlantiqgue multi-décennale (AMO, cycle de 40 a
80 ans) toutes deux liées au déplacement de masses d’eaux chaudes de surface du Pacifique
Nord et de I’Atlantique Nord. Elles seraient toutes deux liées, en mode chaud, a I’intrusion de
masses d’eaux plus chaudes dans I’océan arctique via les détroits de Fram et Béring (pour
plus de détails sur les oscillations climatiques jouant un r6le dans le climat arctique, voir

Annexes)

3.2.3. Impacts des variabilités et du réchauffement climatiques en Arctique

Les oscillations Arctique et Nord Atlantique ont un fort impact sur la cryosphere
notamment sur la vitesse de dérive ainsi que I’épaisseur et le volume de glace de mer. En
phase négative de AO/NAO (phase froide), le gyre de Beaufort est renforcé concentrant la
glace de mer en Arctique (Figure 37, gauche) alors qu’en condition de AO/NAO positive
(Figure 37, droite), le gyre de Beaufort se réduit renforcant la dérive transpolaire (TPD)
exportant la glace de mer par le détroit de Fram. Dans I’archipel canadien et le Groénland
Nord-Ouest (régions concentrant le plus de glaces pérennes), une partie de la glace convoyée
par la TPD s’accumule mais surtout moins de glace agée est arrachée par le gyre de Beaufort.
La glace piégée dans le gyre de Beaufort est genéralement bloquée en Arctique pour 5 & 10
ans ce qui implique que les glaces présentes en mers de Beaufort et des Tchouktches sont
généralement agées. Ainsi selon la mer considérée mais surtout selon les pressions

atmosphériques (phase de AO/NAO), la glace ne présentera pas les mémes caracteristiques,
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ce qui conditionnera en partie la longueur de la période libre de glace (y compris son étendue)
et de production phytoplanctonique ainsi que la quantité d’eau douce relachée dans le milieu.
La chaleur latente tant atmosphérique qu’apportée par les courants entrants en Arctique va
également influer sur ces parameétres faisant de la cryosphere, une composante tres sensible au
réchauffement (voir 8 3.2.1).
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Figure 37. Directions générales de dérive de la glace de mer (haut) et nombre d’années pour
rejoindre le détroit de Fram (bas) en conditions de AO/NAQO fortement négative (gauche) et fortement
positive (droite). Abréviations : BG : gyre de Beaufort, TPD : dérive transpolaire. D’aprés Macdonald et al.
(2005).

La diminution de I’étendue, de I’épaisseur et de la période de recouvrement de la glace
de mer due au réchauffement va également entrainer une augmentation de la surface
d’échange entre océan et atmosphére. Cela va probablement entrainer de nombreuses
modifications des caractéristiques physiques de I’océan arctique par I’augmentation de
I’influence des forgcages physiques externes (vents, orage, exposition au rayonnement solaire)
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pouvant par exemple augmenter la profondeur de la PML, modifier les courants (notamment
courants géostrophiques, upwelling/pompage et downwelling/ventilation via I’augmentation
du transport d’Eckman), ou accentuer les phénomeénes de remise en suspension de sédiment
en milieu cotier. L’augmentation de la surface marine éclairée est également un paramétre a
ne pas négliger dans les modifications entrainées par le réchauffement, car non seulement cela
va réduire nettement I’albédo de cette région et donc avoir une influence majeure sur le climat
(via I’effet de Serre), mais également car c’est un parameétre primordial pour les écosystemes.
Dans ce dernier cadre, la quantité et qualité de la lumiére qui pénétre dans I’océan sont
également des paramétres importants pour les écosystémes marins (ainsi que pour les
photoréactions) et ici encore les rejets anthropiques ont une influence non négligeable. En
effet, principalement sous I’effet du rejet massif de chlorofluorocarbone (CFC) par I’activité
humaine, la couche d’ozone stratosphérique s’affine (entre 10 et 15 % depuis 1979) et de
séveres et nombreuses zones de deplétion se forment notamment en Arctique ou un
évenement de ce type avec une depletion de plus de 45 % a été enregistré au milieu des
années 1990s (Fioletov et Evans 1997). Cet affaiblissement se traduit par une augmentation
des UV (ACIA 2005) qui par leur forte énergie accroissent la quantité d’énergie percue par le
systeme mais surtout ont des effets néfastes sur les organismes vivants particulierement

épipélagiques.

Les oscillations climatiques jouent également un réle important dans les précipitations
et les débits des fleuves arctiques. Les changements dans les vents et les températures induits
par I’AO/NAO modifient le ratio précipitation/évaporation tant dans la quantité que dans la
saisonnalité (Serreze et al. 2000) influencant le débit des fleuves (Figure 38). Peterson et al.
(2002) ont montré que les anomalies® de déversement des fleuves arctiques étaient fortement
corrélées avec les oscillations climatiques et les températures atmosphériques de surface a
courtes echelle de temps. A plus longue échelle de temps, Wagner et al. (2011) ont montré
que depuis I’ére industrielle, le déversement (résultat de la précipitation a laquelle est
retranchée I’évaporation) de tous les fleuves arctiques majeurs a été augmenté avec une
rapidité sans précédent depuis 700 ans (Figure 38). Cet apport supplémentaire en eaux
douces, généralement chaudes en comparaison de l’océan dans lequel elles arrivent,

augmentera probablement le caractére saumatre de I’océan arctique et pourrait avoir, outre le

% Anomalie : variation dont la moyenne se maintient sur le long terme.
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Figure 38. Décharge en eaux douces (moyennée sur 3 ans) du Yenisei, Ob’ et Mackenzie en fonction
de I’indice moyen de I’Oscillation Arctique (haut) ; moyenne sur 10 ans des anomalies de déversement des
fleuves arctiques eurasiens, indice NAO d’hiver et moyenne globale de la température de I’air de surface
(milieu) ; reconstruction des tendances de déversement des fleuves arctiques eurasiens (a) et américains (b)
depuis 700 ans (bas). D’aprés Macdonald et al. (2005) pour le haut ; Stein (2008) pour le milieu et Wagner et al.

(2011) pour le bas.
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fort impact sur les écosystemes marins, des incidences non seulement sur I’hydrographie de
ce dernier par la formation d’une plus forte et plus profonde halocline limitant les échanges
avec la surface mais aussi sur I’hydrographie mondiale par la limitation de la formation
d’eaux profondes. L’augmentation de la pluviométrie n’aura probablement pas qu’une
incidence sur la quantité d’eaux douces transportées par les fleuves jusqu’en Arctique. En
addition d’une température ambiante augmentée et de la fonte plus profonde de la couche
superficielle du pergélisol qui en résulte, un plus grand lessivage des sols et une plus grande
érosion des cOtes augmenteraient en conséquence la quantité de carbone (organique et
minéral) et de particules déversées dans I’océan arctique. Les eaux douces pourraient passer
d’un systeme dominé par les eaux de surface, pauvres en minéraux, a un systéme dominé par
les eaux souterraines, riches en ions tels que le phosphate, I’azote minéral (ammonium,
nitrate) ou le silicate (Frey et McClelland 2009). De plus, un réchauffement du pergélisol
pourrait provoquer la libération brutale de grandes quantités de gaz a effet de serre qu’il
séquestre sous forme notamment de carbohydrates (voir 8 3.1.3). Cette émanation massive
principalement de CO, et de CH,4 pourrait, en rétroaction positive, amplifier le réchauffement
local et global (Stein 2008). Les changements dans les régimes de glace, de matiere carbonée
et nutriments, de température, de salinité et d’illumination induites par le réchauffement sont
suspectés d’avoir de forts impacts sur les écosystemes marins et principalement sur les

compartiments de base comme le bactérioplancton.

3.3.  Les bactéries pélagiques de I’océan arctique

3.3.1. Productivité dans I’océan arctique

Longtemps considéré comme le moins productif des océans notamment a cause de la
température et de la permanence de la calotte glaciaire, sa production était estimeée a moins
d’un gramme de carbone par métre carré et par an (Pomeroy et al. 1990). Toutefois a la fin
des années 1990, Gosselin et al. (1997) estiment qu’en Centre Arctique, plus de 11 gC/m?/a
sont produits sous la glace pérenne pendant les 4 mois d’été, notamment grace aux
organismes se développant sur le fond de la glace (comme les microalgues). Ces microalgues
seraient responsables d’environ 60 % de la production primaire et fourniraient plus de 50.10°
t/a de carbone « frais » (facilement utilisable par les hétérotrophes). Il est de nos jours accepté
que I’ocean arctique peut localement et ponctuellement étre tres productif quand les

conditions suivantes sont réunies : une faible épaisseur ou une absence de glace permettant un
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éclairement suffisant, une luminosité minimale et un apport suffisant en éléments nutritifs.
Les zones les plus productives se retrouvent donc dans les parties de I’océan arctique souvent
libre de glace ou les courants marins se rencontrent, entrainant de grands mouvements de
masses d’eau et la remontée en surface d’élément minéraux séquestrés en profondeur (Figure
39, haut). C’est le cas dans le Sud-Ouest de la mer de Barents entre Islande et Norvége ou
Groénland ou les plus fortes valeurs de productivité arctique sont enregistrées (~200 gC/m?#/a)
en reponse a la rencontre des eaux arctiques et atlantiques (Figure 31), la quasi permanence de
conditions libres de glace en été et un upwelling quasi-permanent faisant remonter les eaux
riches en nutriments dans la PML qui en est pauvre. La mer des Tchouktches est également
trés productive avec jusqu’a 400 gC/m?2 produit par an (la valeur la plus forte en Arctique).
Cette production est cependant plus ponctuelle que celle de la mer de Barents, car elle dépend
beaucoup de I’influx de nutriments venant du détroit de Béring. Sakshaug (2004) estime la
production des mers de Kara, Laptev et Sibérienne Est a moins de 50 gC/m?/a, valeur
moyenne de la mer de Beaufort. Ceci est principalement di aux actions combinées de la forte
stratification, de la profondeur de la PML (dépendant de la quantité d’eaux douces déversée)
et de la présence plus longue de la glace de mer qui limite la formation d’upwelling®® au bord
du plateau continental et I’apport de nutriments dans les eaux de surface plus pauvres (la

production, souvent forte, dans les estuaires n’étant ici pas comptabilisee).

La production primaire peut également étre localement forte dans les polynies® (Figure
39 d) dont les plus importantes sont rencontrées principalement dans I’archipel canadien, au
Nord de la mer du Groénland et dans la mer de Béring. La production peut représenter
environ 50 gC/m?#a a 150 gC/m?/a (Figure 39, haut). Au total, il est estimé que la production
primaire moyenne de I’océan arctique serait d’environ 26 gC/m2/a, ce qui représente un flux
de carbone frais d’environ 330.10° t/a. De plus, il était estimé pendant longtemps que la
production primaire ne se faisait pas en-dessous de la glace de mer, ou alors uniquement en

bordure de la calotte glaciaire. Récemment, Arrigo et al. (2012) ont montré en juillet 2011

% Upwelling : phénoméne, généré par les vents ou les courants, de remontée des eaux. Le processus
inverse, conduisant a une plongée des eaux est appelé Downwelling.

%1 Polynie : zone semi-permanente d’eau libre entourée de glace, souvent soit proche de la zone de
rencontre glace de terre/glace de mer et causée probablement par les vents soit en océan hauturier (souvent plus
importante en dimension) et probablement causée par des upwellings d’eaux profondes plus chaudes.
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Figure 39. Production primaire totale dans I'océan arctique (a ; gC/m%a) et vues d’efflorescence du
phytoplancton par les satellites SeaWIFs et MODIS. Efflorescences d’été en mer des Tchouktches (b) ; de
Béring (c), de Barents (d) et d’hiver dans une polynie e). D’aprés Stein (2008) et http://oceancolor.gsfc.nasa.gov.
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des efflorescences massives de phytoplancton (de 28,7 a 32,5 gC/m?) jusqu’a plus de 100 km
sous la calotte glaciaire en mer des Tchouktches. Cette glace avait toutefois quelques
particularites, elle était d’une épaisseur de 0,5 a 1,8 m (glace saisonniere) et presentait
énormément de flaques de fonte a sa surface (melt ponds) augmentant de 4 fois la

transmission de la lumiére au travers de la couche de glace.

3.3.2. Diversité du bactérioplancton arctique

Si les grandes efflorescences arctiques sont principalement le fait de nanoeucaryotes
photosynthétiques comme les diatomées (Phaeocystis, Chaetoceros, Thalassiosira, et
Fragilariopsis) qui dominent en particulier dans I’océan arctique c6tier, la communauté
phytoplanctonique dans I’océan hauturier a tendance a étre dominée par les picoeucaryotes
flagellés photosynthétiques, notamment un clade de Micromonas endémique de I’Arctique
(Not et al. 2005, Lovejoy et al. 2007, Balzano et al. 2012a, 2012b). Toutefois, les
picocyanobactéries coccoides (Synechococcus et Prochlorococcus), responsables d’une
grande partie de la production primaire dans la majorité des autres océans (voir § 1.3.3), sont
quasi-absentes de I’océan arctique (Li 2009) suggeérant que la quasi-totalité de la production
primaire est attribuable aux eucaryotes. Fait singulier, les picocyanobactéries d’eaux douces
de la famille des Synechococcaceae sont présentes, et trés abondantes, dans les systemes
dulcaquicoles arctiques mais les Synechococcus marines disparaissent une fois franchi le
cercle polaire (Vincent 2002). Les Synechococcus dulgaquicoles sont retrouvees a
I’embouchure des fleuves mais décroissent tres rapidement et n’excédent que rarement I’ordre
de la centaine d’individus par millilitre d’eau de mer (Waleron et al. 2007). Ortega-Retuerta
et al. (2012c) montrent par pyrosequencage une présence des Synechococcophycideae
principalement agrégee aux particules dans I’estuaire du Mackenzie (~ 10 % de la
communauté) avec une forte diminution en région cotiere et une absence au large. Ces
résultats suggerent un possible transport de Synechococcus allochtones, d’eaux douces ou de
zones humides, ou ces derniéres forment des tapis bactériens trés denses (Vincent 2002) dans
I’océan, sans ou avec peu de persistance (effet dilution). L’origine des tres faibles abondances
de Synechococcophycideae, présentes tout de méme dans les eaux de surface, est encore
discutée entre apports allochtones, des fleuves ou des océans adjacents par les courants
entrants Pacifique ou Atlantique (Gradinger et Lenz 1989, Vincent et al. 2000, Waleron et al.
2007) ou des populations autochtones de faibles densités. En effet, Huang et al. (2012) ont

mis en évidence des sous-clades de Synechococcus (clade CB1 du sous-groupe 5.1 et CB2 du
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5.2) dominantes dans les hautes latitudes a partir du Nord de la mer de Béring et dans la mer
des Tchouktches. Les sous-clades | et IV ont été détectes dans les zones subarctiques dans les
océans Pacifique (Huang et al. 2012) et Atlantique (Zwirglmaier et al. 2008). Huang et al.
(2012) avancent que ces clades seraient adaptés aux zones froides, cependant, le caractére
estuarien de I’océan arctique peut représenter un facteur tout autant, voire plus, structurant
pour ces populations étant donné que les groupes CB1 et 5 ont été isolés a I’origine dans les
eaux saumatres de I’estuaire de la baie de Chesapeake située dans les moyennes latitudes
(Chen et al. 2006). Les bactéries photoautotrophes étant tout de méme de trés faibles
abondances, la grande majorité des groupes bactériens présents en Arctique fait donc partie du

bactérioplancton traditionnellement vu comme hétérotrophe.

Bien qu’en 1914 Issatchenko isola un grand nombre de bacteries, physiologiquement
diverses, provenant des diverses cotes russes de I’océan arctique (Zobell 1946), les premieres
études exhaustives de diversité et de répartition des bactéries marines arctiques n’ont débuté
que vers la fin des années 1990. Ces études pionniéres, utilisant des banques de clones de
I”’ARNTr 16S et des techniques d’empreinte moléculaire, établissent que les groupes bactériens
majeurs dans I’océan arctique de surface sont les mémes que dans les autres océans (Bano et
Hollibaugh 2002, Malmstrom et al. 2007). Ces résultats ont été confirmés depuis grace a
d’autres techniques, notamment par pyroséquencage de la région hypervariable V6 de I’ARNr
16S (Kirchman et al. 2010, Comeau et al. 2011, Bowman et al. 2012). Les 3 grands taxons
présents en Arctiqgue sont les Alphaproteobacteria, les Gammaproteobacteria et les
Bacteroidetes (Figure 40), caractéristique semblant étre partagée entre Arctique et Antarctique
(Brinkmeyer et al. 2003). Une méta-analyse récente conduite dans le cadre de I’ICoMM
(Ghiglione et al. 2012) révele que la similarité des communautés présentes aux 2 poles est
plus grande que celle entre communautés présentes aux poles et a plus basses latitudes.
Toutefois, a fine échelle taxinomique, la communauté arctique difféere de la communauté
antarctique avec 78 % des OTUs uniques a I’océan Sud et 70 % des OTUs uniques a I’océan
arctique. Cette étude, tout comme les banques de clones révelent, dans diverses régions de
I’océan arctique, une plus grande proportion de Gamma- que d’Alphaproteobacteria,
contrastant avec les régions tempérées (Malmstrom et al. 2007, Pommier et al. 2007). Méme
si les pyroséquencages ne révélent pas de dominance marquée des Gammaproteobacteria
dans les zones libres de glace (Figure 40, a, b, d), une trés nette suprématie de ce groupe est
enregistrée dans les glaces pérennes du centre Arctique (c) dénotant une possible influence de
la glace sur la répartition de ce groupe. Les proportions de Bacteroidetes, sont quant a elles
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Figure 40. Distribution et diversité des groupes majeurs de bactéries marines arctiques de surface
évaluées par pyroséquencage de la région V6 de I’ARNr 16S. Préléevements effectués en 2007 (haut) et en

2009 (bas). (Kirchman et al. 2010, Comeau et al. 2011, Bowman et al. 2012).
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plus importantes en moyenne qu’a plus basses latitudes (en comparant avec les données du
GOS et de I’ICoMM, voir § 1.3.3). La aussi I’apport de la glace peut se révéler important
pour la distribution de ce groupe compte tenu de leur nature épiphytique, de leur capacité a
flotter (présence chez certaines espéces de vacuoles gazeuses) et a adhérer aux surfaces
comme la glace (Glockner et al. 1999, Bowman 2006). Ortega-Retuerta et al. (2012c) ont
analysé par pyroséquencage les communautés bactériennes libres et attachées aux particules le
long d’un gradient estuaire — océan hauturier en mer de Beaufort et confirment un gradient
augmentant en proportion de Bacteroidetes (Flavobacteriaceae) vers les eaux cotieres et
océaniques (plus grande concentration de glace). Ils montrent, en accord avec les tendances
géneérales de ce groupe, une diminution des Betaproteobacteria vers I’océan méme si ces
dernieres persistent au large. De maniére intéressante, ce groupe n’apparait en proportion non
négligeable que dans la mer des Tchouktches et Beaufort et semble absent par ailleurs (bien
gu’il puisse étre comptabilisé dans le groupe « Other proteobacteria » comprenant également
les 6 et € dans les études de Comeau et al. (2011) et Bowman et al. (2012)). Ce groupe semble
également étre abondant dans les eaux de fonte de la glace de mer dans le détroit de Fram
(Brinkmeyer et al. 2004). Dans leur méta-analyse, Ghiglione et al. (2012) notent que les
groupes, souvent trouvés en milieu terrestre ou dulcaquicole, des Betaproteobacteria,
Actinobacteria, et Acidobacteria sont plus communs et abondants dans I’océan arctique qu’en
Antarctique. Ce constat est, sans doute lié a la forte influence riveraine en Arctique. Les
Alphaproteobacteria, groupe dominant dans les eaux arctiques, sont dans les proportions les
plus hautes enregistrées a plus basses latitudes avec une moyenne d’environ 60 % de la

communauté bactérienne (contre 30 a 55% dans les données GOS et ICOMM).

A plus fine résolution taxinomique, les SAR11 (Alphaproteobacteria) sont, comme
dans de nombreux océans, le groupe majeur dans I’océan arctique hauturier en surface (Bano
et Hollibaugh 2002, Bowman et al. 2012) et également en domaine cotier (Comeau et al.
2011) ainsi qu’en profondeur (Galand et al. 2010) mais semblent peu représentées dans les
glaces de mer (Bowman et al. 2012). Ghiglione et al. (2012) reportent que les communautés
cotieres d’été comme d’hiver sont dominées par les SAR11 et des groupes de
Gammaproteobacteria incultivées (Ant4D3). En été, des groupes d’Alphaproteobacteria
proches des genres Loktanella et Sulfitobacter (Rhodobacteraceae) et de Bacteroidetes
proches du genre Polaribacter (Flavobacteriaceae) sont également abondants (contrairement
a I’hiver ou seuls les SAR11 et Ant4D3 dominent En revanche, au large, bien que les SAR11

soient toujours largement dominantes, le groupe des Ant4D3 diminue au profit des SAR86
105



CHAPITRE 3. L’Océan Arctique, extréme en changements

parmi les Gammaproteobacteria et un autre groupe de Rhodobacterales appartenant au genre
Roseobacter augmente au detriment des Loktanella et Sulfitobacter. Les pyrosequencages de
Comeau et al. (2011) et Bowman et al. (2012) ont montré que les familles des
Rhodobacteraceae (dont les Roseobacter) parmi les Alphaproteobacteria, et des
Flavobacteriaceae parmi les Bacteroidetes sont également ponctuellement abondantes en mer
et sont les familles dominantes dans les glaces. Ces deux dernieres familles sont
habituellement trouvés abondantes, a plus basses latitudes, lors d’efflorescences algales ou
dans les eaux riches (Kirchman 2002, Buchan et al. 2005) ce qui serait concordant avec leurs
fortes abondances dans les communautés des glaces, caractérisées par leur capacité a de fortes
efflorescences ponctuelles dans le temps et I’espace. Par ailleurs, Dyda et al. (2009) ont
montreés que la contribution de certains groupes a la structure du bactérioplancton arctique
variait en fonction de la nature de la matiére carbonée disponible, en particulier, les
Loktanella et Sulfitobacter dominaient lorsqu’ils étaient incubé avec en majorité de la matiére

organique terrigene.

Il ressort globalement qu’en comparaison des autres océans (décrit § 1.3.3), les groupes
majeurs dans I’océan arctique dessinent les mémes tendances avec une biogéographie
similaire notamment en fonction du statut nutritif des masses d’eau (c.-a-d. les zones cotieres
ou hauturiéres). Cependant a I’échelle du genre ou de I’espece (OTU) et parfois de la famille,
les groupes bactériens semblent montré une spécificité arctique {Ghiglione, 2012 #931}. Ceci
pourrait étre vue comme une régionalisation, et par la un certain endémisme, pouvant traduire
des adaptations aux conditions environnementales locales, drastiques en Arctique. Toutefois,
cette vue peut étre nuancée en considérant que la vue de la diversité peut varier plus
temporellement que spatialement dans certaines régions {Kan, 2007 #1241}. De facon plus
critique, la diversité observée est dépendante de la méthode utilisée pour la déterminer ainsi
gue du traitement bioinformatique pour traiter les séquences obtenues (notamment le choix du

seuil d’homologie de séquences définissant I’OTU).

3.3.3. La vie bactérienne dans le froid

Comment la température contrdle la croissance bactérienne est une question trés
controversée et fait I’objet d’études conflictuelles. Basé sur une production bactérienne faible
ainsi qu’un faible ratio production bactérienne/production primaire, enregistrés dans les eaux

froides, Pomeroy et Deibel (1986), pour expliquer les biomasses plus importantes des
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organismes polaires de rangs trophiques supérieurs, ont proposé que la croissance bactérienne
était treés faible dans les zones polaires. Cette hypothese a été contestée notamment dans les
eaux en permanence froides par de multiples études comme par exemple Wheeler et al.(1996)
et Yager et al. (2001). Kirchman et al. (2009) ont également trouvé une production
bactérienne significativement plus faible dans les océans polaires (mers arctiques des
Tchouktches/ de Beaufort et mer antarctique de Ross) qu’a plus basses latitudes. Cependant,
ils trouvent également de fortes valeurs ponctuelles dans les environnements froids en
permanence suggérant que d’autres facteurs que la température jouent sur la production
bactérienne notamment une variation dans les flux de la boucle microbienne (voir § 1.4.3)
visualisables par le ratio production bactérienne/production primaire. Méme si ce dernier est
faible, il augmente trés fortement avec la température entre -1,8°C et 4°C, au-dessus
I’augmentation est plus faible. Ces résultats ont été interprétés comme une tres forte
utilisation par les bactéries hétérotrophes du carbone organique issu de la production primaire
insensible a la baisse de la température, excepté en dessous de 4°C (température critique). Les
auteurs avancent que les faibles abondances bactériennes en Arctique sont principalement
liées a I’apport en MOD et en plus faible mesure a la température qui limite les taux de

croissance.

Le froid permanent exerce de fortes contraintes notamment thermodynamiques, sur les
organismes et leur fonctionnement. En particulier le froid (diminution d’enthalpie), joue sur la
stabilité accrue et la flexibilité réduite des macromolécules telles que les glycolipides de la
membrane, les acides nucléiques et les enzymes (Bakermans 2012). Les bactéries vivant dans
les milieux froids, appelées psychrophiles®® ou psychrotolérantes®® selon la température
optimale de leur croissance, ont développé de multiples stratégies en réponse a ces
contraintes. Pour limiter la formation de glace, de nombreux solutés compatibles comme la
glycine bétaine, le glycérol, le tréhalose, le sucrose, la proline et le DMSP, peuvent étre
synthetisés. Ces composés ont différents réles et sont impliqués dans les réponses a de

nombreux stress autres que la température. 1ls peuvent empécher la formation de cristaux de

%2 psychrophile : dont les températures cardinales de croissance sont 0°C ou moins (minimum), 15°C
(optimum) et 20°C (maximum). Actuellement la limite de température connue pour la reproduction est de -12°C
et -20°C pour le métabolisme.

% psychrotolérante : dont les températures optimales de croissance sont comprises entre 18°C et 45°C
(mésophile) mais qui supporte,et continue de se reproduire (a plus faible rendement) a des températures plus
basses.
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glace et palier au manque d’eau par différentes stratégies : en empéchant la nucléation, en se
liant aux cristaux de glace, en abaissant la température de cristallisation de I’eau a I’intérieur
de la cellule ou en limitant les liaisons entre protéines et glace (Welsh 2000). Pour maintenir
la fluidité de la membrane, les psychrophiles et psychrotolérants utilisent un mélange de la
composition en acides gras principalement en augmentant la quantité d’acides gras
polyinsaturés mais également en acides gras avec des chaines courtes, branchées ou cycliques
augmentant le désordre (viscosité) de la membrane (White et al. 2000). L’augmentation du
désordre protéique interne (c.-a-d. une proportion accrue de peptides non organisés en hélice
alpha ou en feuillet beta) est une réponse genérique permettant une plus grande flexibilité. Les
enzymes présentent également des adaptations de leur cinétique, leur permettant de
fonctionner a basse température (plus grande plasticité du site actif). En compensation d’une
affinité réduite, il semblerait qu’une des réponses est I’augmentation de la concentration
intracellulaire des substrats (Bakermans 2012). Napolitano et al. (2005) ont montré que le
niveau d’ATP contenu dans les psychrophiles est plus élevé que dans les méso- et
thermophiles. Ces auteurs avancent que cela pourrait constituer une stratégie compensatoire
pour maintenir les processus biochimiques a basse température (déplacement
thermodynamique des réactions) qui reposerait sur une adaptation des protéines clés dans le
métabolisme des adénylates comme I’ATP synthase ou I’AMP phosphatase/désaminase

permettant une plus grande production d’ATP que de consommation.
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CHAPITRE 4. Objectif de la thése et le projet MALINA

4.1. MALINA, une problématique liée au réchauffement global

Les diverses études et synthéses scientifiques récentes prédisent 6 impacts majeurs du

changement climatique global (voir § 3.2) sur les écosystemes arctiques :

1- L’augmentation de la température de I’air, de la terre et de I’eau. Dans le cas d’un
scénario d’émissions de gaz & effet de Serre modérées®, une augmentation de la température
annuelle moyenne allant jusqu’a 7°C est prédite au-dessus de I’océan Arctique au cours du
prochain siécle pour une augmentation globale de 2,8 + 1,6 °C (IPCC 2007).

2- L’augmentation du rayonnement ultraviolet paralléle a I’appauvrissement de la couche
d’ozone qui a diminué de 10 a 15 % depuis 1979 au dessus de I’ Arctique.

3- La fonte des glaces et en particulier de la calotte glaciaire pérenne. Sa disparition
totale en été est prédite pour la fin de ce siécle ayant des conséquences directes pouvant
modifier profondément I’environnement arctique : exposition de la colonne d’eau au
rayonnement solaire, augmentation des forcages atmosphériques a la surface de I’océan et une
modification de la salinité de surface.

4- La fonte du pergélisol et augmentation de I’érosion cdtiere libérant de grande quantité
de matiére organique dont une grande partie pourrait étre transportée par les eaux de
ruissellement vers les fleuves et I’océan et utilisée par les processus bactériens.

5- L’augmentation du débit des fleuves qui d’ici 2080 pourrait atteindre 24 a 31% (Arnell
2005)

6- La modification de la circulation océanique avec la réduction du couvert de glace et
I’augmentation d’apport en eau douce qui pourraient conduire & des modifications majeures

de la circulation thermohaline et géostrophique de I’océan Arctique.

% Selon les modélisations du Special Report on Emissions Scenarios, en suivant le scénario A1B basé sur
une vision d’un monde a croissance économique tres rapide se reposant sur un équilibre entre énergies fossiles et
renouvelables
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C’est dans ce cadre de changements climatiques amplifiés en arctique qu’a été
organisée la campagne MALINA®. Le projet MALINA (Mackenzie Light and Carbon) est
un programme scientifique international de 4 ans (2008-2012) qui visait a déterminer I’impact
des augmentations de lumiére et de carbone dans le systeme fleuve Mackenzie / mer de
Beaufort. Plus particulierement, il avait pour but de déterminer I’impact des changements
climatiques sur le devenir du carbone d’origine terrestre exporté vers I’océan Arctique, sur la
biodiversité microbienne, et sur la production photosynthétique de carbone organique. L'étude
a été abordée sous forme d’une campagne océanographique majeure conduite dans le systéme
Fleuve Mackenzie / Mer de Beaufort entre juillet et aolt 2009 en vue de documenter les
différents stocks de matiéres organiques et de nutriments, les processus de transformation de

ces stocks et les caractéristiques hydrodynamiques et optiques du milieu.

4.2. Description du systeme fleuve Mackenzie / mer de Beaufort

4.2.1. Présentation, caractéristiques physiques et saisonnalité

Le secteur arctique choisi pour mener cette étude est le plateau continental du fleuve
Mackenzie en Mer de Beaufort. Au cours des dernieres décennies, cette région a connu une
réduction significative du couvert de glace estivale (Barber et Hanesiak 2004) et des
augmentations du rayonnement ultraviolet et du débit fluvial sont attendues comme accrues
dans les décennies futures. Le choix de cette zone d’étude a également été motive par les
données acquises entre 2002 et 2004 dans cette région par le Canada, les Etats-Unis, le Japon,
et d’autres pays (y compris la France) dans le cadre du projet international CASES (Canadian

Arctic Shelf Exchange Study ; http://www.cases.quebec-ocean.ulaval.ca/index.html).

Le Mackenzie est le principal fleuve Nord Américain se jetant dans I’Arctique et bien
que ce soit le quatrieme fleuve arctique en termes d’export d’eau douce avec un débit de
330.10° km*/a, il est de loin le premier en termes de particules exportées avec 124.10° t/a (soit
plus que la totalité de la quantité déversée par le bassin eurasien ; voir Tableau 11, § 3.1.3).

% Malina est le nom de I’esprit inuit incarnant le Soleil, jeune femme exceptionnellement belle qui, rouge
de honte, fuit perpétuellement son violeur qui n’est d’autre que son frére Annigan (ou Aningaaq), incarnant la
Lune. Ce dernier a été démasqué par les marques de suif que Malina lui a fait une nuit, il fut alors chassé et une
nuit se mit a poursuivre Malina qui prit une torche avant de s’enfuir. Son poursuivant se fatigue et maigrit
perpétuellement, a tel point qu’il doit s’arréter tous les 28 jours pendant 3 jours pour se reposer et manger
(nouvelle Lune). Il rattrape cependant régulierement sa sceur, donnant des éclipses, mais elle réussit toujours a
s’échapper et tout recommence a zéro
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Figure 41. Vues du fleuve Mackenzie. Selon Mercator (a, voir Figure 29) bassin de dralnage (b) ; photographie de la zone humlde du deIta (c) vues satellltes centrées
sur I’embouchure (d), les grands lacs de I’Ours (e) et des esclaves (f) ainsi que la zone humide du delta (g).
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Ces exports représentent I’équivalent de 4,1.10° t/a de carbone organique total (3*™ plus
important parmi les fleuves arctiques) principalement particulaire (plus de 60 %) d’origine
terrigéne (Rachold et al. 2004). Bien qu’il figure déja sur les cartes du XVI°™ siécle (Figure
41 a), le Mackenzie a été exploré en 1789 par Alexandre Mackenzie (1764-1820) qui le
descendit en canoe, dans I'espoir de trouver un passage Nord-Ouest vers I'Océan Pacifique
mais atteignit finalement I'océan Arctique. C’est le fleuve le plus long du Canada avec 1 738
km, et avec ses affluents de la Paix et Finlay, il est, avec 4 241 km, le deuxieme plus long
systeme fluvial d’Amérique du Nord. Le bassin versant du fleuve Mackenzie comprend 1,81
million km? soit trois fois la superficie de la France (Figure 41 b). L aire de drainage présente
une grande variété de paysages, de climats et de systéemes dulgaquicoles dont notamment 3
des grands lacs Canadiens, de I’Ours (31 153 km?, Figure 41 e), des Esclaves (28 568 km?,
Figure 41 f) et Athabasca (7 850 km?), I'embouchure se compose d’un vaste delta marécageux
de 13 500 km? (Figure 41 c et g).

Le plateau continental du Mackenzie est plus restreint que ceux des fleuves eurasiens
mais représente tout de méme 60 000 km? constituant le Sud de la mer de Beaufort. 1l est
bordé a I’est par le Golfe d’Amundsen, a I’ouest par le canyon du Mackenzie et au sud par le
delta du fleuve Mackenzie (Figure 42, haut). Au large de la mer de Beaufort passe le fort gyre
de surface d’Est en Ouest. En profondeur passe d’Ouest en Est, le fort sous-courant de
Beaufort longeant le bord du plateau continental apportant une partie de I’eau Pacifique du
courant d’Alaska qui plonge dans la zone de Point Barrow séparant la mer des Tchouktches
de la mer de Beaufort. Sur le plateau continental du Mackenzie, la circulation est trés variable
et souvent reliée a I’importante saisonnalité du débit du fleuve Mackenzie qui décharge la
guasi-totalité de son eau douce dans la fenétre temporelle relativement courte de I’été arctique
(3-4 mois). En été, les eaux du Mackenzie, qui sont déchargées par deux canaux principaux
(Ouest et Est) dominent les 5 a 10 premiers metres de la surface alors qu’en hiver, un couvert
de glace et d’importantes stamukhis se forment et, freinant le débit fluvial, peuvent
potentiellement produire des eaux saumatres. En fonction de I’orientation et de la force des
vents, des tourbillons importants d’eau de surface du courant d’Alaska pénétrent en surface du
plateau continental (Watanabe 2011) et des remontées d’eaux profondes peuvent
ponctuellement se produire en bordure du plateau continental en particulier prés du golfe

d’Amundsen.
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Figure 42. Carte de localisation de la Mer de Beaufort et principaux courants (haut) ainsi que la
cinétique de fonte des glaces sur le plateau du Mackenzie (bas). Le gyre de Beaufort (bleu clair); le sous-
courant de Beaufort qui longe le bord du plateau continental (Beaufort Shelf Undercurrent; en bleu foncé); la
dispersion attendue du panache d’été du Mackenzie (en orange) qui varie selon la direction et I’intensité des
vents dominants. En bas, quatre images satellites prises en mai 2004, juin 2004 et 1998, et septembre 2006.

Le plateau continental du Mackenzie présente une saisonnalité trés marquée (Figure 42,
bas) avec 3 phases distinctes. A la fin de I’hiver, la banquise continentale (Landfast ice) fait
environ 2 m d’épaisseur et s’étend jusqu’a I’isobathe d’environ 20 m. La marge externe de la
banquise continentale est soumise aux mouvements de la banquise Arctique (qui se déplace
sous I’effet des vents) qui résulte en une accumulation de glace de mer pouvant atteindre
plusieurs metres d’épaisseur (>20m). La stamukhi forme un barrage naturel qui emprisonne
les eaux du Mackenzie qui se sont accumulées durant I’hiver et forment un « lac » saisonnier
contenant jusqu’a 70 km® d’eau douce (le lac Herlinveaux). Au-deld, un corridor d’eau de mer
de quelques dizaines de km de large s’ouvre entre glace de terre et de mer sous I’effet des
vents (flaw lead polynya). Cette zone libre de glace, en contact direct avec I’atmosphére, est
un lieu d’importants échanges de chaleur et par conséquent un lieu potentiel de convection
profonde. La production primaire est faible au cours de cette période a cause de la limitation
par la lumiére (cycle solaire, glace, mélange vertical intensif). Au printemps, la « débacle

printaniére » commence au sud par la crue du fleuve Mackenzie et progresse graduellement
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vers le nord. En juin, le débit du fleuve est maximal et inonde la zone c6tiére jusqu’a ce que la
stamukhi céde sous la pression générée par la masse d’eau douce se trouvant en amont. Cette
poussee d’eau relativement chaude et trés turbide intervient souvent avant méme que la glace
n’ait commencé a fondre sous I’action du rayonnement solaire. Rapidement, le panache
s’étend sur plusieurs milliers de kilométres carrés sur le plateau continental. En été, avec la
fonte des glaces et les apports continuels du Mackenzie, une couche de 5 a 10 metres d’eau
douce se forme et occupe entiérement le plateau continental. En septembre, les eaux sont
complétement libres de glace. Le déplacement du panache du Mackenzie dépend
principalement des conditions de vent. Quand les vents sont calmes, la force de Coriolis
maintient les flots d’eau douce le long de la cbte en direction Est, avant d’éventuellement
entrer dans le Golfe d’Amundsen. Les vents d’Est ont tendance quant a eux a transporter les

eaux du Mackenzie au large dans le Bassin Canadien.

4.2.2. Activité et diversité microbiennes dans le plateau du Mackenzie

Les eaux du Mackenzie sont riches en nitrates et silicates (respectivement 10 et 65
mmol/m®) mais dépourvues de phosphates. Au large du Mackenzie sur le plateau continental
(>20 km), le stock de nutriments présent dans la couche de surface a la fin de I’hiver dépend
fortement de I’intensité du mélange vertical hivernal. L’acces aux eaux profondes venant du
Pacifique, riches en nutriments (c.-a-d. ~15 mmol N m™, ~2 mmol P m™ et ~30 mmol Si m™®),
dépend de I'apport automnal d’eau douce qui affecte le mélange vertical. Le bloom printanier
est limité par les phosphates dans le secteur influencé par le Mackenzie (profondeur inférieure
a 20 m) alors que sur le reste du plateau et au large, ce sont les nitrates qui limitent la
croissance phytoplanctonique (Macdonald et al. 1987, Carmack et al. 2004). L’apport en
nutriments nouveaux dans la couche de surface durant I’été dépend de I’intensité des
évenements d'upwellings, eux-mémes affectés par la présence de glace. En effet, les
conditions sont favorables aux remontées d'eaux riches quand le couvert de glace libere la
marge continentale. Carmack et al. (2004) ont évoqué les conséquences possibles des
changements du couvert de glace sur les apports en nutriments et la production primaire sur le

plateau du Mackenzie.

Sur le plateau du Mackenzie, la production primaire est la plus grande source de
carbone organique particulaire. Cependant, seulement 2% en moyenne de cette production se
retrouvent enfouis dans les sédiments marins selon MacDonald et al. (1998) classant le
plateau du Mackenzie comme globalement hétérotrophe. Il est clair néanmoins que ce bilan
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est contraint par peu d'observations. O'Brien et al. (2006) suggérent que sur le plateau, la
production primaire est limitée par la lumiére a cause de la turbidité associée au panache du
Mackenzie. En revanche, les eaux situées prés de la frange du plateau et sur la pente
continentale bénéficient au printemps des nutriments amenés par le Mackenzie et la
convection hivernale, sans étre limitées par la lumiére. C'est pourquoi on y observe une forte
production nouvelle qui se traduit par un flux vertical de particules nettement dominé par le
COPyjo.

Peu d’informations sur I’activité bactérienne dans la zone d’étude sont disponibles.
L’étude issue de CASES de Garneau et al. (2009) a montré que I’activité bactérienne dans le
plateau Mackenzie était en grande partie due a I’activité des bactéries attachées aux particules
et pouvait atteindre 98% de I’incorporation de leucine dans I’estuaire du Mackenzie. Ces
résultats discordants montrent I’importance d’étudier en paralléle les processus de production

bactérienne et de production primaire.

Les analyses moléculaires ont mis en évidence I’originalité des bactéries (et Archeae)
arctiques (du moins I’originalité des séquences du gene codant pour I’ARNm 16S, voir 8
3.3.2) suggerant que ces conditions environnementales drastiques sélectionnent des micro-
organismes particuliers. Outre les récentes études de pyroséquencgage en centre-arctique, mer
des Tchouktches et baie de Franklin, décrites dans la section 3.3.2, la diversité, I’abondance et
I’activité du bactérioplancton ont éte précédemment évaluées dans le delta du fleuve
Mackenzie et I’océan cotier proche. En particulier dans le cadre de la campagne CASES, les
communautés bactériennes (Garneau et al. 2006, 2009) et archéennes (Galand et al. 2006,
2008a, 2008b) ont été étudiées. Ces études ont mis en évidence, comme dans d’autres
systémes estuariens la forte contribution des Betaproteobacteria dans le Mackenzie et leur
diminution graduelle, en relation avec I’augmentation de salinité, au profit des
Alphaproteobacteria a travers le plateau continental jusque dans les eaux du large ou toutefois
elles persistent dans la couche dessalée de surface au large. Pour ce qui est des groupes de
Gammaproteobacteria et de Bacteroidetes, les résultats, obtenus par différentes méthodes,
divergent : les études estivales par FISH (tributaire de la spécificité et de la pénétration des
sondes) de Garneau et al. (2006) montrent que ces groupes sont a tendances marines et sont
peu présents dans le Mackenzie alors que I’étude printaniére par clonage-séquencage
(distordant la vue de la diversité en privilégiant certains groupes) de Galand et al. (2008a) a

montré une forte contribution des Bacteroidetes d’eau douce dans le Mackenzie et marines
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sur le plateau ainsi que des Gammaproteobacteria peu présentes dans le fleuve et la mer mais
en revanche trés présentes dans le lac de retenue (eau douce / saumatre) formé derriére la
Stamukhi et sur le plateau. Les études de Garneau et al. (2006, 2009) ont démontré
I’importance des bactéries associées aux particules a proximité du delta du Mackenzie. Les
relations entre I’abondance, la structure des communautés et I’activité des bactéries libres et
attachées aux particules ont également été abordées durant la campagne MALINA. La
structure des communautés bactériennes a été évaluée a I’aide de la CE-SSCP (capillary
electrophoresis-single strand conformation polymorphism), une approche d’empreintes
moléculaires (voir § 1.3.1), ainsi que par pyroséquencage. Ces approches complémentaires
ont permis d'estimer la contribution relative des communautés bactériennes libres et attachées
dans la transformation du COP et du COD d’origine terrigéne ou biologique en mer de

Beaufort.

4.2.3. Echantillonage

La campagne a la mer du projet MALINA a pris place pendant I’été 2009, de mi-juillet
a septembre (Figure 43) a bord du brise-glace Canadien de recherche, le CCGS Amundsen.
Elle s’est déroulée en deux temps, un premier transect (leg 1) couvrant le Pacifique Nord-Est
de Vancouver (Canada) a la mer de Beaufort en passant par le détroit de Béring et la mer des
Tchouktches pendant lequel des échantillonnages d’eau de surface ont été effectués. Dans un
second temps (leg 2), la mer de Beaufort / plateau du Mackenzie ont été intensivement
échantillonnés. Les échantillons ont été reécoltés grace a une rosette équipée de bouteilles
Niskin. Les stations littorales se situaient a proximité des embouchures du Mackenzie ou a été
déployée une embarcation légére pour réaliser un échantillonnage en amont dans le
Mackenzie. Des échantillons d'eau ont été ramenés a bord et des profils CTD et optiques ont
été réalisés manuellement. Pendant cette période, les indices de NAO/AO sont passés de
positifs en début d’année a fortement négatifs pendant I’été (Figure 44, haut). Ceci implique
en partie, un gyre de Beaufort renforcé et des conditions de glace assez denses. Elles ont
persisté pendant 37 semaines (contre 32 en 2008 et 36 en 2007) et on comptait une couverture
de 50% de la mer de Beaufort au 1% juillet 2009. Ces conditions de glace sont en grande
partie dues aux conditions atmosphériques : en juillet, de hautes pressions sur le Groénland et
la mer de Beaufort ont assuré un temps degagé et des vents de Nord qui ont poussé les glaces

vers le plateau continental (Figure 44, milieu). Un basculement au mois d’Aodt vers un
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Figure 43. Carte de I’échantillonnage de la campagne MALINA en mer de Beaufort (leg 2). En jaune les
stations hauturieres, en orange les stations littorales, en rouge les noms et trajets des transects. Dans I’encart en
haut a gauche, le brise-glace CCGS Amundsen.

systéeme de basses pressions sur les mers sibériennes et le détroit de Béring a conduit a un
changement de dominance du vent au profit du Sud Sud-Est produisant un retrait et une fonte
des glaces pendant la campagne en mer de Beaufort. La direction génerale du panache du
Mackenzie a également été déviée sous I’action des vents et de la force des courants,
principalement dirigée vers I’Ouest et tirée vers le large en Juillet, elle s’est rabattue vers I’Est
et est restée cantonnée au plateau en Ao(t (Figure 44, bas). Un événement d’upwelling (eaux
froides) a eu lieu a I’Est du Cap Bathurst. Ces conditions environnementales ont impliqué
I’échantillonnage des transects 100 et 200 une semaine apres I’upwelling de fin Juillet et celui
du transect 600 (la principale sortie des eaux Mackenzie) pendant la phase la plus intense de
décharge du Mackenzie. Sur I’ensemble du leg 2, les conditions ont été globalement un
couvert glaciaire et nuageux persistants ainsi qu’une importante décharge de sédiments
fluviaux. Cela implique, une faible disponibilité de lumiére et une forte stratification de la
colonne d’eau due a la force du gyre de Beaufort et a I’eau douce apportée par la fonte de la
glace et I’étendue du panache du Mackenzie.
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Figure 44. Indice de NAO et AO moyens de début 1995 a fin 2009 (haut), conditions de vents et de
glace (milieu) et panache du Mackenzie pendant la campagne MALINA en mer de Beaufort (leg2). En bas,
les couleurs rouges sont des températures supérieures a 10°C et bleues en dessous de 2°C. D’aprés Forest et al.
(Comm. Pers.) pour le milieu et bas et http://www.cpc.ncep.noaa.gov/products/precip/CWIink/ pour les indices.
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4.3. Intégration du travail de these

4.3.1. Problématique

Bouleversant la vue dichotomique d’un monde bactérien pélagique soit autotrophe soit
hétérotrophe, I’importance, tant numérique qu’écologique, des bactéries photohétérotrophes
est une découverte récente (moins de 20 ans). Leurs métabolismes particuliers, permettant
I’utilisation a la fois de la matiere organique comme source principale d’énergie et de carbone
et I’énergie lumineuse comme source additionnelle d’énergie (voir § 2.1), font de ce groupe
fonctionnel un élément potentiellement clé dans les processus bactériens de reminéralisation
du carbone organique et de transformation des éléments biogéochimiques. De surcroit, la
photohétérotrophie est un métabolisme présent chez une grande variété d’organismes, sans
lien direct de parenté et est apparue sous différentes formes, faisant de ce type métabolique
plus qu’une singularité anecdotique, une vraie généralité puisque des organismes le pratiquant
sont trouvés dans tous les environnements ou ils sont recherches. Toutefois, de nombreux
écosystemes restent encore peu ou pas explorés pour réellement pouvoir asseoir la place de ce
groupe fonctionnel dans les processus bactériens. L’océan arctique en fait partie, ou seule une
étude récente porte sur la photohétérotrophie (Cottrell et Kirchman 2009). Cette étude
pionniére a examine la diversité par clonage-séquencage des 3 grands groupes de bactéries
photohétérotrophes pélagiques (picocyanobactéries coccales, BPAA, B-PR) au début de I’été
et en hiver 2007 de part et d’autre du cap de Point Barrow (Alaska), entre mers des
Tchouktches et de Beaufort. Les photohétérotrophes ont été quantifiées, par cytométrie en
flux pour les Cyanobacteria, microscopie a épifluorescence infrarouge pour les BPAA et
gPCR pour les groupes de B-PR et BPAA dominants les banque de clones. Les principaux
résultats de I’étude sont :

- L’abondance comme [I’activité de la communauté bactérienne totale et de la
communauté des picoeucaryotes photosynthétiques diminuent entre été et hiver.

- Les abondances des BPAA et les B-PR suivent la diminution de la communauté
bactérienne totale entre été et hiver. A I’inverse I’abondance des Synechococcus ne diminue
pas en hiver mais reste en faible abondance (80 a 40 cellules/ml soit moins de 0,05% du
bactérioplancton) suggérant que ces derniéres compensent le manque d’énergie lumineuse et
la mortalité par leurs capacités hétérotrophes.

-Les BPAA (évaluees par IREM) sont 1000 fois plus abondantes que les
Synechococcus aux deux saisons et représentent une contribution permanente de 5 a 8 % des

procaryotes. Les auteurs en concluent que la lumiére accrue en été n’apporte pas un avantage

117



CHAPITRE 4. Objectif de la thése et le projet MALINA

compétitif a ces photohétérotrophes. La communauté des BPAA est dominée par les
Rhodobacterales (a-3-proteobacteria) en éte comme en hiver. En été le phylogroupe F,
proche du genre Loktanella (voir Figure 24) domine avec le phylogroupe | proche du groupe
du genre Rhodoferax (Betaproteobacteria). D’ailleurs, le genre Rhodoferax avec
Polynuclobacter sont les genres majoritaires retrouvés dans les librairies de clones de I’ADNr
16S construites dans le fleuve et le lac Mackenzie par Galand et al. (2008a). En hiver, en
revanche, I’importance des BPAA proches des Betaproteobacteria est réduite au profit d’un
autre groupe de Rhodobacterales, le phylogroupe E, proche du genre Sulfitobacter.

- Les B-PR appartiennent principalement a des groupes inconnus ou éloignés, des
réferences connues a I’époque de I’étude suggérant un probable endémisme fort. La
guantification par qPCR des 2 groupes dominants les banques de clones révéele de faibles
abondances (en moyenne 0,2 % des procaryotes). Toutefois, une ré-analyse des séquences
obtenues par Cottrell et Kirchman avec les séquences références disponibles en 2012, a
permis une attribution plus fine montrant une dominance des banques de clones par des
groupes originaux d’Alphaproteobacteria en été (60%) comme en hiver (46%). Les
Gammaproteobacteria dominent nettement le reste des clones en été (40%) comme en hiver
(33%).

Ces résultats, outre le fait d’étre pionniers, ont I’avantage de présenter les différences
entre été et hiver de tous les groupes de photohétérotrophes potentiellement présents en
Arctique. Cependant ils sont basés sur un nombre restreint d’échantillons (4 en été et 3 en
hiver) dans une zone geographique peu étendue (inférieure a 25 km autour de Point Barrow)
avec un nombre limité de clones analysés (entre 20 et 24 clones par librairie, 2 librairies en
hiver et 2 en été). Les informations sur I’importance numérique et écologique des

photohétérotrophes en Arctique restent donc encore largement lacunaires.

Dans le contexte de MALINA, dont I’objectif genéral est de déterminer I’impact des
augmentations de lumiere et de carbone terrigéne dans le systeme fleuve Mackenzie / mer de
Beaufort, évaluer les stocks et la diversité des photohétérotrophes, capables d’utiliser ces deux

ressources, apparait comme crucial.

4.3.2. Objectifs

L’objectif général de cette these est donc I’évaluation des stocks et de la diversité des

photohétérotrophes dans le systeme estuaire du fleuve Mackenzie / mer de Beaufort. Le but in
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fine est de fournir des pistes sur (i) la biogéographie des communautés photohétérotrophes,
leurs contributions a la structure de la communauté procaryotique et les parameétres
environnementaux les structurant ; (ii) la relation qu’elles entretiennent avec la lumiére et le
carbone terrigéne afin de prédire leur importance potentielle dans les changements
climatiques en cours ; (iii) I’importance des apports des formes de photohétérotrophie aux
groupes phylogénétiques la pratiquant dans un contexte de multiples gradients écologiques

forts (salinité, température, richesse nutritive et en particules, énergie lumineuse disponible).

La vue synoptique des photohétérotrophes et des parameétres physico-chimiques les
contrélant, s’intégre dans I’objectif de caractérisation du réseau trophique bactérien du plateau
du Mackenzie de la campagne MALINA (Figure 45). Un autre aspect innovant de cette étude
réside dans I’intégration de la diversité et I’abondance des photohétérotrophes évaluées par
diverses approches, dans des zones de fortes transitions et a grande échelle, que ce soit lors du
trajet d’environ 7 500 km au travers du Pacifique Nord, du détroit de Béring et de la mer des
Tchouktches ou lors de I’échantillonnage intensif en mer de Beaufort couvrant plus de

135 750 km? (soit environ 1 % de I’océan arctique dans son ensemble).
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Figure 45. Représentation schématique simplifiée des composants de I'écosysteme du plateau du
Mackenzie et les compartiments ciblés par le projet MALINA dans son ensemble (haut) et par notre étude
(bas). Les cartouches représentent les stocks, les fleches les flux. Les 3 cartouches centrales (phytoplancton,
DOC et bactéries) représentent les stocks contrélant les processus d’intérét de MALINA.
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4.3.3. Approches techniques

Pour répondre a ces objectifs, nous avons choisi de multiples techniques en adéquation
avec les précédentes études permettant une comparaison avec ces derniéres. Nous avons
choisi d’aborder I’évaluation des stocks par 3 approches distinctes et adaptées a chaque type
d’organisme ciblé (les techniques seront détaillées par la suite dans chaque chapitre de
I’étude) :

— les picocyanobactéries coccales ont été quantifiées en utilisant la détection de signaux
spécifiques de fluorescence grace a la cytométrie en flux embarquée a bord. Les BPAA ont
été quantifiées a posterori (en laboratoire 6 mois aprés les prélevements) par microscopie a
épifluorescence infrarouge. Ces mesures ont été effectuées dans le laboratoire de David
Kirchman (Université du Delaware) sous la direction de Matthew Cottrell qui a mis au point
cette technique. Les données ont ensuite été validées a Roscoff sur un ensemble de points par
gPCR des groupes majoritaires du gene diagnostique pufM. Un dosage de la quantité de
bactériochlorophylle a a eégalement été effectué par Joséphine Ras du laboratoire
d’observation de Villefranche-sur-Mer.

— L’évaluation des stocks de B-PR ne pouvant étre estimée par une méthode optique
directe, les groupes principaux ont été quantifiés par qPCR. Cette technique nécessite
cependant comme pré-requis la connaissance de la diversité. Ainsi 8 groupes dominants (dans
les banques de clones) de genes codant pour I’opsine ont été quantifiés ainsi que le gene

codant pour I’ARNr 16S bactérien (proxy de la communauté bactérienne).

Nous avons choisi d’aborder I’étude de la diversité par deux approches
complémentaires, une méthode culturale et une approche moléculaire. Concernant I’approche
culturale, des isolements ont été réalisés lors de la campagne a partir d’échantillons d’eau
fraichement prélevés sur un milieu solide adapté. Ce milieu tente de se rapprocher de
I’environnement dans lequel les groupes non encore isolés de photohétérotrophes vivent, il
mime des conditions de carbone faibles mais variées et a été fabriqué a partir d’eau prélevée
in situ (en surface et a la DCM) de laquelle les organismes vivants ont été retirés. De
nombreuses études rapportant que les groupes bactériens arctiques sont trés liés a la
communauté phytoplanctonique et a sa production, du DMSP, un composé sécrété par le
phytoplancton eucaryote, a été rajouté. Aprés incubation en conditions contrélées, les cultures
ont été criblées, soit par un systéme optique captant les infrarouges pour les BPAA soit par
PCR pour les B-PR. Les souches positives ont été alors purifiées, regroupées en fonction de

I’empreinte moléculaire de leur ADNr 16S (tRFLP) et les génes diagnostiques (pufM et PR)
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ainsi que le 16S des représentants de chaque groupe obtenu ont été séquencés. Dans
I’approche environnementale, nous avons choisi d’évaluer directement la diversité des génes
diagnostiques dans I’environnement par une méthode de clonage-séquencage. L’ADN total de
I’ensemble des stations échantillonnées lors de la campagne a été extrait et le choix des
stations analysees a été basé sur les différences d’empreintes moléculaires des communautés
de BPAA et de B-PR. La profondeur de séquencage a été évaluée par I’indice de couverture
des banques pour s’assurer que la totalité des grands groupes présents ait été sequencée. Des
analyses phylogénétiques pousseées ont été par la suite menées en tenant compte des
contraintes liées a la nature des séquences obtenues : relative faible longueur de séquence
(~300 pb), forts taux de mutation liés aux probables transferts latéraux et contrainte de la

structure de la protéine génerée.

L’ensemble des données obtenues par ces différentes approches de diversité et
d’abondance a été ensuite comparé et analysé par divers outils statistiques aux jeux de
données biotiques et abiotiques recueillis par les autres participants de la campagne MALINA
afin de determiner si des facteurs structurant expliqueraient la distribution des

photohétérotrophes et fourniraient des indices sur I’écologie de ces derniers.
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CHAPITRE 5. Les BPAA dans I’océan arctique ouest.

CHAPITRE 5. Les BPAA dans I’océan arctique ouest.

5.1. Préambule

5.1.1. Etat des connaissances en Arctique

Comme dit précédemment, peu de données existent sur I’importance écologique des
BPAA dans I’océan arctique. Cottrell et Kirchman (2009) ont toutefois montré que ces
dernieres sont présentes dans les eaux cotieres en mer des Tchouktches. Les abondances
relatives ne sont pas négligeables puisqu’elles constituent 5 a 8 % des procaryotes, ce qui est
dans les moyennes hautes pour ce groupe fonctionnel dans I’océan c6tier (Jiao et al.(2007) ;
voir 8 2.2.3). Ces valeurs sont plus proches des fortes valeurs (~ 10 %), rencontrées dans les
estuaires (Schwalbach et Fuhrman 2005, Waidner et Kirchman 2007), que celles mesurées
dans I’océan Pacifique (1,08 £ 0,74 % ; Jiao et al.(2007)). Cependant, cette étude est limitee
tant spatialement que dans le nombre d’échantillons analyses ou la profondeur de séquencage.
Les groupes phylogénétiques retrouvés (Figure 46) appartiennent a des familles communes

dans les efflorescences de phytoplancton (pour les membres des Rhodobacterales) et en
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Figure 46. Arbre phylogénétique des séquences pufM d’été 2007 et hiver 2008 obtenues par Cottrell
et Kirchman (2009). Les phylogroupes définis précédemment par Yutin et al. (2007) ont servi a construire
I’arbre et sont indiqués de A a L.
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milieu dulgcaquicole (pour les membres des Betaproteobacteria). Ce qui souléve la question
de l’origine des BPAA: forment-elles des communautés autochtones, endémiques a
I’Arctiqgue ou bien allochtones, résultant d’un transport du Pacifique ou de milieux
dulcaquicoles ? Bien que ces séquences semblent originales, les arguments en faveur de la
derniére hypothése sont que (i) la mer des Tchouktches est énormément influencée par les
entrées d’eau Pacifique via le détroit de Béring,et (ii) bien qu’aucuns fleuves ne se jettent
dans la zone analysée, le Yukon se jette en amont (dans le détroit de Béring) du courant
principal baignant Point Barrow. Déterminer I’origine et la diversité des BPAA dans I’océan

arctique reste encore un challenge.

5.1.2. Ambitions

Dans cet article, nous avons voulu déterminer, avec le plus de précision et de
profondeur possibles, I’importance ecologique et I’origine de la communauté estivale des
bactéries phototrophes anoxygéniques anaérobies dans le plateau continental du Mackenzie
afin d’envisager I’évolution possible de leurs populations dans un contexte de réchauffement
global. Les questions que nous nous sommes adressées sont les suivantes :

— Les BPAA sont-elles présentes dans le systeme d’étude ? Si oui, quelle est leur
importance numérique ?

— Leur diversité génétique est-elle limitée a celle trouvée par Cottrell et Kirchman 2 ans
auparavant ? Quels sont les groupes dominants, sont-ils différents de ceux retrouvés aux plus
basses latitudes et sont-ils actifs ?

— Quelle est la diversité taxinomique des BPAA cultivables ?

— Quels sont les facteurs biotiques et abiotiques qui contrblent spécifiquement la
diversité et I’abondance des BPAA, en particulier quels réles ont la lumiere et les sources de
carbone ? Sont-elles soumises aux mémes pressions que la communauté bactérienne totale ?
Le corollaire étant est-ce-que la photohétérotrophie leur apporte un avantage dans cet
environnement particulier ?

— Compte tenu de ces données, peut-on déterminer leur origine et prédire leur évolution
dans un contexte d’augmentation de la lumiére et du carbone terrigene du au réchauffement

global ?
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5.1.3. Point technique

Nous avons abordé I’abondance des BPAA d’un point de vue global en effectuant un
suivi par microscopie a épifluorescence infrarouge (IREM) couvrant la totalité de la zone
d’échantillonnage. A chaque station, 6 prélevements ont été effectués a différentes
profondeurs de la zone euphotique. En bref, a chaque prélevement, le nombre de cellules
totales a été determiné a bord par cytométrie en flux et des volumes variables ont été filtrés
sur filtres de polycarbonate (0,22 pm) de maniére a obtenir des concentrations de bactéries
facilement quantifiables au microscope, 160 filtres ont été ainsi traités. Pour la quantification
par IREM, nous avons suivi le protocole de Cottrell et al. (2006). Une portion de filtre (1/12)
a été découpée et colorée au DAPI (1 pg/ml) dilué dans du PBS 1X pendant 15 minutes.
Chaque morceau de filtre a été monté sur une lame microscopique avec de I'huile minérale.
Puis il a été observé sous microscope a épifluorescence infrarouge. Vingt champs ont été
comptés aléatoirement. Pour chaque champ, 4 photos successives ont été prises avec des
filtres et des temps d’exposition différents : 1 filtre pour compter le nombre de cellules
contenant de I'ADN (DAPI), 1 filtre pour compter le nombre de cellules contenant de la
chlorophylle (phytoplancton/cyanobactéries), 1 filtre pour compter le nombre de cellules
contenant de la phycoérythrine (Cy3, Synechococcus sp.) et 1 filtre pour compter le nombre
de cellules contenant de la bactériochlorophylle (IR, AAP). Un programme développé par M.
Cottrell a permis d’obtenir, par soustraction, a partir de ces 4 photos le nombre de BPAA
(particules eémettant seulement dans I’infrarouge et contenant de I’ADN) présentes par champ

(voir Figure 22).

Etant donné que la synthése de BChl a est en partie régie par le cycle lumineux ®/q,
I’intensité lumineuse (Yurkov et van Gemerden 1993, Shimada 1995), nous avons quantifié
I’abondance du gene pufM spécifique du groupe majoritaire dans les banques de clones par
PCR quantitative. Cette technique permet la visualisation en temps réel de la formation
d’amplicons au cours d’une réaction de PCR. En utilisant des amorces specifiques d’un
groupe phylogénétique et une gamme étalon avec des nombres de copies du géne d’intérét
connus, il est possible de déterminer la concentration de ce groupe dans les échantillons
naturels. En utilisant une quantification du nombre de copies du gene codant pour I’ARNr
16S (proxy du nombre de Bacteria), il est alors possible de connaitre I’abondance relative du
groupe d’intérét dans la communauté bactérienne totale. Pour ce faire, dans cette étude, nous

avons dessiné des amorces spécifiques du pufM du groupe majoritaire dans les banques de
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clones et creé un étalon de mesure avec des dilutions successives d’un nombre connu de
copies de ce gene permettant ainsi d’estimer, par la suite, le nombre de copies de ce géne,
dans les échantillons naturels. Nous avons fait de méme avec un étalon de mesure de I’ARNr
16S et quantifié le nombre de copie de 16S dans les échantillons naturels. En prenant le ratio
1 géne pufM {Schwalbach, 2005 #546} pour 1,9 gene d’ARNr 16S {Campbell, 2008 #153}
par cellule, nous avons pu calculer la proportion, dans la communauté bactérienne totale, de

I’OTU majoritaire dans les banque de clones et ce le long de deux radiales riviere-large.

Nous avons aborde la diversité culturale des BPAA en réalisant des isolements sur un
milieu gélosé basé sur de I’eau de mer prélevée sur place (filtrée et stérilisée par autoclavage)
contenant des sources de carbone variées en faible quantité, le LNHM (Low Nutrient
Heterotrophic Medium) élaboré par Rappé et al. (2002) avec un ajout de DMSP permettant
I’amélioration de croissance de certaines bactéries oligotrophes comme celles appartenant au
groupe SAR11 (Stingl et al. 2007b). Les cultures d’isolement ont ensuite été placées dans des
armoires thermostatées recréant des conditions de croissance proches de celles mesurées in
situ, c.-a-d. environ 4°C avec des conditions faibles de luminosité (120 pmol photons.m?.s™
pour la surface et 25 pmol photons.m™?.s™ pour la DCM) en cycle jour - nuit 10:14. Les
colonies produisant de la BChl a ont ensuite été détectées grace a un systeme optique (Figure
47). Les isolats positifs ont été purifiés sur un milieu gélosé (Marine Agar dilué). Ces cultures
ont été criblées par tRFLP (terminal Restriction Fragment length Polymorphism). Pour
accroitre la sensibilité de cette technique, nous avons utilise des amorces sens et antisens
toutes deux marquées ainsi qu’une double digestion avec 2 enzymes de restriction. L’ARNTr
16S et le géne pufM représentants de chaque groupe tRFLP ont été séquencés dans les deux
sens (sens, anti-sens) par la méthode classique de Sanger et assemblés en contig en utilisant
CAPcontig sous Bioedit. L’alignement des séquences d’ARNr 16S obtenues et des proches
séquences réferences identifiées par BLASTn a été effectué en utilisant un algorithme tenant
compte de la structure secondaire de I’ARNr (MAFFT Q-INS-I). Leur affiliation génétique
précise a été inférée par approche bayésienne, maximum de parcimonie, maximum de
vraisemblance et par neighbor-joining avec un nombre élevé de ré-échantillonnages
(bootstrapping, 500 ou 1 000 réplicas), un arbre consensus fournissant une phylogenie robuste

a été généré.
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Figure 47. Systéme optique de détection des souches produisant de la BChl a. Le systéme est basé sur
une épi-illumination dans le Cyan (390 £ 100 nm) par 2 rampes de LEDs, cette longueur d’onde excite la BChl a
qui fluoresce alors dans I’infrarouge. Un filtre long-pass infrarouge (> 750 nm) placé devant une caméra CCD
haute sensibilité permet de photographier uniquement les isolats émettant dans I’infrarouge.

La diversité moléculaire de pufM a également été évaluée. Les ADN totaux ont été
extraits de 81 filtres Stérivex (cartouches de filtration stériles) de porosité 0,22 um obtenus
apres préfiltration a 3 um d’eau de mer collectés a partir de 29 stations (de 1 a 4 profondeurs
par station). Les communautés de BPAA de ces échantillons ont été comparées par les
empreintes moléculaires de leurs pufM obtenues par TTGE (Temporal Temperature Gel
Electrophoresis). Cette technique permet la séparation du mélange de séquences pufM
amplifiees le long d’un gel d’électrophorése donnant ainsi un profil unique a chaque
communauté. Sur la base de cette comparaison, 13 banques de clones pufM ont été
construites. Le choix des amorces utilisées pour amplifier le géne pufM s’est porté sur celles
utilisées auparavant par Lehours et al. (2010). Il s’agit des amorces pufM-F (Béja et al. 2002)
et pufM-WAW (Achenbach et al. 2001). Un nombre suffisant de clones a été séquencé pour
obtenir une couverture de banque proche ou supérieure a 80 % de la diversité estimée. Les
séquences d’ADN obtenues ont été classées en OTUs (a 94 % de similarité) et alignées en
fonction de la protéine encodée. Compte-tenu de la courte taille des fragments séquencés (~
3éme

et méme 2"%

245 pb) et du fort taux de mutation sur les position du codon, ces séquences
ont été ajoutées par parcimonie a un arbre robuste généré par inférence bayésienne a partir de
séquences entieres. Cette démarche est celle utilisée dans I’article de référence de Yutin et al.

(2007). Une analyse des corrélations entre les paramétres environnementaux mesurés par les
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autres participants de MALINA a permis d’explorer les relations qu’entretient la communauté
BPAA avec son environnement abiotique. Ce choix a été motivé compte tenu d’analyses
multivariees plus poussees (analyses des correspondances et des redondances canoniques, en
composant principal, régressions multiples, positionnement multidimensionnel) n’ayant pas
montré de résultats statistiquement fiables ®/,, n’apportant pas plus d’informations que de
simples liens de corrélations (y compris en fragmentant de diverses fagons le jeu de données).

5.2. Article 1: Summer community structure of aerobic anoxygenic

phototrophic bacteria in the western Arctic Ocean

Article accepté dans FEMS Microbiology Ecology (IF 3.408)
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Abstract

Aerobic anoxygenic phototrophic (AAP) bacteria are found in a range of aquatic and
terrestrial environments, potentially playing unique roles in biogeochemical cycles. Although
known to occur in the Arctic Ocean, their ecology and the factors that govern their
community structure and distribution in this extreme environment are poorly understood.
Here, we examined summer AAP abundance and diversity in the North East Pacific and the
Arctic Ocean with emphasis on the southern Beaufort Sea. AAP bacteria comprised up to 10
and 14% of the prokaryotic community in the bottom nepheloid layer and surface waters of
the Mackenzie plume, respectively. However, relative AAP abundances were low in offshore
waters. Environmental pufM clone libraries revealed that AAP bacteria in the
Alphaproteobacteria and Betaproteobacteria classes dominated in offshore and in river-
influenced surface waters, respectively. The most frequent AAP group was a new
uncultivated betaproteobacterial clade whose abundance decreased along the salinity gradient
of the Mackenzie plume even though their photosynthetic genes members were actively
expressed in offshore waters. Our data indicate that AAP bacterial assemblages represented a
mixture of freshwater and marine taxa mostly restricted to the Arctic Ocean and highlight the

substantial influence of riverine inputs on their distribution in coastal environments.
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Introduction

Aerobic anoxygenic phototrophic (AAP) bacteria are photoheterotrophs that require
oxygen for their growth and for bacteriochlorophyll a (Bchl a) synthesis. They inhabit a wide
variety of illuminated habitats in diverse terrestrial, freshwater, and marine environments
(Béja et al. 2002, Csotonyi et al. 2010, Atamna-Ismaeel et al. 2012). First discovered in
coastal marine waters (Shiba et al. 1979), AAP bacteria have been intensively studied in the
marine environment (Cottrell et al. 2006, Masin et al. 2006, Lehours et al. 2010). Their
abundance and distribution vary greatly among oceanic regimes, suggesting that there is a
broad range of potential ecological niches for these microbes. AAP bacteria seem to be more
abundant in shelf and coastal areas than in the open ocean (Schwalbach et Fuhrman 2005,
Sieracki et al. 2006). Although their abundance can be high in some oligotrophic regions
(Lami et al. 2007), AAP bacteria typically constitute a small percentage (2 to 4%) of total
prokaryotes in oceanic environments (Cottrell et al. 2006, Jiao et al. 2007). However, their
proportions can exceed 10% in eutrophic estuaries (Waidner et Kirchman 2007). Despite the
lower abundances in most oligotrophic pelagic marine environments, AAP bacteria constitute
a very dynamic part of the bacterial community and potentially contribute significantly to the
cycling of organic carbon in the upper ocean (KobliZek et al. 2007). Culture-dependent and -
independent studies have shown AAP bacteria to be genetically diverse with members of the
Alpha-, Beta-, and Gammaproteobacteria (Béja et al. 2002, Yutin et al. 2007, Jeanthon et al.
2011). The environmental factors controlling the population structure and diversity of these
photoheterotrophic bacteria remain poorly understood.

Arctic marine ecosystems are characterized by strong seasonality in incident light, ice
cover, temperature, and river discharge which affect salinity and other biogeochemical
properties. In the Beaufort Sea, the Mackenzie River delivers considerable freshwater,

nutrients and organic matter which exert strong controls on the productivity, salinity and
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water circulation (Aagaard et Carmack 1989, Opsahl et al. 1999). Despite a short growing
season and extensive sea ice coverage, the most river-influenced of the world's oceans
supports a productive aquatic ecosystem. Recent studies over the Mackenzie Shelf in the
Beaufort Sea have revealed diverse and active communities of Bacteria and Archaea that vary
across salinity gradients (Galand et al. 2006, Garneau et al. 2006, Galand et al. 2008a).

Our current knowledge of the abundance, distribution, and activity of AAP bacteria in
perennially cold marine waters is still limited. In the only study in the Arctic, AAP bacteria
contributed 5 to 8% of the total prokaryotic community in close coastal sites of the western
Beaufort and eastern Chukchi Seas (Cottrell et Kirchman 2009). Seasonal shifts in the
abundance of AAP bacteria between summer and winter paralleled changes in the abundance
of the total prokaryotic community. There were no substantial shifts in the community
structure of AAP bacteria between the two seasons. Although pufM genes in Arctic surface
waters could be assigned to taxonomic groups previously identified in metagenomic shotgun
sequences from the GOS expedition (Yutin et al. 2007), their sequences were distinct from
those retrieved in lower-latitude waters (Cottrell et Kirchman 2009). The latter study was
limited to a couple of coastal sites and did not examine, for example, the transition zones
between offshore and large Arctic rivers that have a major influence on coastal ocean
biogeochemistry.

In this study, we collected samples across a several-thousand kilometers transect
above the 60°N latitude that yielded an unprecedented resolution of the Beaufort Sea during
summer. To examine the AAP bacterial community structure and factors that govern it, we
combined the use of infrared epifluorescence microscopy and culture-dependent and
independent approaches. The Beaufort Shelf surface circulation is strongly influenced by ice,

winds and freshwater input resulting from river discharge and sea-ice melt. We hypothesized

134



Summer community structure of aerobic anoxygenic phototrophic bacteria in the western Arctic
Ocean

that AAP bacterial abundance and composition would change substantially along this transect

and that riverine inputs would have a substantial influence on the AAP bacterial populations.

Materials and methods

Study area, sampling and oceanographic parameters

The MALINA cruise took place onboard the Canadian research icebreaker CCGS Amundsen
during summer 2009 from Victoria (BC, Canada) to the Beaufort Sea (Leg 1b) and then
throughout the Beaufort Sea (Leg 2b) (Fig.1). Most of the stations sampled on the west—east
transect in the Beaufort Sea (leg2) were ice-free. However, surface waters of eastward
offshore waters were still ice-covered. Surface seawater samples were collected with a clean
bucket during Leg 1b and in the Mackenzie plume (stations 395, 398, 694, and 697) during
Leg 2b. In the Beaufort Sea, seawater was collected from six depths using Niskin bottles
mounted on a CTD (conductivity temperature depth probe) rosette. Ancillary data of
temperature, salinity, pH, dissolved oxygen, colored dissolved organic matter, inorganic and
organic nutrients, and chlorophyll a are given in Table S1.

Bacterioplankton biomass for DNA and total RNA extraction were collected onboard.
Seawater samples were prefiltered through 47 mm diameter and 3 pum pore size polycarbonate
filters (Cyclopore, Whatman, USA) before the final collection of bacterioplankton cells onto
0.22 um-pore-size Sterivex cartridges (Millipore, USA) for DNA extraction or onto 27 mm
diameter and 0.22 um-pore-size Durapore filters (Millipore, USA) for RNA extraction.
Sterivex cartridges were filled with 1.6 ml of lysis buffer (0.75 M sucrose, 50 mM Tris-HCI,
pH 8), immediately frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until analysis. To limit the
degradation of mRNA, small volumes of seawater (~ 1 liter) were filtered as rapidly as

possible, immediately upon retrieval of the CTD. RNA filters were transferred in collection
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tubes containing 0.8 ml of RLT buffer (Qiagen, Hamburg, Germany) with 1 % of pB-
mercaptoethanol, frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until analysis. The time from

the start of filtration to storage was 15-20 min.
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Fig. 1. Locations of stations sampled during legs 1b and 2b of MALINA cruise. Leg 1b
stations (black squares) were sampled only at the surface; leg 2b stations were sampled at
several depths (black dots) or only at the surface (black triangles). Circles indicate stations
where pufM clone libraries were constructed. Grey shades correspond to bottom depths.
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Microscopic enumeration of AAP bacteria and total prokaryotes

Prokaryotes were enumerated by epifluorescence microscopy of paraformaldehyde-fixed
samples that were filtered onto 0.2-um pore-size black polycarbonate filters. Filters were
stored at -80°C for up to 4 months prior to analysis. Total prokaryotes were enumerated after
staining with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), 1 pg.ml™' final concentration in 1x
phosphate-buffered saline (PBS) for 10 min. The AAP bacteria were enumerated using an
Intensified Retiga charge-couple device camera (Qimaging, Surry, BC Canada) and image
analysis routines to enumerate cells that fluoresce blue when stained with DAPI and have
infrared fluorescence (BChl a signal), but not red or orange fluorescence (Chl a and
phycoerythrin signals, respectively) (Cottrell et al. 2006). AAP bacterial abundance data were
imported into Ocean Data View version 4 (Schlitzer 2010) and interpolated using the DIVA

gridding tool.

Isolation and identification of AAP bacterial strains
Seawater samples (50-100 pul) collected at the surface and at the deep chlorophyll maximum
(DCM) were spread onto low nutrient heterotrophic medium (Cho et Giovannoni 2004)
prepared using seawater collected at station 860 at the surface and the DCM, respectively.
Dimethylsulfoniopropionate (DMSP) was added to the medium at a final concentration of 100
nM. Culture plates were incubated for up to 2 months at 4°C into thermostatic cabinets
illumined by luminescent tubes at irradiance levels of 120 pmol photons m? s™ (for surface
samples) and 25 pmol photons m? s (for DCM samples). BChl a-containing colonies were
detected as previously described (Jeanthon et al. 2011).

Bacterial DNA was extracted using the QuickExtract™ Bacterial DNA Extraction Kit
(Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA). Small-subunit (16S) rRNA genes were

amplified by polymerase chain reaction (PCR) using universal reverse primer 1492R and
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Bacteria-specific forward primer 27F (Table 1), whose 5’ ends were labeled with 6-
hexachlorofluorescein (6-HEX) and with 6-carboxyfluorescein (6-FAM), respectively.
Reaction mixtures (25 uL) contained 5 X buffer (5 ul), 2mM MgCl,, 10 pmoles of each
desoxyribonucleotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Eurogentec, Seraing,
Belgium), 10 pmoles of each oligonucleotide primer, 1.25 U of GoTaq Flexi DNA
polymerase (Promega, Madison, WI, USA) and 1 ul of cell extract. The initial denaturation
step consisted of heating the reaction mixture at 95 °C for 5 min, and the thermal profile then
consisted of 30 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 55 °C for 30 s and
extension at 72 °C for 1.5 min. A final extension step was carried out at 72 °C for 10 min. The
PCR products were digested with the restriction endonucleases Hinfl and Mspl (New England
BioLabs, Ipswich, MA, USA) for 4 h at 37°C. After enzymatic inactivation at 80°C for 20
min, T-RFLP digests were diluted in Hi-Di™ formamide (Applied Biosystems, Carlsbad CA,
USA) and terminal-restriction fragments (T-RFs) were separated in a 3130 xI Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Data were analyzed using the PeakScanner™ Software
(Applied Biosystems).

16S rRNA gene sequences of at least two randomly chosen strains from each T-RFLP
group were amplified by PCR using 8F-1492R primers (Table S2) following the same
conditions as described above. PCR products were purified by EXoSAP-IT PCR purification
kit (GE Healthcare) and sequenced using the latter primers with an ABI 3130 POP7 sequencer
(Applied Biosystems).

16S rRNA gene sequences were compared to sequences in public databases with
BLASTnN (Altschul et al. 1997). The new sequences were aligned using the Q-INS-1 algorithm
of the MAFFT sequence alignment program version 6.5 (Katoh et al. 2009). A set of 16S
rRNA sequences with high similarity to those determined in this study were retrieved and

added to the alignment. Phylogenetic trees were computed using Bayesian, neighbor-joining,
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maximum parsimony and maximum likelihood inference approaches using MrBayes
(Ronquist et Huelsenbeck 2003) and MEGA 5 softwares (Tamura et al. 2011), respectively.
The presence of pufM was determined by using PCR amplification with specific
primers (Lehours et al. 2010). When necessary, bands of the targeted size were isolated from
the gel using a DNA gel extraction kit (Millipore, Billerica, MA, USA). Gel-purified products
were concentrated with a Microcon YMS50 centrifugal filter devices (Millipore) and

sequenced using pufMF and pufM-WAW primers (Table S2).

Diversity analysis of pufM gene

A total of 42 DNA samples were extracted as previously described (Marie et al. 2010). To
select samples for pufM diversity analysis, amplification and fingerprinting of pufM
communities using temporal temperature gradient electrophoresis (TTGE) were performed as
described by Lehours et al. (2010). For the construction of partial pufM DNA clone libraries,
fresh PCR products were cloned directly or after gel purification using the TOPO-TA cloning
kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The sequences were trimmed to
remove any vector and primer sequences. DNA sequences were translated into amino acid
sequences and aligned using the ClustalW program in MEGA 5 (Tamura et al. 2011). The
resulting protein alignment was back-translated to nucleotide acid sequences that were
realigned manually. A conservative value of 94% nucleic acid sequence similarity was chosen
for clustering sequences into Operational Taxonomic Units (OTUs) using MOTHUR (Schloss
et al. 2009). Representative sequences (defined as the sequence with the minimum distance to
all other sequences in the OTU) were obtained using MOTHUR. The coverage value (Mullins
et al. 1995), the Shannon indeX, Hshamon (Shannon et al. 1949) and the bias-corrected

richness-estimator, Schao1 (Chao et al. 2005) were calculated for each library.
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A pufM database containing 35 aligned sequences (720 total nucleotide positions) of
cultured species and environmental clones retrieved from GenBank and the GOS scaffold
nucleotide sequences was constructed using MEGA 5 (Tamura et al. 2011) according to
(Yutin et al. 2007). A phylogenetic tree was constructed by Bayesian inference using
MrBayes with substitution rates varying according to codon positions. Four parallel MCMC
chains of 3.5 million generations were run; trees were sampled every 100 generations. A
consensus tree was constructed after the exclusion of 10.000 ‘burnin’ trees. The pufM
database and the consensus tree were imported into ARB software (Ludwig et al. 2004).
Representative sequences of each OTU (245 pb) and short pufM environmental reference
sequences were aligned as above and added to the consensus Bayesian tree using the
ADD _BY_PARSIMONY algorithm implemented in ARB. Non-informative taxa were
removed from the final tree.

For cluster analysis, the dataset was randomly resampled before analysis. A distance
matrix was computed from the presence of OTUs in clone libraries at a 94% identity
threshold using Dice coefficient (Dice 1945) and a dendrogram was inferred with the
unweighted pair-group average algorithm (UPGMA) as implemented in XLSTAT (Addinsoft,

New York, USA).

In situ abundance of OTU 6 members

OTU 6, the most abundant group retrieved in the pufM libraries, was targeted by gPCR.
Primers targeting specifically pufM genes from OTU 6 (Table S2) were designed using ARB.
Primer specificity was confirmed by constructing a clone library as described above and
sequencing 31 clones. All sequences were identical to those of OTU 6 members. QPCR
conditions were as in Table S2. Two plasmid clones from our pufM and 16S rRNA libraries

were used as positive controls and for standard curves (10-fold dilution series) in the gPCR
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assays. Plasmid DNA was linearized with Hindlll and quantified using the Picogreen assay
(Invitrogen).

QPCR was performed in triplicate, with 1 pl of environmental sample DNA
normalized to 100 pg.ul™ or plasmid DNA solution in a total reaction volume of 10 pl using
the SYBR Green/ROX gPCR Master Mix kit (Applied Biosystems). QPCR assay were
performed using a Chromo4 Real-Time PCR Detection System and the Opticon Monitor
software package (Bio-Rad) with the following thermal cycling conditions: 95°C for 15 min,
45 cycles of denaturation at 95°C for 45 s, primer annealing at the primer-specific annealing
temperature (Table S2) for 45 s with fluorescence measurements after this step, and
polymerase extension at 72°C for 15 s. Melting curves were generated after each assay to
check the specificity of the amplification by heating from 65 to 95°C at a rate of 0.1°C.s™* and
taking fluorescence measurements every 0.5°C. Only single peaks were observed in the
dissociation curves for both the standards and samples, indicating specific amplification with
each set of primers. Average amplification efficiencies were as follows: 16S rDNA = 99.2%
and OTU 6-pufM= 97%.

No inhibition was detected when a known quantity of standard was added to DNA
extracts from surface waters of stations 697, 680, 620 and 398 (data not shown). The
estimates of OTU 6-pufM abundance were normalized to 16S rRNA gene abundance in order
to estimate the fraction of the bacterial community bearing OTU 6-pufM type (Campbell et al.

2008).

Activity of OTU 6 members
Reverse-transcription PCR was used to produce cDNA from mRNA transcripts to determine
whether pufM was being transcribed by OTU 6 members at the time of sampling. RNA

samples were extracted using the RNeasy Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s
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instructions with several modifications. Glass beads (50 pl) were added to the samples after
thawing on ice and the tubes were mixed vigorously for 10 min. Genomic DNA was removed
using a Turbo DNA-free kit (Ambion, Life Technologies, Paisley, UK). DNA removal in
RNA samples was confirmed by control PCR amplifications without the reverse transcription
step. No amplification was detected in these controls. ThermoScript RT-PCR system
(Invitrogen, Carlsbad, USA) was used for the reverse transcription of pufM mRNA from total
RNA samples. All reverse transcription reactions were performed in a total reaction volume
of 10 ul. cDNA synthesis was performed at 55 °C using the reverse primer as gene-specific
primer. PCR products obtained as above were cloned directly or after gel extraction and
sequenced. pufM genes amplified using cDNA from station 620 were cloned and sequenced
as described above. Of 31 clones that were analyzed, all contained the expected pufM gene

sequences.

Nucleotide sequence accession numbers

Unique environmental pufM gene sequences obtained in this study are available in GenBank
database under the accession numbers JN248465 to JN248539. The 16S rRNA and pufM gene
sequences of the isolates are available in GenBank database under the accession numbers

JN248461 to JN248464 and JN378828 to JN378831, respectively.

Results

Oceanographic context
Using salinity and temperature profiles, several water masses were delineated in the Beaufort
Sea/Mackenzie system (Fig. S1; Table S1). Surface waters in the Mackenzie plume stations

and under the influence of the Firth river (station 680) displayed the highest temperatures and
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lowest salinities. The influence of the Mackenzie decreased eastward in the shelf where colder
and denser surface waters were recorded. Ice melting in offshore waters likely resulted in
fresher and colder surface waters. Below 40-50m depth, cold, high salinity deep ocean waters
consistent with Pacific Ocean intrusion were observed. Nitrate concentrations in surface
waters were low. Surface-water phosphate increased with salinity, whereas silicate and nitrate
decreased, as expected in this river-influenced region (Carmack et al. 2004). Similar to
hydrographic features, total Chl a levels decreased greatly from the river plume region

towards the more oligotrophic and marine shelf and offshore waters.

Abundance of total prokaryotes and AAP bacteria
Total prokaryotic abundances ranged from 9.1 X 10* cells mI™ to 3.4 X 10° cells mI™ in
surface waters sampled from the North Pacific Ocean to the Chukchi Sea. Along this transect,
AAP bacterial abundances as measured by infrared epifluorescence microscopy were low
(about 0.1% to 0.5%) but the contribution (14.8%) was high in the Chukchi Sea (ARC1). In
the Beaufort Sea, abundances of total prokaryotes decreased slightly from the river plume to
offshore surface waters (Table S1; Fig. 2a to 2d). Similar to total Chl a, AAP abundances
dropped 10-fold between the plume and the shelf surface waters and by another 10-fold
between the shelf and offshore surface waters (Fig. 2e; Table S1). AAP bacterial abundances
were highest in surface waters of the Mackenzie plume (6.3 %), reaching 14% of total
prokaryotes at station 398 (Fig. 2f and 2g). High contributions (up to 10%) were also found in
the bottom nepheloid layer (BNL) of transects 200 and 300 (Fig. 2g and 2h).

For the overall dataset, total prokaryotes and AAP bacterial abundances were
positively correlated with temperature and negatively with salinity (Table S3). AAP
proportions correlated significantly with ammonium, silicate, total, particulate, and dissolved

organic carbon, nitrogen, and phosphorus and total Chl a. In contrast to relative AAP bacterial
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abundance, total prokaryote abundance did not covary significantly with most of the
parameters. High AAP bacterial abundances in the BNL were related to dissolved inorganic
nitrogen and phosphorus, suggesting the presence of a diffusive flux of nutrients from the

organic-rich sediments, the BNL, or both (Sundby et al. 1992).

Diversity and distribution of environmental pufM sequences

Based on their TTGE band patterns and their location, 13 samples were selected for further
cloning and sequencing. Of 365 clones analyzed, 43 distinct OTUs were identified after
grouping the sequences at 94% nucleic acid sequence similarity®. The diversity in the river-
influenced stations was high as indicated by the Schao1 Values (estimated numbers of expected
OTUs) and diversity indices (Table S4) while the coverage index was low. However,
coverage estimates (> 83%) and rarefaction curves (data not shown) indicated that most of the
diversity was detected in the libraries from marine stations. The diversity of AAP bacteria
was generally lower in surface than in deeper waters. Cluster analysis of the AAP bacterial
community composition separated the Beaufort Sea samples in two main clusters according to
water masses (Fig. S2). One contained surface samples (upper polar mixed layer) and the
other grouped waters below 50m (Pacific summer water). North Pacific Ocean and Bering
Sea samples grouped together.

A phylogenetic tree was constructed for all 43 OTUs from this study and from
previous studies of pufM sequences (Fig. 3). The phylogenetic analysis revealed that 41
OTUs were tentatively assigned to either Alpha- (22 OTUs, ~ 49 % of the sequences) or
Betaproteobacteria (17 OTUs; ~ 48% of the sequences). Two OTUs (~ 2 % of the sequences)

belonged to Gammaproteobacteria. Two singletons could not be confidently assigned.

% Pour le détails des OTUs et laur affiliation phylogénétique, voir Tableau 11 page 173
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Fig. 3. Phylogenetic tree showing the relationships between pufM gene sequences from
MALINA isolates (in bold) and environmental samples (in blue) and relatives retrieved in
GenBank (in black). Asterisks indicate the three most abundant OTUs in clone libraries. The
tree is based on a bayesian tree to which short sequences were added by ARB_PARSIMONY.
Initial bayesian tree is shown in bold lines. The numbers on nodes represent branch
confidence values. Vertical bars indicate taxonomic groups defined by Yutin et al. (2007).
The scale bar represents dissimilarity between nucleotide positions.
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Fig. 4. Relative abundance of phylogenetic clusters in samples from the North Pacific waters
(leg 1b) to the Beaufort Sea (leg 2b). Numbers of analyzed clones in each library are

indicated.

The betaproteobacterial OTU 6 was the most frequent OTU (38 % of the sequences)
and had pufM sequences partially identical (153 bp out of 245 bp) to that of environmental
clones from the Monterey Bay (Béja et al. 2002). OTU 6 belonged to a large cluster of 13

OTUs that also contained two sequences obtained by single-cell sequencing (Martinez-Garcia

et al. 2012) and a mixture of arctic sequences (Cottrell et Kirchman 2009), but it did not have
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any close relationship to known AAP bacteria. Two singleton OTUs belonged to
betaproteobacterial phylogroup I defined by Yutin et al. (2007) that formed a sister lineage
containing sequences of fosmid clones from the Delaware river (Waidner et Kirchman 2005)
and Rhodoferax fermentans (Page et al. 2004). Betaproteobacterial sequences dominated in
clone libraries from river-influenced waters (Fig. 4). OTU 6, the most abundant OTU, was
recovered in all Beaufort Sea stations and in the Bering Sea but was absent in the North
Pacific Ocean and Chukchi Sea.

Alphaproteobacterial OTU 1 and OTU 5, the second and third most abundant OTU
(18.6% and 6.6% of the sequences, respectively) together with OTU 4, -12 and -29 were
closely related to environmental clones recovered from the Chukchi and Beaufort Seas
(Cottrell et Kirchman 2009) (Fig. 3). These sequences dominated libraries from offshore
waters of the Beaufort and Chukchi Seas. Among them, OTUs 4 and 5 were only detected in
the Beaufort Sea (Fig. 4). In contrast, OTU 1 was retrieved from the North Pacific Ocean to
the Chukchi Sea with relative proportions increasing northwardly. It also occurred in most
Beaufort Sea samples.

Other Alphaproteobacteria grouped mainly with cultivated members of the
Bradyrhizobiaceae and of genera Citromicrobium, Methylobacterium and Sphingomonas
(Fig. 3). Bradyrhizobiaceae- and Citrobacterium-like sequences showed similar distribution
patterns. They co-occurred in surface waters of the North Pacific Ocean and in shelf and
offshore DCM layers of the Beaufort Sea. Sequences related to Sphingomonas and
Methylobacterium were only found at the surface in the Mackenzie mouth and at the DCM
level along the plume (Fig. 4). Gammaproteobacterial OTUs belonged to the phylogroup K
defined by Yutin et al. (2007). They prevailed in surface waters libraries of the North Pacific

Ocean but were not detected in higher latitude samples.
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Diversity of AAP isolates

To gain more insights into the origin of the pufM genes obtained in this study, AAP bacteria
were isolated that grew on low nutrient heterotrophic medium. BChl a-containing colonies
were detected only from shelf and offshore surface waters of the Beaufort Sea. Based on T-
RFLP analyses of 16S rRNA gene, the 92 pufM-positive strains were distributed in four
groups (Table 1). In accordance with their position in the pufM phylogenetic tree (Fig. 3),
representative strains of these groups had 16S rRNA gene sequences closely related to
Sulfitobacter and Loktanella (Fig. 5). Interestingly, the pufM partial sequences of most
isolates were identical or nearly identical to environmental sequences obtained in this study.
About half of the isolates were affiliated with S. marinus (Fig. 5) and had pufM sequences
that matched with OTU 5, the third most abundant OTU in the pufM libraries (Fig. 3). The
16S rRNA gene sequences of both Sulfitobacter representatives RCC 2406 and RCC 2401
were most closely related with that of isolates from Antarctic Sea ice and Arctic marine
sediments, respectively (Table 1). The two other T-RFLP groups were affiliated to the genus
Loktanella. Both Loktanella groups had pufM sequences almost identical to that of OTU 29.
On the basis of their 16S rRNA gene sequences, both groups clustered with strains isolated
from Antarctic lakes (Van Trappen et al. 2004), the major one having a sequence similar to
that of Loktanella sp. WML1 isolated from the Baltic Sea (Salka et al. 2008). No gamma- or

betaproteobacterial AAP strains were isolated.
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Table 1. Main features of T-RFLP groups determined among the 92 AAP isolates and affiliation of their representative strains.

T-RF size (bp)

16S rRNA gene closest relative

pufM gene closest relative

Nb of Representative A _ y A _ %
FAM? HEXb strains strains Name ccession o 0 - Name ccession o 0 -
number similarity number similarity
RCC 2406 ; Unc.bacterium
300 121; 123 47 (RCC 2405; RCC Sulfitobacter 1 5606 99 MALINA OTU5  JN248469 100
2400) sp. ZS5-11
: Unc.bacterium
208 123; 125 2 RCC 2401 Sulfitobacter o 0a550 99.6 MALINA OTU4  IN248468 92
sp. 252020
RCC 2403 Loktanella Unc.bacterium
299 123; 125 41 (RCC 2402; RCC sp. WML EF421433 100 MALINA JN248513 99
2404) P- 0OTU29
Loktanella Unc.bacterium
208 123:124:125 2 RCC 2642 salsilacus  AJ582229 99.5 MALINA IN248513 99
LMG 22002 oTU29

®FAM, carboxyfluorescein; *HEX, hexachlorofluorescein; T-RF, terminal restriction fragment;
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Fig. 5. Phylogenetic analysis based on the 16S rRNA sequences indicating the position of
MALINA isolates. Numbers show nodal supports from bayesian posterior probabilities, and
maximum likelihood, maximum parsimony and neighbor-joining analyses, respectively. The
scale bar represents dissimilarity percentage between nucleotide positions.

Abundance and activity of OTU 6 members

Since pufM in the OTU 6 clade clustered with betaproteobacterial sequences, we
hypothesized that OTU 6 members would have a freshwater origin. The relative abundance of
OTU 6 was investigated using quantitative PCR along the two salinity gradients of the
Mackenzie River (transects 300 and 600). Proportions of OTU 6-like pufM genes decreased
gradually from higher-temperature and lower-salinity to lower-temperature and higher-
salinity waters in both transects (Fig. 6). However, we noticed a high proportion of OTU 6 at
station 680 associated with increasing temperature and decreasing salinity. This contribution
was higher than the expected based on simple dilution. It could be related to a local input of
OTU 6 members released from the Firth River. A subsequent PCR survey of our samples
using specific primers detected OTU 6 members in all Beaufort Sea surface samples except at

the three northern offshore stations (110, 220, and 320).
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To investigate if members of this clade actively express photosynthetic genes in cold
marine waters, we extracted mRNA from surface samples of transect 600 and amplified OTU
6-specific genes. We confirmed by sequencing that all pufM cDNA clones were OTU 6
members. Active OTU 6 members were detected in all samples including the most offshore

station 620, although their contribution to total abundance was low according to gPCR assays

(Fig. 6).
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Fig. 6. Surface relative abundance of OTU 6 members (QPCR) and AAP bacteria (IR
microscopy) along transects 300 and 600 in relation with temperature and salinity.

Discussion

Little is known about AAP bacteria in polar environments. The main objective of this study
was to explore their abundance, diversity, and distribution patterns in a significant and typical
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arctic region and to evaluate their ecology and biogeographical trends. Our results indicate
that the distribution patterns generally observed in oligotrophic open ocean and eutrophic
estuarine environments of temperate and tropical regions (Jiao et al. 2007, Lamy et al. 2011)

also occur in the Beaufort Sea.

Links between AAP population abundance and environmental variables

Our results indicate that particulate and dissolved organic matter and Chl a concentrations
positively influenced the relative abundance of AAP bacteria but did not contribute to the
success of the prokaryote community as a whole. This suggests that AAP bacteria may
respond to organic supply differently and have higher mineralization capacities than the
bacterial community. In addition to AAP bacteria associated with the thick surface turbidity
layer, proportions of AAP bacteria were high in the thinner but more turbid bottom nepheloid
layer. Interestingly, AAP bacteria in surface and bottom layers showed contrasting
relationships to several environmental variables, suggesting that the two particle-rich
environments represent substantially different habitats. The two habitats could differ because
of different types of particles in the water column, phytoplankton, and mineral-rich fine
particles in the surface layer and coarse aggregates of suspended sediments in the bottom
layer (Doxaran et al. 2012). These particle-rich waters might be important not only in terms
of sediment transport but also as sites of microbially mediated organic transformations. The
latter possibility is consistent with observations of increased microbial production and activity
in particle-rich surface and bottom waters of the Mackenzie plume (Vallieres et al. 2008,
Garneau et al. 2009). Although we did not quantify the proportion of particle-associated AAP
bacteria, earlier studies in other nutrient-rich environments (Waidner et Kirchman 2007)
suggest that they may represent a significant part of the AAP bacterial community in the

Mackenzie plume. Being associated with particles seems to enhance the synthesis of BChl a
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in estuaries (Waidner et Kirchman 2007, Cottrell et al. 2010). It is likely that the energy
gained by AAP bacteria via phototrophy in these environments is suitable for cost-intensive
metabolic processes such as degradation of humic-rich DOM from riverine and terrestrial run-
off.
AAP bacterial diversity and distribution
Most OTUs recovered were closely related (>94% similarity) to existing Arctic sequences or
belonged to novel OTUs. Only 8 OTUs matched sequences from elsewhere. The arctic pufM
genes were also different from those in Antarctic sea-ice and coastal seawater (Koh et al.,
2011). Consistent with previous findings (Cottrell et Kirchman 2009), this suggests that most
OTUs found in this study might be restricted to the Beaufort Sea, which seems to constitute a
microbial province favoring endemism (Lovejoy et al. 2007).

The most striking observation from our data set is the widespread distribution of a
AAP betaproteobacterial clade (OTU 6) in the entire shelf. Betaproteobacteria are usually
low in abundance in the open ocean and the few betaproteobacterial sequences that have been
retrieved from the marine environment are from coastal environments (Rappe et al. 2000,
Riemann et al. 2008). In contrast, they represent a consistently large fraction of the
bacterioplankton in freshwater lakes and diverse river types (Glockner et al. 2000, Zwart et
al. 2002) including the Mackenzie River where they are abundant (Garneau et al. 2006,
Galand et al. 2008a). Since the Arctic Ocean receives about 10% of global riverine discharge
(Aagaard et Carmack 1989), the stratified surface waters of the Arctic Ocean share many
characteristics of an estuary where Betaproteobacteria form less than a few of the total
prokaryotic community (Galand et al. 2010, Kirchman et al. 2010). Most betaproteobacterial
OTUs recovered in this study were new (< 94% similarity to existing sequences) and do not
group with the Rhodoferax, Roseateles, and Rubrivivax pufM clusters often identified in other

estuarine and freshwater systems (Waidner et Kirchman 2008, Salka et al. 2011). They
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formed several clusters divergent from the phylogroup I (Yutin et al. 2007) that include arctic
sequences (Cottrell et Kirchman 2009) and single amplified genome (SAG) sequences from
temperate freshwater lakes (Martinez-Garcia et al. 2012). Interestingly, the 16S rRNA
sequences from the latter pufM-containing SAGs were primarily related to the
betaproteobacterial Polynucleobacter cluster that are common in the Mackenzie river (Galand
et al. 2008a). Since horizontal gene transfer of the photosynthetic gene cluster is possible
(lgarashi et al., 2001), phylogenetic data need to be interpreted with caution especially in
groups with only a few species with known pufM and 16S sequences.

Our data clearly indicate that betaproteobacterial AAP bacteria exhibited a strong river
to ocean gradient, suggesting that these bacteria grew in the Mackenzie River and then were
mixed with Beaufort coastal waters. The distribution of OTU 6 in the Beaufort Sea was
consistent with satellite observations of the offshore extension of Mackenzie turbid waters
over the continental shelf (Doxaran et al., 2012). However, the presence of OTU 6 in Bering
and Beaufort coastal waters contrasted with that of other betaproteobacterial OTUs found
only near the mouth of the Mackenzie River. Since mortality of freshwater bacteria can be an
important process in estuaries (Painchaud et al. 1995), one explanation is that OTU 6
members have a broader salinity tolerance than other AAP betaproteobacteria. The presence
of partial pufM sequences identical to that of OTU 6 in marine waters of Monterey Bay (Béja
et al. 2002) supports this hypothesis. Further studies are required to estimate their
contribution in other marine Arctic regions and to identify parameters that control their
distribution.

Previous studies showed that some Betaproteobacteria are still active in marine waters
(Cottrell et Kirchman 2004), including in the Arctic (Alonso-Séaez et al. 2008). Here, we
showed that the OTU 6 pufM gene was actively transcribed in saline waters during the arctic

summer, which is surprising because BChl a synthesis is partly or totally inhibited by light in
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AAP bacteria currently in culture (Yurkov et van Gemerden 1993, Tomasch et al. 2011). Our
data suggest that BChl a synthesis in OTU 6 members is not fully repressed by light, like in
Dinoroseobacter shibae and Roseateles depolymerans (Suyama et al. 2002, Tomasch et al.
2011). In most AAP bacteria isolated so far, photoheterotrophy generates additional metabolic
energy enhancing AAP bacterial growth under light (Koblizek et al. 2003, Cooney et al.
2006). Considering the variety of sharp environmental gradients encountered by OTU 6
members in the transition zone between freshwater and marine waters, it is likely that, when
light is sufficient, photoheterotrophy may have different physiological roles in warm, organic
matter-rich freshwater and in cold, saline oligotrophic waters. The nature of their
physiological adaptation and metabolic versatility needs to be elucidated to understand the
selective advantage that photoheterotrophy provides them.

To our knowledge, AAP strains have not previously been isolated from the Arctic
Ocean. In this study, the isolates provided a valuable set of data that allowed the taxonomic
identification of two predominant pufM phylotypes. We successfully isolated pufM-
containing bacteria, but only from surface waters, consistent with the phototrophic character
of AAP bacteria. Our arctic isolates were restricted to different species of the genera
Sulfitobacter and Loktanella. Although these species were cultivated from temperate to polar
regions (Labrenz et al. 2000, Van Trappen et al. 2004, Salka et al. 2008), the strains isolated
in this study were most similar to microorganisms residing in polar waters. Among them, the
Sulfitobacter strains clustering into OTU 5 were absent outside the Beaufort Sea, suggesting
that they potentially represent typical arctic members. Sulfitobacter and Loktanella species are
often found in surface waters and numerous interactions with phytoplankton have been
reported (Moran et al. 2007). These metabolically versatile bacteria can satisfy a significant
part of their carbon and sulfur demands by assimilating DMSP released during the decay of

phytoplankton blooms (Gonzalez et al. 1999, Mou et al. 2005). The Beaufort Sea waters
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sampled during this study exhibited post-bloom characteristics, with low levels of Chl a in the
surface layer. Since surface waters of the Beaufort Sea are oligotrophic in summer, the
capacity to derive energy from light and reduced sulfur compounds would give a
physiological advantage for competing in this extreme environment. The influence of light
and starvation on BChl a and biomass formation has been studied in AAP bacteria such as
Sulfitobacter and Loktanella that contain low amounts of BChl a (Biebl et Wagner-Débler
2006). Since this type of AAP bacteria seems to use phototrophy genes only under
simultaneous illumination and extreme shortage of organic nutrients, their distribution in
arctic waters may be linked to their photoheterotrophic mode of metabolism.

AAP diversity was highest at the shelf and offshore DCM layers of the Beaufort Sea
where Pacific Summer Water mixes with the BNL. Methylobacterium- and Sphingomonas-
like bacteria, mostly absent in surface waters, were common at these depths along the
Mackenzie plume. Although a few species of both genera have been isolated from seawater
(Vancanneyt et al. 2001, Wang et al. 2007), these bacteria have a widespread distribution in
diverse terrestrial habitats including soil, freshwater, and lake sediments (White et al. 1996,
Green 2006). Our data suggest that Methylobacterium- and Sphingomonas-like bacteria share
the same habitat, more likely associated with soluble humic material in river water (Kirk
2011). In line with this hypothesis, these bacteria were found to actively participate in humic
matter degradation (Balkwill et al. 2006, Hutalle-Schmelzer et al. 2010). Two groups of
Bradyrhizobiaceae-related sequences were detected mostly in DCM samples of the Beaufort
Sea shelf. One group was loosely associated to the metabolically versatile photosynthetic
bacterium Rhodopseudomonas palustris that is widely distributed in nature including coastal
marine sediments (Oda et al. 2003). The other grouped with strictly aerobic anoxygenic
phototrophic Bradyrhizobium strains that form nitrogen-fixing nodules on stems and/or roots

of many legumes (Giraud et Fleischman 2004). Like Methylobacterium and Sphingomonas
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clusters, these clades were mostly recovered in the deep layers of the Mackenzie plume,
suggesting that they were also entrained by the river sediment load. However, their
distribution was similar to that of Citromicrobium-like clades that are typical marine bacteria
(Yurkov et al. 1999, Jeanthon et al. 2011). Furthermore, we also retrieved them from North
Pacific Ocean surface waters, supporting earlier reports of Bradyrhizobiaceae in the North
Pacific Ocean gyre and the Bering Sea where terrestrial inputs are unlikely (Hu et al. 2006). It
is therefore tempting to speculate that arctic Bradyrhizobiaceae-related pufM sequences are

marine photosynthetic bacteria possibly transported in Pacific waters.

Conclusion

Our transect analysis in the coastal arctic ecosystem of the Mackenzie River and Beaufort Sea
shelf revealed strong spatial gradients in environmental properties and in the abundance and
composition of AAP bacterial communities. We showed that AAP bacteria represent a
significant fraction of the total prokaryotic community in the arctic coastal environments
impacted by riverine inputs. Our results highlight that OTU 6 members are an important and
widely distributed but largely unknown component of AAP bacterial communities. However,
we do not know the impact of phototrophic light harvesting on energy requirements and
carbon metabolism of these bacteria. Future studies are needed to explore their role in

biogeochemical cycling in coastal ecosystems.
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Table S1. Summary of environmental parameters of water masses delineated during the MALINA cruise. For each, the median and range are reported.

Water samples categories

Parameters?

River plume surface Shelf surface Offshore surface Other depths
n= 5 29 17 60
Max depth sampled (m) surface 50 50 151
Temperature (°C) 8.8 (7.99;10.32) 1.03 (-0.87;5.02) -0.58 (-1.04;1.13) -1.21 (-1.43;-0.93)
Salinity (psu) 14.77 (0.15;19.17) 30.17 (21.98;32.2) 28.02 (22.09;30.2) 31.92 (30.3;33.65)
0, (mg.I*) 8.07 (7.34;10.48) 8.74 (6.94;10.21) 8.89 (7.98;9.22) 7.68 (6.18;9.35)
pH 8.04 (8.04:8.32) 8.1 (7.91;8.34) 8.11 (8.03;8.15) 8.02 (7.84:8.17)
SiOH, (UM) 30.27 (3.52;64.53) 3.92 (3.12;27.9) 3.27 (2.89;7.82) 17.95 (3.38;37.19)
cDOM (V.m%) 0.12 (0.09; 0.15) 0.09 (0.08:;0.14) 0.08 (0.07;0.13) 0.1 (0.08:0.12)
NO; (UM) ° 0.7 (0;3.62) 0.02 (0;6.49) 0.01 (0;0.02) 6.15 (0; 15.65)
NO; (UM)° 0.01 (0;0.07) 0.01 (0;0.12) 0 (0;0.03) 0.05 (0;0.15)
NH, (UM)" 0.2 (0.07;0.64) 0.02 (0;0.43) 0 (0;0.08) 0.02 (0;0.43)
PO, (UM) 0.06 (0:;0.21) 0.6 (0.31;1.36) 0.58 (0.33;0.72) 1.24 (0.62;2.97)
TOC (uM) 313.7 (199; 462.5) 79.01 (66.15; 135) 65.45 (60.62;112) 64.09 (52.55;101)
POC (uM) 16.15 (12.49;52) 791 (0;41.16) 2.18 (0.92;5.61) 3.15 (0.39;43.2)
DOC (uM) 295.8 (183 ; 454.6) 68.65 (58.34;107) 62.34 (57.8;108.4) 60 (43.19;83.2)
TON (M) 17.36 (12.65;29.7) 6.75 (5.11;13.87) 5.85 (4.52;16.27) 7.28 (3.21;15.02)
PON (uM) 3.42 (1.71;15.84) 0.83 (0;3.14) 0.28 (0.17;0.77) 0.36 (0.14;2.65)
DON (uM) 13.69 (10.94; 26.7) 5.91 (4.43;11.22) 5.57 (4.34;15.83) 6.76 (3.02;14.68)
TOP (uM) 0.88 (0.23;2.82) 0.24 (0.11;0.66) 0.21 (0.12;0.59) 0.2 (0.02;0.78)
POP (uM) 0.56 (0.13; 4.96) 0.06 (0;0.24) 0.02 (0.01;0.06) 0.02 (0.01;0.24)
DOP (uM) 0.22 (0.1;1.99) 0.17 (0.09;0.53) 0.19 (0.11;0.56) 0.17 (0:0.76)
Total Chl a (ug.I™) 2.3 (0.18;4.53) 0.16 (0.02;3.23) 0.05 (0.01;0.1) 0.17 (0.01;6.43)
Prokaryotes (cells.ml™) 2.5610° (8.710;1.210°% 2.8510° (6.310*;1.010° 2.7810° (1.410°;6.510°) 1.9910° (3.710*;9.7 10°)
QAP bacteria (cellsml™ 4 6510t (1210*:2310%  1.0210° (0;8.610°) 15110° (022 109) 233107 (0;3.6 10
AAP bacteria (%) 6.31 (1.96;14.23) 0.23 (0;1.53) 0.07 (0,0.52) 0.16 (0;9.71)

# Ancillary data of temperature, salinity, pH, dissolved oxygen, colored dissolved organic matter, inorganic and organic nutrients, and chlorophyll a were
provide by D. Doxaran, P. Raimbault, N. Garcia and J. Ras.

® The detection limit is 3 nM for nitrate and nitrite and 5 nM for ammonium.
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Table S2. Summary of primers used in this study

Annealing Amplicon

Experiment Gene Group Primer name Primer sequence (5°-3") temp (°C) length (bp) Reference
PRELPIGSIONA Bt oo otuloncracaae % ¥ (sugeral tsen
PR WSIDNA Batia Lo Cooracomormacoact  ® ¥ el 00)
CRITIGE pi  AAPE LUl aveormaccacomnoocca 55 (pcenbenet o 2001
PoR sDuA s ST CSTOMTOOTIONSS |y, (ke
ponww N OWeR coocmmome e
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Table S3. Correlation of total and AAP bacterial abundances (p < 0.05) over the entire data set and along Mackenzie-influenced transects.

All samples (n=110)

All depths of transects 600 & 300 (n=40)

Variables Prokaryotic cells AAP proportions Prokaryotic cells AAP proportions
Temperature 0.24 0.46** ns® 0.59**
Salinity - 0.23 — 0.45** ns — 0.55**
0O, ns - 0.20 ns ns
cDOM ns 0.28* ns 0.32
PAR 0.2 ns ns ns
TIC - 024 ns - 0.32 ns
HCO; - 0.24 ns ns ns
NO; - 0.20 ns - 031 ns
NO, ns ns ns ns
NH, ns 0.48** ns 0.47*
PO, - 0.23 ns - 0.35 ns
SiOH;, ns 0.35** - 034 0.47*
POC 0.24 0.42** ns 0.57**
PON ns 0.74** ns 0.80**
POP ns 0.77** ns 0.82**
DOC ns 0.65** ns 0.74**
DON ns 0.59** ns 0.74**
DOP ns 0.62** ns 0.68**
TOC ns 0.66** ns 0.73**
TON 0.22 0.63** ns 0.74**
TOP ns 0.70** ns 0.76**
Total Chla ns 0.43** ns 0.78**

%ns, not significant ; *, p < 0.005 ; **, p <0.001
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Table S4. Clone library comparison of seawater samples collected during the MALINA cruise in summer 2009.

Location Station-depth Nb. of clones Nb. of OTUs? Coz/;g)age (Lglc_rﬁoél)b (Fé;‘aﬁgl)
PAC2 Om 18 7 83 8 (7-18) 1.67 (1.29-2.05)
leglb BER Om 18 4 89 5 (4-17) 0.98 (0.6-1.35)
ARC1 0m 32 2 100 2 (2-2) 0.48 (0.28-0.69)
170 3m 26 4 92 4.5 (4-12) 0.59 (0.19-0.98)
360 3m 28 7 89 8 (7-18) 1.26 (0.82-1.69)
leg2b 360 60m 27 8 96 8 1.94 (1.71-2.17)
Beaufort 620 3m 25 3 100 3(3-3) 1.05 (0.91-1.2)
Sea 620 80m 35 10 83 25 (13-78) 1.84 (1.53-2.14)
680 3m 27 3 100 3(3-3) 0.81 (0.56-1.07)
680 45m 35 11 86 13.5 (11-28) 1.85 (1.48-2.23)
leg2b 694 Om 23 6 78 16 (8-58) 0.87 (0.37-1.38)
Mackenzie 697 Om 41 20 63 72.5 (34-213) 2.59 (2.27-2.91)
plume 398 Om 30 5 90 6.5 (5-20) 0.67 (0.27-1.08)
& Operational taxonomic units (OTUs) were defined with Mothur assuming a 94% sequence similarity level.
® LClI and UCI are the lower and upper bound of 95% confidence interval of the Chaol and Shannon indexes,

respectively.
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Fig. S1. Temperature-salinity diagram of the water masses observed in the Beaufort Sea during the
MALINA cruise. Black dots correspond to water samples; numbers indicate the station and depth sampled.
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Summer community structure of aerobic anoxygenic phototrophic bacteria in the western Arctic
Ocean
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Fig. S2. Dendrogram representing the similarity between the phylogenetic composition of pufM clone
libraries. Clustering is based on a distance matrix computed with Dice similarity from the abundance of OTUs in
clone libraries defined by a 94% identity threshold between sequences. The dendrogram was inferred with the
UPGMA algorithm.
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5.3. Epilogue

5.3.1. Résultats complémentaires

Lors de cette étude, nous avons constaté certaines incohérences dans les résultats
obtenus. La plus criante concerne la disparité entre la seule séquence appartenant aux
Loktanella (OTU 29) obtenue dans les banques de clones et le nombre de souches isolées
appartenant a ce genre. Par ailleurs, ce résultat n’était pas cohérent avec le nombre élevé de
clones proches des Loktanella mis en évidence par Cottrell et Kirchman (2009). Les couples
d’amorces utilisés different entre cette derniere étude et la notre, et s’il semble que le couple
que nous avons utilisé permet d’avoir accés a une diversité plus élevée de BPAA, des
mésappariements de I’amorce sens sur notamment les séquences de Loktanella ont été en
revanche constatés. Par ailleurs, une autre incohérence est constatée entre la diversité obtenue
par approche moléculaire et culturale. La faible diversité culturale obtenue malgré I’effort
d’échantillonnage fourni pourrait étre le reflet d’une sélection par le milieu de culture
éventuellement par I’ajout de DMSP ®/,, d’une faiblesse dans les systémes de détections de la
BChl a utilisés ne parvenant pas a détecter les faibles concentrations de ce pigment. En effet,
dans ces conditions particulieres de culture (4°C, cycle lumineux avec une période courte
d’obscurité) les souches de BPAA isolées présentaient peu de coloration et des colonies de
petites tailles. Pour la grande majorité des souches, les signaux enregistrés par les systemes
optiques ou fluorimétriques de criblage étaient également faibles en comparaison de souches
provenant d’autres environnements, traduisant probablement un faible contenu en BChl a. Il
est probable que d’autres isolats présentaient un trop faible signal échappant a la détection par

les systemes de criblage utilisés.

Les groupes phylogénétiques précédemment retrouvés par Cottrell et Kirchman (2009)
en mer des Tchouktches / mer de Beaufort Ouest ont tous été retrouvés dans notre étude. En
revanche, la diversité que nous avons mis en évidence est plus vaste. Ceci est probablement
dd aux gradients environnementaux echantillonnes, aux efforts d’échantillonnage et de
séquencage plus importants et a la plus grande couverture du couple d’amorce utiliseé.
Cependant I’importance relative de ces groupes dans les banques de clones varie entre les
deux études, de facon trés importante pour celui des Loktanella. La répartition et le nombre
d’OTU groupant avec des taxons typiquement dulgcaquicoles (informations sup. dans le

Tableau I11) et liés potentiellement a la matiére organique fluviale de surface et de la BNL

172



CHAPITRE 5. Les BPAA dans I’océan arctique ouest.

suggeérent que les processus intervenant dans le filtre marginal et la précipitation des
particules (Figure 34, 8 3.1.3) ont une importance centrale dans la biogéographie des BPAA
en mer de Beaufort. Bien que les Gammaproteobacteria puissent constituer prés d’un tiers de
la diversité du bactérioplancton dans I’océan arctique Ouest (Kirchman et al. 2010), aucune
BPAA appartenant aux Gammaproteobacteria n’a été retrouveée en mer de Beaufort
(oligotrophe) passeée 62°N, alors que ces dernieres peuvent étre dominantes dans d’autres

systémes oligotrophes dont le gyre Pacifique Nord (Hu et al. 2006, Lehours et al. 2010).
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Tableau I11. Affiliation phylogénétique et numéros d’accession des OTU retrouvées dans les librairies pufM et caractéristiques générales de leurs plus
proches parents dans GenBank obtenus par BLASTn.

Nbof Clone Accession Phylogenetic L. Identity . . Accession
OoTU . Closest relative in GenBank Habitat of closest relative
clones ID number affiliation (%) number
MALINA OTUO1 68 002 JN248465 a-Proteobacteria Unc. bact. envOm2 100 Monterey Bay AY044245
MALINA OTUO2 7 044  JN248466  y-Proteobacteria Unc. bact. clone-4 90.8  Paddy soil China AB510453
MALINA OTUO3 10 255 JN248467 a-Proteobacteria Unc. bact. clone JL-ECSP6-8m85 100 China Sea AY652827
MALINA OTUO04 2 014 JN248468 a-Proteobacteria  Unc. bact. clone PUF_707_7_20 96.3  Chukchi Sea FJ619031
MALINA OTUO5 24 206 JN248469 a-Proteobacteria Unc. bact. clone PROSOPE_49 88 Mediterranean Sea GQ468979
MALINA OTUO6 138 232 JN248477 B-Proteobacteria Unc. bact. clone 20m11 100 Monterey Bay AF393999
MALINA OTUO7 11 481 JN248533 B-Proteobacteria Unc. prok. clone 1-63 91.6  Chesapeake Bay GU079576
MALINA OTUO08 10 042 JN248473 a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. BTAil 91.3  Fabaceae nodule symbiont CP000494
. Methylobacterium radiotolerans .
MALINA OTU09 9 061 JN248474 a-Proteobacteria JCM2831 96.6  Japanese unhulled rice CP001001
MALINA OTU10 9 418 JN248475 a-Proteobacteria Unc. marine bact. clone 10-Om-14 90.5 Indian Ocean EU862431
. Sphingomonas ursincola DSM
MALINA OTU11 4 039 IN248476 a-Proteobacteria 9006 100 Freshwater mat AB031016
MALINA OTU12 6 069 JN248478 a-Proteobacteria  Unc. bact. clone PUF_108_8 2 99.5  Chukchi Sea FJ618990
MALINA OTU13 1 101 JN248483 B-Proteobacteria Unc. bact. clone CY6 90.5 Lake Chaohu China FJ589103
MALINA OTU14 4 482  JN248485 a-Proteobacteria Unc. bact. clone CY12 86.6  Lake Chaohu China FJ589106
MALINA OTU15 1 134 JN248488 a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. BTAIil 84 Fabaceae nodule symbiont CP000494
. Methylobacterium extorquens . .
MALINA OTU16 1 149 JN248489 y-Proteobacteria AM1 85 Airborne contaminant CP001510
MALINA OTU17 150 JN248490 a-Proteobacteria Unc. bact. clone-7 86.3 Paddy soil China AB510456
MALINA OTU18 473  JN248491 a-Proteobacteria  Unc. bact. clone-5 83.3 Paddy soil China AB510454
. Unc. proteobact. .
MALINA OTU19 1 153  JN248492 B-Proteobacteria . 84.4  Delaware River AY912082
DelRiverFosO6H03
. Unc. proteobact. .
MALINA OTU20 5 483  JN248493 B-Proteobacteria . 85.3 Delaware River AY912082
DelRiverFosO6H03
MALINA OTU21 204 IN248494 B-Proteobacteria Unc. bact. clone TY20 89 Lake Taihu China FJ589093
MALINA OTU22 160 JN248496 B-Proteobacteria Unc. bact. clone WHP213 92.4  Wouliangsuhai Lake China GU458812
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5.3.2. Evolutions possibles dans un contexte de rechauffement global

Les relations entre les abondances des populations de BPAA et les paramétres biotiques
et abiotiques ont été analysées statistiquement. Il ressort que la communauté BPAA n’est pas
corrélée aux mémes parameétres que la communauté procaryotique totale suggérant que les
BPAA ont une réponse spécifique et probablement différente vis-a-vis de la matiére
organique. Les fortes abondances dans les estuaires du Mackenzie sont en relation forte avec
la matiére organique (signal plus fort avec le particulaire), laissant présager une forte
influence des apports fluviaux sur ces populations. Ceci pourrait étre particulierement
favorable pour ce groupe dans un contexte d’augmentation des apports terrigénes par les
fleuves a cause de la fonte du pergélisol et de I’augmentation de I’érosion. De surcroit, nous
avons montré que des OTUs typiquement dulcaquicoles pouvaient persister et rester actives
dans les eaux du large en dépit de leur forte dilution. L’extension suspectée de la couche
d’eau supérieure saumatre en réponse a l’augmentation de la quantité d’eaux douces
déversées par les fleuves pourrait permettre I’extension de I’habitat des populations d’AAP
halotolérantes. D’autre part, il est probable qu’au large les groupes de BPAA pratiquant le
feast and famine soient favorisés dans le futur par (i) le réchauffement attendu des eaux
arctiques de surface, (ii) la diminution de I’épaisseur et de I’étendue de la glace de mer ainsi
que (iii) I’'augmentation de la productivité et de I’occurrence des évenements d’efflorescence
du phytoplancton. Les tendances globales d’évolution laissent a penser que I’émission de CO,
par le bactérioplancton va augmenter. De plus, de nombreuses populations de BPAA
retrouvées dans notre étude pourraient avoir des métabolismes particuliers impliqués dans la
biotransformation de composés pouvant avoir des impacts importants sur la régulation
climatiqgue comme les Rhodobacterales ou les Rhizobiales potentiellement impliquées dans la

production de composes volatiles soufrés tel le DMS ou I’absorption de méthane.
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CHAPITRE 6. Les B-PR dans I’océan arctique ouest.

6.1. Préambule

6.1.1. Etat des connaissances en Arctique

Plus encore que pour les BPAA, tres peu est connu sur la diversité et I’écologie des B-
PR en Arctique. Le travail pionnier de Cottrell et Kirchman (2009) a montré qu’elles y étaient
présentes. Toutefois seuls 2 groupes ont été quantifiés, montrant de trés faibles abondances
relatives (<0,01% du bactérioplancton). De plus, la PR n’ayant été découverte qu’en 2000-
2001, les références permettant une affiliation phylogénétique sur ce géne fonctionnel étaient
dramatiquement lacunaires. Aussi, quasiment aucun des groupes de sequences codant pour
I’opsine retrouvés dans cette étude n’ont pu étre affilies avec certitude (Figure 48). De plus, le
nombre d’échantillons traités et la profondeur de séquencage étaient faibles et n’avaient pas
permis la détermination de I’écologie des B-PR ni leur répartition dans I’environnement
arctique. Les informations sur leur activité dans ce milieu particulier sont d’autre part

également inexistantes.
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Figure 48. Arbre phylogénétique des séquences codant pour I'opsine de la PR d’été 2007 et hiver
2008 retrouvées par Cottrell et Kirchman (2009).
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6.1.2. Ambitions

De maniére analogue aux BPAA, le but de cette étude est de déterminer a fine échelle
I’importance écologique et I’origine de la communauté estivale des bactéries a
protéorhodopsine dans le plateau continental du Mackenzie afin de donner des pistes a leur
future évolution dans un contexte de réchauffement global. Les questions que nous nous
sommes adressées sont les suivantes :

— Les B-PR sont-elles présentes dans le systeme d’étude moins soumis a I’influence
Pacifique ? Si oui, quelle est leur importance numérique ?

— Leur diversité est-elle similaire a celle trouvée par Cottrell et Kirchman 2 ans
auparavant ? Quels sont les groupes dominants, sont-ils différents de ceux retrouves ailleurs et
sont-ils actifs ?

— A I’aide des données biotiques et abiotiques des autres participants de la campagne
MALINA, peut-on déterminer si des facteurs contrblent spécifiquement les B-PR, en
particulier quels réles ont la lumiere et les sources de carbone ? Sont-elles soumises aux
mémes pressions que la communauté bactérienne totale ? Le corollaire étant est-ce-que la
photohétérotrophie leur apporte un avantage dans cet environnement particulier ?

— Compte tenu de ces données, peut-on déterminer leur origine et prédire leur évolution
dans un contexte d’augmentation de la lumiéere et du carbone terrigéne du au réchauffement

global ?

6.1.3. Point technique

L’abondance des B-PR ne pouvant étre obtenue d’un point de vue global sans une
évaluation préalable de la diversité présente, nous avons donc débuté ce travail par la
construction de banques de clones sur les stations traitées lors de I’étude sur les BPAA afin de
pouvoir comparer les 2 études et obtenir une vue cohérente de la communauté
photohétérotrophe. Une portion du géne codant pour I’opsine (appelé par la suite PR) a été
amplifiée en utilisant le couple d’amorces dessiné par Campbell et al. (2008) sur les données
métagénomiques du GOS. En parallele, pour les stations correspondantes, les ARN totaux ont
été extraits et purifiés de toute trace d’ADN avant que les ARNm de PR soient rétrotranscrits,
amplifiés et clonés. Dans les 2 cas, un nombre suffisant de clones a été séquencé pour obtenir
une couverture de banque proche ou supérieure a 80 % de la diversité estimée. Les
polypeptides codés par les sequences ADN et ADNCc obtenues ont été alignés en utilisant un

algorithme tenant compte de leur structure tertiaire en particulier les hélices-ao (MAFFT E-
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Figure 49. Détermination du pourcentage
divergence d’évolution entre les d'homologie définissant I'OTU pour la protéine PR.
séquences protéiques et nucléiques a été calculée pour la protéorhodopsine et le géne 16S
ARNI, respectivement. Nous avons déterming, en utilisant une régression linéaire et la valeur
communément utilisée de 97% d’homologie de 16S pour définir une OTU (Stackebrandt et
Goebel 1994), que le seuil définissant I’OTU pour la protéine PR est proche de 82%, ce qui
est en accord avec la valeur utilisée (80%) par Campbell et al. (2008). Sur notre jeu de
séquences PR, plus courtes, nous avons également contrdlé que cette valeur correspondait
bien au point d’inflexion maximal de la courbe nombre d’OTUs en fonction du pourcentage
d’homologie. Nous avons utilisé cette valeur pour classer les séquences que nous avons
obtenues en OTUs. Compte tenu de la courte taille des fragments séquencés (~ 330 pb), donc
de la protéine encodée (~ 110 aa) et de la forte variabilité des sequences proteiques entre les
hélices-a., ces séquences ont été ajoutées par parcimonie a un arbre robuste préexistant généré
par inférence bayésienne a partir de séquences protéiques entieres et de bonne qualité de PR.
Le pourcentage d’homologie protéique définissant I’OTU pour la PR étant faible et les
algorithmes générant les OTUs d’une part et la phylogénie d’autre part étant différents, nous
avons contr6lé la congruence des OTUs en construisant un arbre avec les séquences
protéiques uniques. Seules 3 OTUs ont présenté des sous-clades phylogénétiques : I’'OTU 3 (4
sous-clades), I’OTU 67 (2) et I’OTU 41 (2). En revanche ces sous-clades sont toujours inclus

dans des groupes monophylétiques trés soutenus.

A partir des mémes boites de pétri d’isolement utilisées pour les BPAA, un nombre

aléatoire d’isolats a été repiqué sur du milieu LNHM, mis en culture et purifié puis criblé par
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PCR (mémes amorces que pour la diversité moléculaire) pour détecter la présence de la PR.
Les isolats positifs ont été regroupés sur la base de leur ARNr 16S par T-RFLP comme pour
les BPAA. Les genes d’ARN 16S et PR de représentants de chaque groupe T-RFLP ont été
séquencés dans les deux sens (sens, anti-sens) par la méthode classique de Sanger. Les
séquences PR ont été ajoutées a I’alignement obtenu pour la diversité moléculaire.
L alignement des séquences d’ARNr 16S obtenues et des séquences de reférence identifiees
par BLASTn comme étant les plus proches a été effectué en utilisant un algorithme tenant
compte de la structure secondaire de I’ARNr (MAFFT Q-INS-I). Leur affiliation génétique a
été inférée par approche bayésienne, maximum de parcimonie, maximum de vraisemblance et
par neighbor-joining avec un nombre élevé de ré-échantillonnages (bootstrapping, 500 ou 1

000 réplicas). Un arbre consensus fournissant une phylogénie robuste a été géneré.

A partir de la diversité moléculaire et culturale, nous avons choisi des groupes d’intéréts
a quantifier par PCRq. Les amorces de PCRq disponibles dans la littérature ont été testées in
silico sur notre jeu de données pour déterminer leur couverture et leur specificité. Deux
couples d’amorces de PCRq issus de la littérature ont éte utilisés. Elles ciblent la PR du
groupe des SAR11 (Campbell et al. 2008) et celle du clade d’été de Cottrell et Kirchman
(2009), correspondant au sous-clade 3a. Des amorces de PCRq ont été dessinées pour 6 autres
groupes, soit dominants dans les banques de clones PR, soit correspondant a un isolat. Leur
specificité (y compris les possibilités de formation de diméres d’amorces) et leur température
d’hybridation optimale ont été évaluées in silico par PCR virtuelle et expérimentalement par
PCRq sur des dilutions successives et en gradient de température. La quantification de tous
les groupes de PR a été effectuée en utilisant un standard absolu (dilution successive d’un
plasmide linéaire contenant un amplicon spécifique a chaque couple d’amorces) et normalisée
par la quantification conjointe de I’ARNr 16S et suivant le méme protocole (Suzuki et al.
2000). En prenant le ratio 1 géne PR pour 1,9 géne d’ARNr 16S par cellule (Campbell et al.
2008), nous avons pu estimer leur proportions relatives dans la communauté bactérienne
totale dans 73 échantillons de la mer de Beaufort (en triplicata pour chaque couple d’amorces)
en surface et a différentes profondeurs ainsi que le long du transect couvrant du Pacifique
Nord-Est a la mer de Beaufort (6 échantillons de surface en triplicata). Une analyse des
corrélations entre d’une part les paramétres environnementaux mesurés par les autres
participants de MALINA et les divers groupes quantifies d’autre part, a permis d’explorer les
relations qu’entretiennent ces groupes avec leur environnement biotique et abiotique. Ce
choix a été motivé par des raisons comparables a celles mentionnées pour les BPAA.
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6.2. Article 2: Alphaproteobacteria dominates the summer

proteorhodopsin-containing community in the western Arctic Ocean

En soummission
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Abstract

Proteorhodopsins (PRs) are widespread prokaryotic integral membrane proteins that
function as light-driven proton pumps and can provide energy for cellular metabolism. The
abundance, diversity and activity of PR-containing bacteria are poorly known in polar oceans.
The goals of this study were to explore the diversity of PR genes and to estimate their
abundance in the southern Beaufort Sea. PR sequences generated from genomic DNA and
from cDNA were mainly distributed in the Gammaproteobacteria (46%), the
Alphaproteobacteria (43%) and the Bacteroidetes (7%). Substantial overlap between DNA
and cDNA libraries indicated in situ PR transcription for a large fraction of PR-containing
community. Sets of specific qPCR primers were designed to examine the abundance of six PR
types. Depth profiles showed that PR-containing bacteria were abundant throughout the water
column (until 80m depth), comprising up to 44% of total bacteria, although they varied
greatly with location and depth. On average, they made up 15% of the bacterial community.
Alphaproteobacteria dominated the PR community in all water masses of the Beaufort Sea
with SAR11 as the major PR type. This study suggests that PR-based phototrophy is a
significant and active process in the Arctic Ocean, probably having important ecological roles

in this extreme environment.
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Introduction

Proteorhodopsins (PRs) are retinal-binding integral membrane proteins that function as
light-driven proton pumps. They can have several physiological functions, including ATP
generation (Fuhrman et al. 2008) but their actual role in the environment is unclear. After its
initial discovery on a large genomic fragment derived from an uncultured marine
gammaproteobacterium of the SAR86 group (Béja et al. 2000), PRs have been found in a
diversity of bacterial groups notably in the cosmopolitan clade of Alphaproteobacteria
SAR11 and its cultivated representative Candidatus Pelagibacter ubique (Giovannoni et al.
2005a). They have also been observed in the alphaproteobacterial SAR116 clade (Oh et al.
2010, Grote et al. 2011) the gammaproteobacterial clade SAR92 (Stingl et al. 2007a), in
Roseobacter and Bacteroidetes species (Gomez-Consarnau et al. 2007, Gonzalez et al. 2008,
Riedel et al. 2010, Yoshizawa et al. 2012) and among others like in marine planktonic
Archaea (Frigaard et al. 2006). These photoproteins are tuned to absorb the different spectral
wavelengths of light found in the environment (Man et al. 2003, Sabehi et al. 2007). PR-
containing bacteria have been detected in a wide variety of ocean regions (Beja et al. 2001,
Venter et al. 2004, Rusch et al. 2007, Sabehi et al. 2007, Campbell et al. 2008) and also in
brackish, freshwater and sea ice ecosystems (Atamna-Ismaeel et al. 2008, Koh et al. 2010).

Although estimates vary greatly depending on the oceanic region and detection method,
PR photosystems have been detected in a large percentage of ocean surface-dwelling
prokaryotes, and were suggested to be horizontally transferred among phylogenetically
divergent microbial taxa (Frigaard et al. 2006, McCarren et DeLong 2007). They accounted
for up to 65% in the Sargasso Sea, 13% in the Mediterranean Sea and 35% in the North Sea,
and ranged from 7 to 57% in the North Atlantic Ocean (Venter et al. 2004, Sabehi et al. 2005,
Rusch et al. 2007, Campbell et al. 2008, Riedel et al. 2010). However, there are still few

quantitative assessments of PR gene abundance in marine environments. Furthermore,
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understanding PR distributions is still challenging because only a few PR-containing
organisms have been isolated into pure culture.

The Arctic Ocean is a land-locked basin with a cold, moderately brackish upper mixed
layer. These upper photic waters are separated from deeper waters by a strong halocline that is
maintained by large river inputs and the annual formation and melting of sea ice (Aagaard et
al. 1981). The physical isolation, perennially cold water temperatures, and extreme annual
light cycle provide a unique marine habitat for microorganisms (Carmack et MacDonald
2002). Although PR sequences have been detected in the Arctic (Cottrell et Kirchman 2009)
and the Southern Oceans (Béja et al. 2000, Koh et al. 2010), our current knowledge of the
abundance, distribution, and activity of PR-containing bacteria in polar marine waters is still
limited. In the only study in the Arctic Ocean (Cottrell et Kirchman 2009), the PR genes
identified in summer and winter were phylogenetically distinct from those found in lower-
latitude waters. Two PR groups of sequences were quantified and no consistent seasonal shifts
in abundance between seasons were observed. The latter study provided information on a
couple of coastal sites and did not examine, for example, the transition zones between
offshore and large Arctic rivers that have a major influence on coastal ocean biogeochemistry.

The goals of this study were to learn more about diversity and activity of PR bacteria, to
estimate PR gene abundance and to examine how the abundances of different PR groups vary
with environmental parameters. Samples were collected in summer 2009 along a 3,000 km
transect from the North East Pacific to the Arctic Ocean focusing on the Beaufort Sea and the
Mackenzie shelf. Up to now, only a very small number of PR-containing bacteria have been
isolated from arctic waters and the examination of the taxa actively expressing PR gene in
Arctic waters has never been conducted. Here, we revealed the identity of organisms having
the genetic potential for PR phototrophy (DNA) versus those actively expressing PR genes

(mRNA). Furthermore, using quantitative PCR (gQPCR) we examined the abundance of eight
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types of PR genes obtained in clone libraries or in culture. We found that water masses of the
Beaufort Sea water column harbor distinct PR communities dominated by

alphaproteobacterial PR types whose abundance varies with environmental parameters.

Materials and methods
Sampling and oceanographic parameters

The MALINA cruise took place onboard the Canadian research icebreaker CCGS
Amundsen during summer 2009 from Victoria (BC, Canada) to the Beaufort Sea (Leg 1b) and
then throughout the Beaufort Sea (Leg 2b) (Fig. S1). Most of the stations sampled on the
west—east transect in the Beaufort Sea (Leg 2b) were ice-free. However, surface waters of
eastward offshore waters were still ice-covered. Surface seawater samples were collected with
a clean bucket during Leg 1b and in the Mackenzie plume (stations 395, 398, 694, and 697)
during Leg 2b. In the Beaufort Sea, seawater was collected from six depths using Niskin
bottles mounted on a CTD (conductivity temperature depth probe) rosette. Ancillary data of
temperature, salinity, pH, dissolved oxygen, colored dissolved organic matter, inorganic and
organic nutrients, and chlorophyll a were kindly provided by D. Doxaran, P. Raimbault, N.
Garcia, and J. Ras (Boeuf et al. 2013a).

Bacterioplankton biomass for DNA and total RNA extraction were collected onboard.
Seawater samples were prefiltered through 47 mm diameter and 3 pum pore size polycarbonate
filters (Cyclopore, Whatman, USA) before the final collection of bacterioplankton cells onto
0.22 um-pore-size Sterivex cartridges (Millipore, USA) for DNA extraction or onto 27 mm
diameter and 0.22 um-pore-size Durapore filters (Millipore, USA) for RNA extraction.
Sterivex cartridges were filled with 1.6 ml of lysis buffer (0.75 M sucrose, 50 mM Tris-HCI,
pH 8), immediately frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until analysis. To limit the

degradation of mRNA, small volumes of seawater (~ 1 liter) were filtered as rapidly as
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possible, immediately upon retrieval of the CTD. RNA filters were transferred in collection
tubes containing 0.8 ml of RLT buffer (Qiagen, Hamburg, Germany) with 1 % of pB-
mercaptoethanol, frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until analysis. The time from

the start of filtration to storage was 15-20 min.

Isolation and identification of PR-containing bacteria

Seawater samples (50-100 pl) collected at the surface and at the deep chlorophyll
maximum (DCM) were spread onto low nutrient heterotrophic medium (Cho et Giovannoni
2004) prepared using seawater collected at station 860 at the surface and the DCM,
respectively. Dimethylsulfoniopropionate (DMSP) was added to the medium at a final
concentration of 100 nM (Stingl et al. 2007b). Culture plates were incubated for up to 2
months at 4°C into thermostatic cabinets illumined by luminescent tubes at irradiance levels
of 120 pmol photons.m™.s™ (for surface samples) and 25 pmol photons.m™?.s* (for DCM
samples) in 10:14 light-dark cycle.

Bacterial DNA was extracted using the QuickExtract™ Bacterial DNA Extraction Kit
(Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA). PR genes were detected by PCR
amplification with degenerate primers (Table S1) using conditions described by (Campbell et
al. 2008). PR-containing isolates were screened by terminal restriction fragment length
polymorphism (T-RFLP) of 16S rRNA genes (Boeuf et al. 2013a). PR and 16S rRNA gene
sequences of at least two randomly chosen strains from each T-RFLP group (if applicable)
were amplified by PCR (Table S1). When necessary, PCR products were gel-purified using
the DNA gel extraction kit (Millipore, Billerica, MA, USA) and sequenced with an ABI 3130
POP7 sequencer (Applied Biosystems).

16S rRNA gene sequences were compared to sequences in public databases with

BLASTnN (Altschul et al. 1997). The new sequences were aligned according the secondary
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structure of the rRNA using the Q-INS-1 strategy from MAFFT sequence alignment program
version 6.5 (Katoh et al. 2009). Phylogenetic trees were computed using Bayesian, neighbor-
joining, and maximum likelihood inference approaches using MrBayes (Ronquist et

Huelsenbeck 2003) and MEGA 5 softwares (Tamura et al. 2011), respectively.

Diversity analysis of PR genes and transcripts

DNA was extracted as previously described (Marie et al. 2010) and concentrated using
100 kDa Amicon Ultra centrifugal filter device (Millipore). Total RNA was extracted using
the RNeasy Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s instructions with several
modifications. Glass beads (50 ul) were added to the samples after thawing on ice and the
tubes were mixed vigorously for 10 min. Any trace of genomic DNA was removed using a
Turbo DNA-free kit (Ambion, Life Technologies, Paisley, UK). DNA removal in RNA
samples was confirmed by control 16S rRNA gene amplifications without the reverse
transcription step. ThermoScript RT-PCR system (Invitrogen, Carlsbad, USA) was used for
the reverse transcription of PR mRNA from total RNA samples. cDNA synthesis was
performed at 55 °C using the PR1-aR primer as gene-specific primer. PR genes and transcript
amplicons obtained as described above were cloned directly or after gel extraction using the
TOPO4-TA cloning kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
Recombinant clones were sequenced as described above.

The sequences were trimmed to remove any vector and primer sequences. DNA
sequences were translated into amino acid sequences and aligned according to the tertiary
structure of proteins using the E-INS-I strategy and BLOSUM®62 substitution matrix from
MAFFT (Katoh et al. 2009). The resulting protein alignment was back-translated to
nucleotide acid sequences using Geneious software (Drummond et al. 2012). A conservative

value of 82% amino acid sequence similarity was chosen for clustering sequences into
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Operational Taxonomic Units (OTUs) using MOTHUR (Schloss et al. 2009). Representative
sequences (defined as the sequence with the minimum distance to all other sequences in the
OTU) were obtained using MOTHUR. The coverage value (Mullins et al. 1995), the Shannon
index, Hshannon (Shannon 2001) and the bias-corrected richness-estimator, Schao1 (Chao et al.
2005) were calculated for each library.

A PR gene database containing about 2000 aligned sequences of cultured species and
environmental sequences retrieved from GenBank was constructed using Geneious
(Drummond et al. 2012). A phylogenetic tree was constructed with entire protein sequences
by Bayesian inference using MrBayes 3.0 (Ronquist et Huelsenbeck 2003) with mixed
models of amino acid substitution estimated by Markov chain Monte Carlo (MCMC)
procedure. Four parallel MCMC chains of 1.5 million generations were run; trees were
sampled every 100 generations. A consensus tree was constructed after the exclusion of
13,000 ‘burnin’ trees. The PR gene database and the consensus tree were imported into ARB
software (Ludwig et al. 2004). Representative sequences of each OTU and short PR gene
environmental sequences were aligned as above and added to the consensus Bayesian tree
using the ADD_BY_PARSIMONY algorithm implemented in ARB. Non-informative taxa

were removed from the final tree.

Quantification of PR gene abundance

Eight PR-containing bacterial groups recovered in the libraries were targeted by gPCR.
When primers specific for these clades were not available in literature, they were designed
using ARB (Table S1). The 16S rRNA genes for all bacteria were quantified using primers
(Table S1) and conditions described elsewhere (Suzuki et al. 2000). Plasmid clones from our

PR gene and 16S rRNA libraries were used as positive controls and for standard curves (10-
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fold dilution series) in the gPCR assays. Plasmid DNA was linearized with Hindlll and
quantified using the Picogreen assay (Invitrogen).

QPCR was performed in triplicate with 1 pl of environmental DNA normalized to 100
pg.pl™ or plasmid DNA solution in a total reaction volume of 10 ul using the ABsolute QPCR
SYBR Green/ROX Master Mix kit (Thermo Scientific). QPCR assays were performed using a
Chromo4 Real-Time PCR Detection System and the Opticon Monitor software package (Bio-
Rad) with the following thermal cycling conditions: 95°C for 15 min, 45 cycles of
denaturation at 95°C for 45 s, primer annealing at the primer-specific temperature (Table S1)
for 45 s with fluorescence measurements after this step, and polymerase extension at 72°C for
15 s. Melting curves were generated after each assay to check the specificity of the
amplification by heating from 65 to 95°C at a rate of 0.1°C.s* and taking fluorescence
measurements every 5 sec. Only single peaks were observed in the dissociation curves for
both the standards and samples, indicating specific amplification with each set of primers.
Average amplification efficiencies were as follows: bacterial 16S rDNA = 103.7% (x 0.9),
SAR11 16S rDNA of = 95.3% (+ 0.36), SAR11-PR = 95.6% (+ 1.16), summer clade
(OTU3a-PR) = 98.3% (+ 1.39), OTU3b-PR = 104.3% (+ 2.81), OTU11-PR = 98.4% (+ 0.98),
OTU9-PR = 95.1% (+ 2.03), OTU1-PR = 95.9% (+ 0.84), OTU10-PR = 101% (* 3.05) and
Flavobacterium-PR = 103.7%.

No inhibition was detected when a known quantity of standard was added to DNA
extracts (data not shown). The estimates of PR gene abundance were normalized to 16S
rRNA gene abundance in order to estimate the fraction of the bacterial community bearing

each PR gene type (Campbell et al. 2008).

Nucleotide sequence accession numbers
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The environmental PR gene sequences obtained in this study are available in GenBank
database under the accession numbers JX863105 to JX863220 (DNA sequences) and
JX863221 to JX863333 (cDNA sequences). The 16S rRNA and PR gene sequences of the
isolates are available in GenBank database under the accession numbers JX863350 to

JX863365 and JX863334 to JX863349, respectively.
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Results
Diversity of environmental PR sequences

A wide diversity of PR variants was discovered in the ten samples selected along the
transect covering the North Pacific Ocean to the Beaufort Sea. Of a total of 617 PR gene
sequences analyzed, 306 were derived from DNA and 311 from cDNA. 72 distinct OTUs
were identified after grouping the sequences at 82% amino acid sequence similarity. Coverage
estimates (> 80%) and rarefaction curves (data not shown) indicated that most of the diversity
was detected in the libraries from offshore and shelf stations (Table S2). Scha1 Values
(estimated numbers of expected OTUs) generally agreed with the numbers of OTUs retrieved.
In these libraries, the diversity of PR-containing bacteria was generally higher in surface than
in deeper waters (Table S2). The highest diversity was observed in the Mackenzie mouth
while the coverage index was low.

A phylogenetic tree was constructed for all 72 identified OTUs from this study and
from previous studies of PR sequences (Fig. 1). The phylogenetic analysis revealed that 64
OTUs were tentatively assigned to either Gamma- (20 OTUs, ~ 46 % of the sequences) or
Alphaproteobacteria (16 OTUs, ~ 43% of the sequences). Sequences affiliated with the
Bacteroidetes accounted for an equivalent number of OTUs (18) but a lower proportion of
sequences (~ 7%). Eight OTUs (1.5%) were related to Betaproteobacteria and one to

Deltaproteobacteria. Eight OTUs could not be confidently assigned.
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Fig. 1. Phylogenetic tree showing the relationships between PR gene sequences from MALINA
isolates (in blue) , environmental samples (in red) and relatives retrieved in GenBank (in black). Blue
and green dots show the predicted absorption of blue or green light as inferred from the amino acid
sequence. P indicates PR variants with proline at the position 105. Black arrows indicate OTUs
targeted by gPCR assays. The tree is based on a bayesian tree to which short sequences were added by
ARB_PARSIMONY. Initial bayesian tree is shown in bold lines. The numbers on nodes represent
branch confidence values. The scale bar represents dissimilarity between amino acid positions.
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About half of the alphaproteobacterial sequences (OTU3, 117 sequences) were most
closely related to environmental clones from the Arctic Ocean (Cottrell et Kirchman 2009).
This OTU that formed 4 clusters in our phylogenetic reconstruction and grouped exclusively
with PR sequences from the Chukchi, Beaufort and Bering Seas (Cottrell et Kirchman 2009)
was named « Arctic group ». OTU3a, one of these clusters, corresponded to an Arctic summer
clade retrieved by Cottrell & Kirchman (2009). Sequences related to the SAR11 clade
containing P. ubique (91-100% similarity) accounted for 10% of PR clones. A cluster of 35
sequences (OTUL ; 5% of all PRs) was related (75% similarity) to the HOT2CO01 PR (de la
Torre et al. 2003). A few proteobacterial sequences grouped into the SAR116 clade
containing cultured representatives « Candidatus Puniceispirillum marinum » and strain

HIMB100 (Oh et al. 2010, Grote et al. 2011).

Although most gammaproteobacterial OTUs were most closely related to existing
Arctic sequences or belonged to novel OTUs, large OTUs were related to cultivated PR-
containing species. Nine OTUs including the largest one, OTU11 (60 sequences), contained
sequences highly related to clones recovered from the Arctic Ocean (Cottrell et Kirchman
2009) and grouped with cultured representatives of the SAR92 group (Cho et Giovannoni
2004, Stingl et al. 2007a, Oh et al. 2010). OTUZ2 representing 42 sequences was significantly
related (>78%) to the PR gene of strain IMCC2047 isolated from coastal surface waters of the
Yellow Sea (Kang et al. 2011) and OTU10 (38 sequences) showed significant levels of
similarity (>79%) to the PR gene of Glaciecola sp. HTCC2999 and. A few PR sequences
(OTU20, 9 sequences) were almost identical to that of Glaciecola psychrophila isolated from
Arctic sea ice (Zhang et al. 2006). Only a few clones were assigned to the SAR86 group, an

abundant uncultivated marine lineage (Sabehi et al. 2004, Dupont et al. 2012).
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About half of the Bacteroidetes-like OTUs belonged to the class Flavobacteria and
were highly similar to cultured bacteria of the genera Dokdonia and Polaribacter. The other
half clustered with sequences mostly retrieved from freshwater environments. Same diversity
patterns have been observed for the total bacterial community along the Mackenzie — Beaufort

sea transition by Galand et al. (2008a).

Activity and geographical distribution of PR-containing bacteria

Eighteen OTUs representing more than 72% of the sequences were found in both DNA
and cDNA libraries. Sixteen percent of the sequences were only recovered in DNA libraries
(34 OTUs) and 11% originated from cDNA (20 OTUs). cDNA clones without corresponding
DNA clones (gammaproteobacterial OTU36) may represent bacteria that are uncommon but
metabolically highly active and important for local PR phototrophy. The absence of matching
clones in the cDNA libraries (gammaproteobacterial OTU2) implies that the bacteria
represented by these sequences may have only low activity. Cluster analysis of the PR
community composition separated the samples in three main groups (Fig. 2). One contained
DNA and cDNA libraries from most surface samples and a second grouped most libraries of
samples collected below the surface. The only exception was the cDNA library of sample
680_40m. The third cluster contained cDNA librairies of sample 170 whose diversity was low
and mainly composed of dominant OTUs. OTU3 dominated in DNA and cDNA libraries
from Chukchi and Beaufort Sea surface waters but was absent in North Pacific (Fig. 2).
SAR11 PR sequences were poorly retrieved in DNA libraries but they were present in most
RNA libraries from surface and deeper layers. Gammaproteobacterial sequences generally
dominated in libraries from deeper layers and large OTUs prevailed. OTUs assigned to the

Betaproteobacteria and Bacteroidetes were restricted to river-influenced stations.
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Fig. 2. Relative abundance of OTUs in clone libraries constructed from DNA (in black) or cDNA (in
blue). The dendrogram (bottom) represents the similarity between the phylogenetic compositon of PR
gene libraries. Clustering is based on a distance matrix computed with Bray-Curtis similarity from the
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Although Polaribacter-related cDNA sequences prevailed in station 170, members of the
Bacteroidetes formed generally a small fraction of the PR active community.

A large majority (81%) of the predicted PR proteins retrieved in this study contained
leucine or methionine at position 105, suggesting that they are green-absorbing PRs (Fig. S3).
Green-absorbing PRs were dominant in all surface samples. Among them, all PR sequences
that carried a methionine at this position belonged to Bacteroidetes. They were present only in
surface libraries and their relative abundance was higher in river-influenced stations. Relative
abundances of blue-absorbing PRs, with a glutamine at position 105, increased in offshore
surface stations of the North Pacific Ocean and the Beaufort Sea. They also increased with

depth and dominated at depth at station 170 where an upwelling probably occurred.

Diversity of PR-containing isolates

To gain more insights into the phylogenetic affiliation of the PR genes obtained in this
study, PR-containing bacteria were isolated from Beaufort Sea samples. Using the PR-1aF
and PR-1aR primer set (Table S1), PR genes were detected in 25 of 470 isolates tested.
Diverse PR-containing isolates were obtained from offshore and shelf waters of the Beaufort
Sea. Based on T-RFLP analyses of 16S rRNA gene, they were distributed in 7 groups (Table
1). The major T-RFLP group (11 strains) was affiliated with the gammaproteobacterial genus
Glaciecola and the other six with the family Flavobacteriaceae. Among Flavobacteriaceae,
isolated strains belonged to the genera Flavobacterium, Psychroflexus, Polaribacter and
Maribacter (Fig. 3). 16S rRNA genes of all the isolates were most closely related with those
of strains or environmental clones retrieved from polar seawater or sea ice samples (Table 2).
PR sequences of some isolates fell into OTUs retrieved in this study. Glaciecola isolates had
PR amino acid sequences highly similar to that of OTU 20 (> 84% identity) (Fig. 1) whereas

PR sequences of Polaribacter strains RCC2386 and RCC2387 were highly similar (> 88%
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Table 1. Main features of T-RFLP groups determined among the 25 PR-containing isolates and affiliation of their representative strains.

T-RF size (bp)

16S rRNA gene closest relative

PR closest relative

Nb of  Representative A . Similarit ) A ] Similarit )
EAM? HEXb strains strains Name ccession Imiiarity |so|-at|0n Name ccession Imiiarity |50|-at|on
number (%) site number (%) site
RCC 2392 . Flavobacteria .
84 U0, 7 (RCC233,23%4,  strain ARK10272 AF4G8432 999 frone bacterium  ZP 01734914 837 B;"“C
' 2396, 2399) cean BAL38 €a
112, Flavobacterium . Flavobacterium
83 115, 127 2 RCC 2397 sp. R-38477 FR772059 98.9 Antarctica frigoris PS1 ZP_09895557 77.6 Ross Sea
. Psychroflexus
325 Sl 2 R s Py e P DQssoaet 997 ATECK torquis ZP_01253360 862 o
' gap ATCC700755
87, 112, Polaribacter sp. Arctic Clone Arctic
325 115,127  © RCC 2386 BSw20011 ~ £US65593 100 Ocean PR 108 08 01  /\CM79430 100 Ocean
112, Fosmid Arctic Uncultured sea ADB27806
87 15,107 1 RCC2387  ArcTIC40 B 04 EU79O091 100 Ocean ice bacterium 822 Ross Sea
8, 717 1 RCC2395  Strain ARK10223 AF468428 100 ArCC  o1one 1812216 ABY66923 81.6 Indian
89 Ocean Ocean
. Glaciecola East
39 20.120, 4y RCC2389  (oeDFCh33  HQ230172 100 AICUC  iiratireducens  YP_ 004870549  87.9  China
165 (RCC 2390, 2398) snow FR1064 Sea

®FAM, carboxyfluorescein; PHEX, hexachlorofluorescein; T-RF, terminal restriction fragment; RCC, Roscoff Culture Collection
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dissimilarity percentage between nucleotide positions.

identity) to that of OTU52. Interestingly, strain RCC2386 and an environmental clone

obtained from the Chukchi Sea (Cottrell et Kirchman 2009) has identical PR. Other isolates

did not fall in any OTU obtained in this study.
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Table 2. Relative abundances of PR sequence types (%) as quantified by gPCR (minimal value - maximal value) in water masses delineated in the

Beaufort Sea.

Affiliation

Water samples categories

all samples

Group targeted  River plume surface Shelf surface Offshore surface Other depths
(n=4) (n=19) (n=9) (n=41) (n=73)
Alphaproteobacteria
SAR11 54 (22-9.2) 9.1 (0-29.4) 11.1 (1.6-21.0) 11.4 (0.5-35.3) 10.4 (0-35.3)
Arctic clade OTU3a 3.4 (2.8-3.9) 2.9 (<0.1-9.8) 45 (0.5-18.9) 09 (0-4.7) 2.5 (0-18.9)
Arctic clade OTU3b 0.8 (04-15) 0.7 (<0.1-21) 3.0 (0.7-5.2) 0.4 (<0.1-21) 0.8 (<0.1-5.2)
HOT2CO1-related OTU1 40 (1.5-6.1) 2.0 (0.2-6.9) 2.1 (0.8-3.0) 2.0 (0.2-9.6) 2.1 (0.2-9.6)
Total 13.6 (6.8-17.5) 13.9 (0.6-37.9) 20.1 (6.7-38.3) 14.0 (1.0-43.9) 14.7 (0.6 - 43.9)
Gammaproteobacteria
SAR92 OTuU9 0.1 (01-0.2) 0.2 (0-1.3) 0.2 (<0.1-0.6) 0.2 (<0.1-0.7) 0.2 (0-1.2)
SAR92 OTuU11 0.1 (<0.1-0.3) 0.2 (0-0.9) <0.1 (<0.1-0.3) 0.5 (0-2.3) 0.4 (0-2.8)
HTCC2999-related OTU10 0.3 (<0.1-0.7) <0.1 (0-0.2) 0.2 (<0.1-0.4) 0.1 (0-0.5) 0.1 (0-0.7)
Total 0.6 (0.2-1.0) 0.4 (<0.1-15) 0.5 (0.2-1.2) 0.8 (0.1-3.4) 0.6 (<0.1-3.4)
Flavobacteria Flavobacteriumsp.  <0.1 (0-<0.1) <0.1 (0-<0.1) 0.1 (<0.1-0.2) <0.1 (0-<0.1) <0.1 (0-0.2)
Total 14.2 (7.0-18.0) 14.3 (0.9-39.1) 20.7 (7.2-39.4) 14.8 (1.1-44.7) 15.4 (0.9-44.7)

Proteorhodopsin gene copies were normalized to 1.9 16S rRNA gene copies
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Abundance and distribution of main PR OTUs

Using the sequences of PR genes amplified from the Beaufort Sea, we designed gPCR
primers to target six groups of PR genes (Table S1, Fig. 1): the alphaproteobacterial OTU3b
and OTU1, the SAR92-related OTU9 and -11, the Glaciecola-related OTU10 and a cluster
composed of four Flavobacterium isolates. Using primers sets designed by Campbell et al.
(2008) and Cottrell and Kirchman (2009), we also investigated the abundance of SAR11 PR
clade and subcluster OTU3a, respectively. Abundances of PR genes were normalized to the
abundance of bacterial 16S rRNA genes assuming that one marine bacterium harbors only
one PR gene copy but on average 1.9 copies of the 16S rRNA gene (Venter et al. 2004,
Campbell et al. 2008). To estimate total abundances of PR-containing bacteria, we added
together the abundance estimates of all eight tested microbial groups containing PR genes
(Table 2). In the Beaufort Sea, the total PR relative abundances ranged from <1% to 45% with
a mean contribution of about 15% of total bacteria. The mean contributions were highest in
offshore waters and similar in other water types as defined in Boeuf et al. {, 2013 #671} using
temperature and salinity profiles. Alphaproteobacterial PR groups dominated (>94% of the
total PR groups) in all water types. Although weak variations in their mean relative
abundance were observed between water categories, distinct biogeographical patterns
occurred at the clade level. The SAR11 PR-containing bacteria prevailed in all water
categories of the Beaufort Sea and their mean surface abundances doubled from the river
plume to offshore waters. Highest surface contributions were recorded near the Amundsen
Gulf (stations 110 and 130) and in the central Beaufort Sea (stations 320 and 360). In most
shelf and offshore stations, SAR11 PR abundances increased with depth and peaked below or
above the chlorophyll maximum. The highest SAR11-like PR abundances (> 30%) were
obtained offshore (stations 540 and 760) at 50m depth. The second most abundant PR-

containing group, OTU 3a, had higher contributions in surface waters and increased from the
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river plume to offshore waters (up to 19%) with a mean contribution of 4.5%. The OTU3b PR
type shared the same distribution pattern but was less abundant. Both latter clades decreased
with depth. The OTU 1 related to the HOT2CO01 group decreased from the river plume to
offshore waters but increased with depth. Abundance of gammaproteobacterial groups were
generally low ranging from < 0.1 to 3.4%. Highest contributions were obtained in shelf
surface waters (OTU9) and DCM waters (OTU11).

General trends observed in surface waters of the Beaufort Sea were similar in samples
along the North Pacific Ocean-Beaufort Sea transect (Table S3). However, a remarkable high
relative abundance of OTU3a was obtained in a sample from the Chukchi Sea (ARC1),
confirming its dominance in the corresponding clone library. Flavobacterium PR type was
generally not detected in the Beaufort Sea but its highest abundances were recorded in
offshore surface samples. Also almost undetected along the North Pacific Ocean-Beaufort Sea

transect, this group reached 1.9% of total bacteria in a sample Chukchi Sea (ARC?2).

Links between main OTUs and environmental parameters

In contrast to total prokaryote abundance, relative gene abundance of the sum of all PR-
containing bacteria and of most PR types did not increased significantly with chlorophyll a or
light (Table S4). Nitrate and silicate, which high concentrations is a signature of Pacific
Summer Water (Tremblay et al. 2002), were negatively correlated with the relative gene
abundance of most PR types, suggesting that oligotrophic conditions of the polar mixed layer
shaped the distribution of these clusters. The other most notable exception was the significant
positive correlations between the OTU11 abundance and these nutrients. In contrast to all
other PR types, OTU11l abundance increased significantly with salinity, nutrients and
chlorophyll a and decreased significantly with temperature. Four PR types (OTU3a, OTU3b,

OTU1 and Flavobacterium) decreased significantly with depth. In contrast to the three other
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types, OTU3a increased significantly with light, indicating its preference for epipelagic
waters. An inverse relationship was found between relative abundance of Flavobacterium PR
type and salinity, consistent with the dominance of Flavobacteria in bacterial communities of

sea-ice and melting water (Staley et Gosink 1999, Brinkmeyer et al. 2003).

Discussion

PRs are globally abundant and highly expressed bacterial photoproteins in the photic
zone of the ocean (Venter et al. 2004, Rusch et al. 2007, Frias-Lopez et al. 2008). However,
they have been mostly examined in temperate and tropical ecosystems (Rusch et al. 2007,
Campbell et al. 2008, Riedel et al. 2010) and relatively little is actually known regarding their
abundance in the oceans. Moreover, few attempts have been performed to identify the
prokaryotic fraction actively expressing PR genes in situ. In this study, we examine the
diversity of PR-containing bacteria and transcripts along environmental gradients in the
Arctic Ocean. We then estimated the abundance of main active PR groups and identified

environmental factors driving their distribution.

Proteorhodopsin gene abundance and diversity

Previous studies reported high PR diversity in temperate and tropical environments
(Sabehi et al. 2007, Lami et al. 2009, Riedel et al. 2010). Our estimates of PR diversity in the
Beaufort Sea surface waters are similar to that reported in Delaware coastal waters (Lami et
al. 2009). These results indicate low-temperature environments also harbor substantial genetic
variability of PR photosytems. Half of the PRs retrieved in this study were closely related (>
82% amino acid similarity) to existing Arctic sequences or belong to novel OTUs, suggesting
that they are restricted to Arctic waters. The other half matched with sequences from

elsewhere, indicating that they are widely distributed in marine waters. This is in contrast to
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the case of pufM genes, most being restricted to Arctic waters (Cottrell et Kirchman 2009,
Boeuf et al. 2013a).

We chose to quantify the PR gene of sequences that represented isolates or large OTUs
obtained in cDNA libraries. The total abundance of all the quantified PR genes was much
lower than the estimates (65%) based on the GOS metagenome datasets (Venter et al. 2004,
Rusch et al. 2007). Our numbers are inevitably incomplete because only a subset of PR genes
could be amplified with the primers used. Therefore, they should be viewed as lower
estimates of the actual contribution of PR bacteria to the total bacterial community. Our
estimates are also lower than other qPCR analyses that found a PR gene in half of the bacteria
in the Sargasso Sea, 23% in the North Atlantic (Campbell et al. 2008), and about 34% in the
North Sea (Riedel et al. 2010). However, these data are not easily comparable because the
coverage of qPCR primer sets are different between these studies. Nevertheless, they all
estimated the relative abundance of SAR11 PR type by using the same primer set.
Interestingly, we found that SAR11 PR estimates are similar in the Beaufort Sea and in the
North Atlantic, and higher than in the North Sea, emphasizing the high contribution of this
group to PR phototrophy in Arctic waters.

According to the quantitative abundance data, alphaproteobacterial PR genes accounted
for 93% of the targeted PR community. PR genes most closely related to Candidatus P.
ubique were the most abundant in the Beaufort Sea water column as well as in the Mackenzie-
influenced stations. Earlier CARD-FISH experiments (Malmstrom et al. 2007, Alonso-Séez et
al. 2008) found that the SAR11 clade was present in large populations in Arctic waters (up to
30%), similarly to other marine environments (Morris et al. 2002). Recent studies using 454
pyrosequencing of 16S rRNA genes confirmed that the SAR11 clade predominate in diverse
Arctic regions (Comeau et al. 2011, Bowman et al. 2012) and represent a consistent

component in both summer and winter (Kirchman et al. 2010).
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The third abundant PR group as quantified by g°PCR (OTU1) is related to the HOT2C01
BAC clone generated from surface waters at the HOT station in the subtropical Central North
Pacific Ocean (de la Torre et al. 2003). The relative abundance of another PR type closely
related to HOT2CO01 estimated by gPCR was highest in the western Sargasso Sea (22-33% of
the total community) and decreased sharply in the North Atlantic until becoming undetectable
above 60°N (Campbell et al., 2008 ; Campbell, pers. comm.). We found that the proportions
of OTU1 PR type remain from the North Pacific Ocean to the Beaufort Sea.

The libraries of PR genes and transcripts contained sequences related to known groups
widely distributed in the oceans. However, it is apparent that OTU3, which was previously
reported in coastal waters of the Chukchi and western Beaufort Seas (Cottrell et Kirchman
2009) seems restricted to high latitudes. Clones libraries and gPCR estimates indicate that
OTU3 PR type is abundant in the epipelagic zone. It is remarkable that OTU3a subcluster
constitutes proportions similar to those of the SAR11 PR type at several stations and
outnumbered it in the productive waters of the Chukchi Sea, particularly in station ARC1. We
previously showed that one phylotype of the Roseobacter group dominated in a pufM library
from the same sample (Boeuf et al. 2013a). The simultaneous dominance of OTU3a PR type
with Roseobacter-like bacteria suggests that both groups have same preferences to
environmental and biological variables. The Roseobacter group is often found associated with
algal blooms and is involved in processing plankton-derived organic matter (Moran et al.
2007). It is therefore likely that OTU3a PR type represents a bacterial group able to respond
readily to phytoplankton bloom dynamics and can flourish in the Arctic when light is
available. From our results, we can conclude that the subcluster 3a is a prominent and active
component of the bacterioplankton in coastal Arctic waters.

Estimates of abundance based on PR gene frequency in the clone library were not

consistent with their abundance as estimated by qPCR. Campbell et al. (2008) observed
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deviations between the composition of alphaproteobacterial and flavobacterial PR amplicons
and their gPCR estimates by using the same PCR primers. The most notable difference
concerned Gammaproteobacteria-like OTUs 10 and 11 that could dominate in PR clone
libraries while their quantitative estimates in the same samples were low. By inspecting the
sequence templates of the PCR primer set in the limited number of strains whose genome is
available yet, we found that preferential amplification of gammaproteobacterial sequences
may explain these discrepancies although Gammaproteobacteria may be locally present in

high proportions (Kirchman et al. 2010).

Proteorhodopsin gene expression

Reverse transcription polymerase chain reaction is not commonly used to study the
expression of PR genes in the marine environment (Lami et al. 2009, Koh et al. 2010).
Several studies have shown that numerically abundant organisms, including SAR11, are not
necessarily the most active in marine environments (Alonso-Saez et al. 2008, Campbell et al.
2008). The abundant alphaproteobacterial PR types were all presumably active at the time of
sampling, suggesting that PR phototrophy is likely beneficial to them. Although we observed
a substantial overlap between DNA and cDNA libraries, the relative abundance of PR types
was sometimes different in the DNA and cDNA libraries, suggesting differential
transcriptional activities among PR types. Given the large overlap between our DNA- and
cDNA-derived libraries, we assume that further sequencing could potentially eliminate some
of the observed differences in their composition. The overall conclusion is that a large
fraction of the summer PR community is active in the euphotic waters of the Beaufort Sea.

The effects of light on PR expression may have a particular importance on the ecology
of PR bacteria in high latitude environments characterized by continuous summer light,

winter darkness and shading by seasonal ice cover. Laboratory experiments with growing
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cultures and transcriptomic approaches with natural microbial populations have reported
inconsistent observations, some suggesting constitutive PR expression (Giovannoni et al.
2005a, Riedel et al. 2010, Steindler et al. 2011), whereas others suggesting light regulation of
PR expression (Gomez-Consarnau et al. 2007, Lami et al. 2009, Poretsky et al. 2009).
Recently, Akram et al. (2013) showed that nutrient limitation had a strong effect in
upregulating PR gene expression in vibrios. The latter study has important implications in the
context of high-latitude environments. It could partly explain why PR-containing bacteria
represent a consistent component in both summer and winter in the Arctic (Cottrell et
Kirchman 2009), and are functional in the ice at low light intensities (Koh et al. 2010) as well
as throughout the annual cycle in Antarctic waters (Williams et al. 2012a). Oligotrophic
conditions as inducing factors of PR gene expression would be also consistent with the high

proportions of active PR-bacteria we found in the Beaufort Sea.

Linking proteorhodopsin genes with environmental variables

The eight PR types whose abundance was examined here differed in their response to
variable chlorophyll concentrations, nutrients, light, and salinity. The negative correlation
between the abundance of SAR11-like PR bacteria and chlorophyll concentrations are
consistent with earlier studies in diverse environments, including polar systems (Campbell et
al. 2008, West et al. 2008, Ghiglione et Murray 2012, Williams et al. 2012b). Together with
the inverse correlations between SAR11 PR abundance and POC and DON concentrations we
found, this may mirror the oligotrophic strategy of SAR11 members. The Beaufort Sea was
almost oligotrophic during the Malina cruise with low surface nitrate concentrations that limit
heterotrophic bacterial growth (Ortega-Retuerta et al. 2012a). Nutrient-poor surface waters in
the Beaufort Sea are the result of the strong vertical stratification caused by freshwater input

from the Mackenzie River and sea ice melt water (Carmack et MacDonald 2002). It is
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conceivable that energy gained by phototrophy may confer to these PR bacteria the capacity
to better face the low-nutrient conditions. This hypothesis is supported by the observation that
some PR bacteria survive energy starvation longer under light conditions (Gomez-Consarnau
et al. 2010, Steindler et al. 2011).

In contrast to other PR types, relative abundance of OTU11 members was positively
correlated with environmental parameters indicating that these organisms favored nutrient-
rich waters and may be regulated by associations with phytoplankton. The strong positive
correlations with energy availability in this group imply that these organisms may include
many opportunistic, fast growing bacteria. This is in line with the fact that many members of
the Gammaproteobacteria, and especially members of SAR92 cluster, have been described as
copiotrophs (Gléckner et al. 1999).

The different responses of PR bacteria to environmental parameters mirror the high
spatial variability in their abundance. In the Beaufort Sea, ice melt-induced stratification of
the water column, terrestrial runoff, as a well as localized and transient phytoplankton blooms
and aggregation of particulate organic matter may contribute to seascape variability. Together,
our results suggest that PR phototrophy may provides to oligotrophic and copiotrophic
microorganisms thriving in adverse conditions a competitive advantage that help them to

exploit this heterogeneity.

Conclusions

This diversity and gPCR analysis of PR sequence genes in marine waters of the Arctic
Ocean generated novel insights into the composition and spatial distribution of PR-containing
bacteria. The PR amplicons showed great spatial divergence in composition, and were
frequently dominated by genes from taxonomically diverse organisms most of them being

expressed at the time of sampling. Although the abundance of PR-containing bacteria is
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highly variable between locations and depths, our results indicate that PR phototrophy may be
a significant process contributing to the carbon cycle in the Arctic Ocean. The ecological
mechanisms that underlie this variability and the energetic benefits of PR-based phototrophy

in the world’s oceans need to be elucidated.
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Table S1. Summary of primers used in this study.

Experiment Gene Group Pnr;r:qir Primer sequence (5°-3’) f;r::sa(lolg? Il:nr;tpr:"(:t())g) Reference
. 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (Lane 1991)
CRFLP 165 Bacteria 1492R CGGTTACCTTGTTACGACTT o5 1465 (Weisburg et al. 1991)
. 8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Edwards et al. 1989)
PCR 165 Bacteria 1492R CGGTTACCTTGTTACGACTT = 1465 (Weisburg et al. 1991)
PCR PR PR-containing PR-laF GATCGAGCGNTAYRTHGAYTGG* 55 345 (Campbell et al. 2008)
bacteria PR-1aR GATCGAGCRTADATNGCCCANCC (Campbell et al. 2008)
. BACT1369F CGGTGAATACGTTCYCGG (Suzuki et al. 2000)
PCR 16 Bact 56 142 .
q S actenia PROK1492R GGWTACCTTGTTACGACTT (Suzuki et al. 2000)
125F THGGWGGATAYTTAGGWGAAGC (Campbell et al. 2008)
GPCR PR SAR 1L 288R CCCAACCWAYWGTWACRATCATTCT 59 155 (Campbell et al. 2008)
PRS472F ATCGTAGGCATGGTAGGC (Cottrell et Kirchman 2009)
aPCR PR OTU 3a PRS567R CTTGACAGATTCTGGAGC > 9 (Cottrell et Kirchman 2009)
OTU3b-al4f CCTTCGTGCGATTACTGC This study
GPCR PR OTU3b OTU3b-b2r  CCAAGCGCTGATGTAGCC > 112 This study
OTU11-16 CTGTGCCGCTGCTAATGA This study
GPCR PR oTull OTU11-r2 TCCCAGATAATGAAGCCC 58 193 This study
OTU9-alf GGTGTGTTTTGGCGTTTG This study
GPCR PR oTU9 OTU9-bl4r  CTGCACATTGGCGTTTCC 62 189 This study
OTU1l-al6f  GGAATGGCAGCTTGGTTA This study
aPCR PR oTu1 OTU1-b27r  AAAGCAGTTTGTGCTGGG 48 % This study
OTU10-f3 CCACTGCAGATTGTCGAG This study
GPCR PR oTu10 OTU10-r21  GATATACAACCAACCGGC %6 180 This study
- - GGGCTAAGCAGTCTTTGT i
GPCR PR Flfalvobact Flavo-f6 60 206 Th!s study
erium sp. Flavo-r2 TGTGTGCAGCAAGTGTGT This study

* a typographical error exists in the original publication (R instead of bolded Y)
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Table S2. Clone library comparison of seawater samples collected during the MALINA cruise in summer 2009.

Station Depth  Template  Nb. of Nb. of Coverage Schaot X Hshannon
(m) type clones  OTUs? (%) (LCI-UCI) (LCI-UCI)
PAC2 Oom DNA 32 9 94% 9.3 (9-14) 1.99 (1.75-2.22)
ARC1 Oom DNA 30 8 90% 9 (8-19) 1.58 (1.21-1.95)
170 3m DNA 30 8 93% 8.3 (8-14) 1.83 (1.57-2.09)
3m cDNA 12 3 92% 3 (3-NA") 0.72 (0.26-1.19)
20m cDNA 26 3 100% 3 (3-3) 0.69 (0.37-1)
320 3m cDNA 39 10 85% 15 (11-39) 1.59 (1.24-1.95)
360 3m DNA 31 8 87% 14 (9-46) 1.61 (1.27-1.95)
3m cDNA 39 12 90% 13.5 (12-24) 2.19 (1.93-2.45)
50m cDNA 36 6 100% 6 (6-6) 1.67 (1.5-1.84)
50m DNA 32 9 91% 10 (9-20) 1.83 (1.52-2.14)
398 Oom DNA 39 19 62% 54 (29-145) 2.37 (1.97-2.77)
620 3m DNA 15 8 80% 8.6 (8-15) 1.97 (1.63-2.31)
3m cDNA 38 15 84% 17.5 (15-30) 2.35 (2.03-2.67)
65m cDNA 33 2 100% 2 (2-2) 0.23 (0-0.46)
65m DNA 28 7 93% 7.3 (7-13) 1.58 (1.26-1.9)
680 3m cDNA 42 17 74% 35.3 (21-92) 2.36 (2.04-2.69)
40m cDNA 46 10 89% 20 (12-62) 1.83 (1.57-2.09)
40m DNA 9 6 56% 9 (6-29) 1.68 (1.21-2.15)
694 Oom DNA 60 24 73% 48 (31-105) 2.42 (2.05-2.78)

& Operational taxonomic units (OTUs) were defined with MOTHUR assuming a 82% amino acid sequence similarity level.
® LCl and UCI are the lower and upper bound of 95% confidence interval of the Chaol and Shannon indexes, respectively.

° NA, not applicable
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Table S3. Relative abundances of PR sequence types (%) in the Beaufort Sea as quantified by gPCR (minimal value - maximal
value) in surface seawater samples collected along the transect from Vancouver to Beaufort Sea. The estimates were normalized

to 16S rRNA gene abundance.

Affiliation Group targeted Stations”
PAC1 PAC2 BER ARCl1 ARC2 BEA1l
Alphaproteobacteria
SAR11 7.1 7.8 3.7 2.7 0.6 4.3
Acrctic clade OTU3a - 24 0.4 36.7 3.8 1.2
Arctic clade OTU3b 0.1 0.3 0.5 1.4 0.1 0.5
HOT2CO1-related OTU1 4.9 2.2 0.3 2.1 0.7 2.9
Alphaproteobacteria  Total 12.1 12.7 4.9 42.9 5.2 8.8
Gammaproteobacteria
SAR92 OoTU9 <0.1 0 0.4 0.7 <0.1 <0.1
SAR92 OTU11 <0.1 <0.1 <0.1 0.1 0.14 <0.1
HTCC2999-related OTU10 <0.1 0.1 <0.1 0.3 <0.1 0.11
Gammaproteobacteria Total <0.1 0.2 0.4 1.2 0.3 0.2
Flavobacteria Flavobacterium sp. 0 0 0 0 1.9 <0.1
Total 12.2 12.8 53 441 7.4 9.1

# Exact locations of the stations are shown in Fig. S1.
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Table S4. Correlation between environmental parameters and abundance of total bacteria and PR-containing groups over the entire data set.

Alphaproteobacterial PR Gammaproteobacterial PR* Flavobacterial

Variables 165 all PR - PR .
rDNA groups SAR1L Arctic group HOT2C01 SAR92- HTCC2999 Flavobacterium
OTU 3b OTU 3a OTuU1 OTU 11 OTU 10 sp.

Depth — 0.452*** — 0.402*** - 0.235* — 0.395**
Temperature 0.366** — 0.242*
Salinity 0.287* - 0.302*
0, 0.348** 0.334** 0.246*
cDOM — 0.394** = 0.378**  — 0.424*** - 0.239* - 0.361** - 0.274*
PAR 0.263* 0.266*
NO; - 0.406*** - 0.325** -0.364** - 0.324** - 0.316* 0.257* —0.241*
NH,4 0.248* 0.323**
PO, - 0.319* — 0.388** 0.266* - 0.267*
Si(OH), — 0.456***  —0.423*** -0.361** - 0.273* — 0.286* 0.311* - 0.233* - 0.270*
POC 0.337** — 0.280* 0.234* 0.304*
DOC
DON — 0.286* - 0.338**
Total Chla  0.466*** — 0.253* 0.569***

“Abundance of OTU 9 did not correlate with any environmental parameter.

* p <0.05; **, p <0.005; ***, p < 0.0005; Abbreviations: O,: dissolved oxygen; cDOM: colored dissolved organic matter; PAR: photosynthetically active
radiation; NOz: nitrate; NH,: ammonium; PO,4: phosphate; Si(OH),: silica; POC: particulate organic carbon; DOC: dissolved organic carbon; DON: dissolved
organic nitrogen; total Chla: total chlorophyll a
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Canada
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Fig. S1. Locations of stations sampled during legs 1b and 2b of MALINA cruise. Leg 1b stations
(black squares) were sampled only at the surface; leg 2b stations were sampled at several depths (black
dots) or only at the surface (black triangles). Circles indicate stations where PR gene libraries were
constructed. Grey shades correspond to bottom depths.
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Fig. S2. Relative abundance of PR spectral variants in clone libraries. The numbers of clones (n) are

indicated.
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6.3. Epilogue

6.3.1. Résultats complémentaires

Mise en évidence d’une trés forte disparité entre abondance dans les banques de clones et
abondance absolue mesurée par PCRq

Notre étude est la premiere, & notre connaissance, & avoir quantifié par PCRg un nombre si
important de clades de PR et tout particulierement des clades appartenant aux
Gammaproteobacteria. Nos bangues de clones montrent une grande proportion de
Gammaproteobacteria et en particulier d’un groupe proche des SAR92 qui totalise plus de
20% des séquences de PR obtenues. Toutefois, la quantification absolue par PCRq des 2
OTUs majoritaires de ce groupe (OTUs 9 et 11 représentant 71% des séquences de ce groupe)
montre une contribution globale de 0,5 % de la communauté bactérienne totale. Ce constat est
particulierement frappant pour les groupes de Gammaproteobactéries mais il semble que ce
soit également vrai pour le groupe d’Alphaproteobacteria B-PR appelé « Arctic ». En effet,
les OTUs 3a et 3b, qui composent 40% du groupe « Arctic » soit prés de 10% de la totalité
des clones, ne représentent que 2,2% de la communauté bactérienne en PCRq. Une distorsion
dans ce groupe était également déja apparente dans I’étude de Cottrell et Kirchman (2009). Le
groupe de PR SAR11-like n’évite pas cet ecueil. En effet, peu présent dans les banques de
clones construites a partir de I’ADN, il est pourtant trouvé tres abondant en PCRq, dominant
largement les communautés B-PR du plateau et au large.Dans les seules études qui se sont
intéressees a la quantification absolue du gene de la PR (Figure 50 ; Campbell et al. (2008) et
Riedel et al. (2010)) une telle distorsion entre abondance dans les banques de clones (Figure
50, b) et celle mesurée par PCRq (Figure 50, a) est visible, bien qu’elle soit moins marquée
que dans notre étude. Ainsi, notre étude constitue une preuve évidente de la distorsion de la
vue des prévalences par les banques de clones et souligne I’importance d’une quantification
absolue dans I’évaluation de I’implication écologique d’un groupe bactérien. Il semble
néanmoins que les tendances générales dans la biogéographie des groupes se dégageant dans
les deux approches soient cohérentes aussi bien le long des gradients de surface que des
profils de profondeur. L’exemple du groupe « Arctic » illustre bien ce propos avec des
banques de clones et une quantification par PCRq qui montrent une régionalisation dans le
plateau et une absence en profondeur. Les groupes de Gammaproteobacteria montrent

également, par les deux techniques, une préférence pour les masses d’eaux plus profondes.
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Figure 50. Abondances relatives des PRB dans I’hémisphere Nord. En variations de bleu, les groupes
appartenant aux Alphaproteobacteria; en variations orange ceux appartenant aux Gammaproteobacteria; en vert
ceux appartenant aux Flavobacteria / Bacteroidetes; en mauve ceux appartenant au groupe Il des euryarchaea;
en gris les groupes non affiliés. a. Proportions relatives des B-PR dans la communauté bactérienne totale
obtenues par PCRq. Le nombre de copies de PR a été normalisé par celui de I’ARNr 16S et pondéré par 1,9. La
contribution totale des B-PR quantifiée est indiquée au dessus. Le pourcentage de clones ciblés par la PCRq est
d’environ 40% dans Boeuf et al. (2012) et Riedel et al. (2010), et de 70% dans Campbell et al. 2008. * Les
quantifications obtenues dans Cottrell et Kirchman (2009) ont été normalisées par 1,9 pour étre comparables aux
autres jeux de données. b. Proportion relative de chaque taxon dans les librairies de clones PR. Le nombre de
clones séquencés est indiqué en dessous. * Compte tenu du grand nombre de groupes non affiliés dans cette
étude (>20%), les clones ont été reclassés en accord avec notre phylogénie. ** Dans I’arbre phylogénétique de
Campbell et al. (2008), la séquence appelée HTCC2255 apparait 2 fois, en accord avec notre phylogénie, le

groupe “Alphaproteobacterium HTCC2255 - NASB (6 clones)” a été réattribué a celui de Ia
Gammaproteobacteria HTCC2999.
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Le cas de la communauté des SAR11 et de la distribution de la PR en son sein

Les quantifications simultanées de I’abondance des génes de I’ARNr 16S des bactéries
totales, de I’ARNr 16S des SARI11 et de la PR des SAR11 permettent une analyse
comparative de ce groupe dominant tant dans la communauté totale que dans la communauté
B-PR le long d’une zone de transition. En accord avec leurs préférences oligotrophes, la
contribution des SAR11 dans la communauté bactérienne totale (en bleu, Tableau IV et
Figure 51) augmente en allant vers le large méme si leur contribution (19%) n’est pas non

plus négligeable dans les eaux riches 100%

en carbone organique. En estimant a  90%  "0SARLL :
% SAR11 a PR
1,9 le nombre moyen de copies 80% % PRdans SARLL $ E
s ; % SAR11 a PR * ! - ]
d’ARNr 16S dans la communauté  70%  4..<B-FR . o !
bactérienne totale (Campbell et al. 0%  MeYenne
8
2008), les  valeurs  moyennes  50% :
enregistrées au large sont proches de 0% _:_ /-N\'r ]
. . 2 L 2
celles estimées par les méthodes de  30%  * e ¢ i ; . LS o
° i + l [
. N e s . 2
séquencage a haut débit c.-a-d. 31% au  20% r : . °,° ‘ | HE
large dans le GOS (Biers et al. 2009),  10% :J/’;"__’,—r*——!—-l- §
[ ] L] °
40% dans le métagénome des 2 B .
Panache Plateau Large Profon-
Sargasses (Giovannoni et Stingl 2005), Surface Surface Surface deur
37% dans I'lCoMM (Zinger et al. Figure 51. Vue graphique des contributions des SAR11

. et des SAR11 a PR dans la communauté bactérienne, de la

2011), voir § 13.3). Elles sont PR dans la communauté SAR11 et des SAR11 a PR dans la
toutefois nettement supérieures communauté B-PR en fonction des masses d’eau. Les points
représentent les données, le tiret la moyenne et les droites les

(environ le double) aux valeurs tendances.

Tableau 1V. Contributions moyennes des SAR11 et des SAR11 a PR dans la communauté
bactérienne, de la PR dans la communauté SAR11 et des SAR11 a PR dans la communauté B-PR en
fonction des masses d’eau le long d’un fort gradient en carbone organique. Entre parentheses, la valeur
minimale et maximale.

Masses d’eau

Panache surface Plateau surface Large surface Profondeur Total
(n=14) (n=17) (n=9) (n=41) (n=71)
% SAR11? 18,9 (7,7-31,4) 22,7 (3,8-45,7) 39,4 (132-79,3) 349 (2,8-8L16) 31,7 (2,8-816)
% SAR11 & PR® 54 (2,2-92) 9,2 (0,2-29,4) 111 (1,6-21) 11,3 (0,4-35,3) 105 (0,2 - 35,3)
% PR dans SAR11° 28,8 (26,7 -31) 36,6 (4,4-91,1) 27,1 (11,7-38,2) 312 (4,4-80,9) 31,8 (4,4-911)
;/;r?SABFfﬁQ? PR 364 (214-515) 556 (22,1-82) 517 (216-768) 711 (21,3-902) 63 (21,3-902)

2SAR11-16S x 1,9/16S ; b SAR11-PR X 1,9/16S ; ° SAR11-PR/SAR11-16S ;d SAR11-PR /totPR ;totPR : ensemble des genes PR quantifiés

224



CHAPITRE 6. Les B-PR dans I’océan arctique ouest.

0.359* 168 0.281* Arctic . ADNr ADNFr 16S SAR11
168 OTU3b) Variables — “yos"  gessaR1l  B-PR
‘9;" 0, 0.397***  0.334**
. w cDOM - 0.390** - 0.378**
& 2
& o PAR 0.263*
o (=]
pH 0.283* 0.267*
NO; - 0.280* - 0.325**
NH, 0.248*
OoTU9
Si(OH), — 0.395*%* — 0.423***
Figure 52. Carte des corrélations de Pearson entre les POC 0.337** - 0.280*
SAR11 et les autres groupes quantifiés par gPCR (gauche) et Toc — 0.283*
les parameétres environnementaux les plus significatifs DOC — 0261
(droite). Les génes codants pour I’ARNr sont représentés par '
des formes carrées alors que les génes PR le sont par des TON - 0317 - 0.351**
cercles. Parmi les génes PR quantifiés, ceux reliés aux pON - 0.297* — 0.338**
Alphaproteobact_erla,_Gammaproteoba(_:terla et Flavobacteria TOP _0231% - 0.262*
sont en blanc, gris clair et foncé, respectivement.
* p<0.05; ** p<0.005; *** p < 0.0005. Total Chla  0.466*** - 0.253*

trouvées dans I’Atlantique Nord (des Sargasses a I’Islande) par Campbell et al. (2008) qui
utilisaient la méme technique et les mémes amorces. Elles ne sont également pas en accord
avec la moyenne de 14% trouvée dans le pyroséquencage mers des Tchouktches/Beaufort
(Kirchman et al. 2010). En revanche, nos estimations sont proches de celles obtenues dans la
fraction libre d’échantillons de la méme campagne par pyroséquencage de la région V6 de
I’ADNr 16S (Ortega-Retuerta et al. 2012c). En effet, ces auteurs ont estimé que les
Rickettsiales (ordre auquel appartiennent les SAR11) constituaient 38,5% de la communauté
bactérienne dans les eaux de surface au large et 20 % dans les eaux cotieres. Les valeurs
enregistrées présentent toutefois une grande variabilité (Figure 51) avec de faible
contributions (<10%) dans le plateau Est ou dans les eaux Pacifique sous-jacentes de la PML
et de tres fortes (>60%) au large entre 50 et 70m de profondeur avec un maximum de 81,6%
de la communauté bactérienne (station 760 a 50m). En mer de Beaufort, la distribution des
SAR11 est liée faiblement mais positivement a celle de la communauté totale (Figure 52,
gauche) mais elle n’est pas contrainte par les mémes facteurs environnementaux (Figure 52,
droite). En effet, la distribution de la communauté totale semble trés fortement liée a la
communauté phytoplanctonique (Chl a) et au carbone organique particulaire provenant
principalement du Mackenzie. Les SAR11 montrent au contraire des corrélations négatives
avec les parameétres en lien avec le Mackenzie que ce soit la MO ou la MODc (marqueur de la

couche néphéloide, Matsuoka (2011)) ou avec la couche d’eau Pacifique sous-jacente de la
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PML (dont les fortes teneurs en silicates sont un marqueur, Tremblay (2002)). Compte tenu
des distributions observeées, il semble que les SAR11 aient une prépondérance accrue dans la
PML et en particulier a sa base dans les 50 a 70 m de profondeur au large. Ceci serait en
accord avec une étude précédente conduite a travers tout I’océan arctique par Bano et
Hollibaugh (2002) qui ont montré, par DGGE et banques de clones 16S, une présence
constante du groupe SAR11 dans leurs échantillons de la PML.

La contribution des SAR11 & PR dans la communauté bactérienne totale suit la méme
tendance (en rouge, Tableau IV et Figure 51) mais en moindre mesure avec les moyennes les
plus élevées (11%) au large sur toute la colonne d’eau. La valeur moyenne du large est en
accord avec celle trouvee (11% [4% - 22%]) par Campbell et al. (2008) dans I’Atlantique
Nord (les valeurs en mer des Sargasses sont plus élevées 18% [14% - 24%]). Dans la mer de
Beaufort, les valeurs les plus élevées sont trouvées dans la PML vers 50m de profondeur. Les
valeurs enregistrées en Arctique sont ponctuellement plus hautes que celles retrouvées dans
I’Atlantigue Nord avec un maximum de 35,3% de la communauté bacterienne. La
communauté SAR11 et celle de SAR11 a PR sont fortement liees et les parametres
environnementaux contraignant leurs distributions sont globalement les mémes bien que
certains different (Figure 52). En effet, méme si la distribution des SAR11 a PR est également
inversement corrélée aux parameétres liés au Mackenzie ou au Pacifique, elle est en revanche
opposée a la chlorophylle a et semble plus fortement opposé a I’azote organique et
inorganique. Cette tendance est confirmée quand la contribution de la PR dans la communauté
SAR11 est considerée (en vert, Tableau IV et Figure 51). Effectivement, si en moyenne 30%
des SAR11 possedent la PR quelque soit la masse d’eau considéree, la distribution du géne de
la PR au sein de la communauté des SAR11 est trés hetérogene spatialement (Figure 51). Ceci
est particulierement vrai en surface du plateau ou les SAR11 a PR peuvent représenter de
moins de 5% prés de Cap Bathurst (Est) a plus de 90% des SAR11 dans le passage de
I”’Amundsen (extréme Est prés de I’fle Banks). Ces trés hautes contributions suggerent que la
protéorhodopsine apporterait un avantage aux membres des SAR11 mais la distribution de la
PR dans la communauté des SAR11 ne semble pas étre liée a lI'un des paramétres
environnementaux mesurés pendant MALINA (aucune corrélation significative entre les
parametres environnementaux et la proportion de PR dans les SAR11). Compte tenu
également de la biogéographie marquée des nombreux sous-clades SAR11 connue par ailleurs
(Brown et Fuhrman 2005, Brown et al. 2012) ainsi que de la proximité géographiques des

zones présentant d’extrémement faibles et d’extrémement fortes proportions de SAR11
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portant la PR dans la communauté SAR11, cette distribution pourrait . % SARI11a
Variables pp dans B-PR
étre plus lie a un aspect populationnel (un (ou des) sous-clades de /.o 0395 **
SAR11 possédant la PR avec leur biogéographie propre) qu’a un SAL 0.368 **
controle par les parametres environnementaux. Les SAR11 a PR LE 22;’

4 0. *
représentent également une tres forte composante de la communaute  pq, 0.358 **
des bactéries a PR (en violet, Tableau IV et Figure 51). Leur POC —0.397 **

- , - PON -0.283 *
proportion dans I’ensemble des groupes de B-PR quantifiés est oOp o256 *
comprise entre 21% et 90% et augmente vers le large (plus de 50% en ToC -0.357 **
moyenne) et avec la profondeur (plus de 70% en moyenne). PO 0310 *

TON -0.322 **

. 0 s
Globalement elle compte pour environ 63% de la communauté a PR. 4 0058 *
La contribution des SAR11 a PR dans la communauté des B-PR TOP -0.306 *
tChl a -0.312 *

augmente avec la salinité et le phosphate inorganique mais diminue
guand la température, le carbone organique (principalement particulaire) et I’azote organique
augmentent (tableau ci-contre). Ceci pourrait étre une évidence de I’apport privilégié de la PR
aux SAR11 dans les processus de survie dans des eaux froides, salées et tres limitées en
ressources (oligotrophie) ou les SAR11 a PR se développeraient de maniére tres compétitive
probablement grace a une synergie entre leur métabolisme particulier et I’apport de la PR.

Effets de la lumiere et des concentrations en carbone sur la croissance des isolats B-

PR arctiques

Pour tenter de comprendre quelles pourraient étre les influences de la PR sur
I’utilisation du carbone dans les conditions arctiques, nous avons suivi la croissance des
souches isolées durant MALINA en les exposant a des cycles jour/nuit 16:8 dans des
conditions lumineuses voisines de celles rencontrées dans la mer de Beaufort (80 HE.m?.s™)
ou a I’obscurité complete. Pour contrdler le plus grand nombre de paramétres possibles et ne
faire varier que la luminosité, nous avons utilisé un milieu synthétique préparé en une fois a
partir d’eau milliQ dont la salinité a été ajustée avec du sel de mer (Red Sea Salt), les gammes
de resistance a la salinité des souches ont été au préalable testées de 0 a 35 psu et la valeur
commune de 25 a été retenue. Ce milieu synthétique a été enrichi avec du Marine Broth 2216
dilué de facon a obtenir 24,2 mM de carbone disponible. Le milieu a été filtré sur 0,22 um et
autoclavé dans des bouteilles en verre préalablement lavées a I’acide. Les cultures ont été
réalisées dans des erlenmeyers avec un grand volume d’air disponible. Apres plusieurs

précultures dans les conditions d’expéerimentation choisies (milieu, température, luminosité),
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chaque souche testée, a été inoculée au 1/100
dans un volume de milieu réparti par la suite
équitablement dans 2 erlenmeyers, I’'un ayant
été entouré de papier d’aluminium. Ceci avait
pour but de démarrer avec un inoculum
rigoureusement équivalent dans les 2 conditions

de lumiére. Les cultures ont été ensuite mises en

agitation permanente a 150 rpm entre 4 et 5°C,

sous controle permanent de la température ;:

(Figure 53). Un millilitre de culture a été prélevé s
6.0
par jour en conditions stériles puis fixé au ss |
5.0 b .
glutaraldéhyde (0,25% final) pendant 30 min a 45 T\ = att b W N
température ambiante avant d’étre congelé a 35
- - 7 by - PN 3.0 T ' § " 5
I’azote liquide et conservé a -80°C jusqu’a ! e e e
Figure 53. Montage expérimental de culture
et suivi de la température moyenne durant
I’expérience.

analyse en cytométrie en flux (D. Marie).

La croissance des huit souches de Flavobacteriaceae n’a pas été stimulée
significativement par la lumiere (Figure 54). Des résultats comparables ont été obtenus par
Riedel et al. (2010) avec Dokdonia sp. PRO95, une Flavobacteriaceae, en utilisant la méme
concentration de carbone provenant également du Marine Broth 2216. De fagon intéressante,
les cultures ayant montré de légéres différences de densités cellulaires (mais non
significatives) en fin de phase exponentielle ou en phase stationnaire présentaient un niveau
de coloration parfois trés tranché (RCC 2387 et 2395) entre les conditions éeclairées et a
I’obscurité. La PR n’est probablement pas responsable de la coloration, cette différence
visible traduit sans doute plus une expression des caroténoides en réponse a la lumiére. Les
caroténoides, de par leurs capacités a limiter la formation de ROS en absorbant le surplus de
photons chez les organismes pratiquant la photosynthése oxygénique ®/o, a stabiliser la
membrane par les nombreuses liaisons insaturées qu’ils posseédent, sont une réponse
générique a un stress chez les bactéries (Armstrong 1997) en particulier chez les
psychrophiles (Fong et al. 2001). Cependant la seule variable différente entre les deux
conditions testées est la luminosité et cette derniére, assez basse, ne représente probablement
pas un stress pour ces bactéries. Le rétinal étant le résultat d’un clivage central du B-caroténe

(colore), la différence de coloration serait-elle le résultat d’une plus grande synthese de ce
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dernier afin d’augmenter le pool de rétinal ? Les genes nécessaires a la synthese du [3-caroténe
(crtEBIY) et sa transformation en rétinal (blh) sont présents dans les génomes des B-PR
appartenant aux Flavobacteriaceae, notamment chez Polaribacter sp. MED152 de laquelle
RCC2387 est proche (Gonzélez et al. 2008, Kwon et al. 2013). Cette hypothése pourrait étre
en accord avec I’étude de Lami et al. (2009) qui a mis en évidence une forte sur-expression de
la PR chez un clade de Flavobacteriaceae dans des mésocosmes en conditions illuminées.

Gomez-Consarnau et al.(2007) ont pu montrer un effet plus important de la lumiere sur
la croissance de Dokdonia sp. MED134 seulement avec des concentrations basses en carbone
(en dessous de 1 mM). Nous avons réalisé un second suivi de croissance en utilisant des
concentrations décroissantes en carbone organique disponible (242 ; 24,2 ; 2,42 ; 0,24 mM C
et sans apport par le MB2216). Toutefois les réponses trés hetérogenes obtenues ainsi que les
phénotypes observés (comportement d’agrégation, adhésion et précipitation), suggéereraient
que la limitation par le carbone n’est probablement pas la seule a influencer la différence de
réponses en conditions éclairée et a I’obscurité pour les cultures de Flavobacteriaceae B-PR.
Une étude trés récente suggere que plus que la lumiere, la limitation en nutriments induit
I’expression différentielle de la PR chez Vibrio sp. AND4 (Akram et al. 2013). Des
expériences plus poussées seront donc nécessaires pour comprendre quel est I’apport de la PR
(et du B-carotéene) dans I’utilisation de la MO, en fonction de la concentration des nutriments

et de I’impact de I’intensité lumineuse sur cette derniere.
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Tableaux complémentaires d’information sur les OTUs retrouvées dans cette étude.

Tableau V. Affiliation phylogénétique et numéros d’accession des OTUs retrouvées dans les banques de clones PR et caractéristiques générales de leurs
proches parents obtenus par BLASTp. Les variants verts et bleus de la PR sont représentés par les couleurs correspondantes ; L = Leucine, M = Methionine, Q =
Glutamine and P = Proline.

U A pe e Cone Ao PIVSSIC  Goestave nGentark U0 A ateoet Acemon
OTU-01 both 35 130 JX863105 a-Proteobacteria clone US080221 99% Pacific Ocean ACQ57522
0TU-02 DNA 42 078 JX863115 y-Proteobacteria gammalmtce;(’)t;‘;de”“m 77.80% Korean Yellow sea ZP_08649070
OTU-03a both 20 313 JX863122 a-Proteobacteria clone PR_707_07_03 99% Arctic Ocean ACM79455
OTU-03b both 117 34 163 JX863226 a-Proteobacteria clone E400058 100% Bering sea AB0O27736
OTU-03c both 44 476  JX863136 a-Proteobacteria clone PR_108_08_07 99% Arctic Ocean ACM79436
OTU-03d both 19 413 JX863140 a-Proteobacteria clone PR_707_07_24 99% Arctic Ocean ACM79473
OTU-04 both 17 344 JX863143 a-Proteobacteria clone 11 100% North Atlantic Ocean ACO90115
OTU-05 L+P  both 27 325 JX863239 y-Proteobacteria clone PR_707_07_18 100% Arctic Ocean ACM79467
OTU-06 DNA 3 382  JX863147 Bacteroidetes clone GH-C-1B31 76% Antarctic sea ice ADB27772
OTU-07 both 17 293 JX863242 y-Proteobacteria clone PR_108_08_11 100% Arctic Ocean ACM79440
OTU-08 both 14 429 JX863149 y-Proteobacteria clone medHO1-20-C6 69% Mediterranean sea ABA90798
OTU-09 both 13 478 JX863160 y-Proteobacteria clone PR_108_08_24 73.70% Arctic Ocean ACM79453
OTU-10 both 38 376 JX863163 y-Proteobacteria clone 03 100% N. Atlantic Ocean AC090147
OTU-11 both 60 150 JX863254 y-Proteobacteria clone PR_108_08_24 99% Arctic Ocean ACM79453
OTU-12 DNA 079  JX863172 Flavobacteria clone NASB_31 76% Sargasso sea ABU49455
OTU-13 DNA 164  JX863173 &-Proteobacteria clone S-S114a-0-B12 83.80% Sargasso sea ABA90938
OTU-14 DNA 096  JX863175 y-Proteobacteria clone medHO1-20-C6 73.70% Mediterranean sea ABA90798
OTU-15 DNA 107 JX863178 Undetermined clone Dec08_aaa01lc07_1m 63.50% Kinneret Lake, Israel AEF58091
OTU-16 both 13 346 JX863264 a-Proteobacteria clone PR_108_08_19 100% Arctic Ocean ACM79448
OTU-17 both 294  JX863268 y-Proteobacteria clone PR_108_08_11 84.80% Arctic Ocean ACM79440
OTU-18 DNA 421 JX863180 Flavobacteria clone PR_108_08_01 100% Arctic Ocean ACM79430
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OTU-19
OTU-20
OTuU-21
OTU-22
OTU-23
OTU-24
OTU-25
OTU-26
OTU-27
OTU-28
OTU-29
OTU-30
OTU-31
OTU-32
OTU-33
OTU-34
OTU-35
OTU-36

OTU-37

OTU-38
OTU-39
OTU-40

0oTU-41

0TU-42
0TU-43

OTU-44

OTU-45
OTU-46

L+Q

both
both
DNA
DNA
DNA
DNA
both
DNA
both
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
RNA

RNA

RNA
RNA
RNA

both

RNA
RNA

RNA

RNA
RNA

N R NN U WR P ONN®ERE NP OY

N
Ll N

25

315
279
242
276
246
270
369
433
328
303
384
325
349
362
348
366
379
008

080

107
115
154

358

142
165

195

200
188

JX863270
JX863285
JX863183
JX863184
JX863185
JX863186
JX863286
JX863189
JX863288
JX863191
JX863193
JX863195
JX863196
JX863198
JX863199
JX863201
JX863202
JX863290

JX863299

JX863300
JX863301
JX863302

JX863310

JX863311
JX863313

JX863315

JX863318
JX863319

a-Proteobacteria
y-Proteobacteria
B-Proteobacteria
Bacteroidetes
B-Proteobacteria
Bacteroidetes
Bacteroidetes
a-Proteobacteria
y-Proteobacteria
Flavobacteria
a-Proteobacteria
Flavobacteria
a-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
Flavobacteria
Undetermined

y-Proteobacteria
Flavobacteria

y-Proteobacteria
a-Proteobacteria

y-Proteobacteria
o-Proteobacteria

y-Proteobacteria
B-Proteobacteria

Flavobacteria

y-Proteobacteria
y-Proteobacteria

clone PR_108_08_17
clone GH-C-6B20
clone P-see-3D
clone June09_Df03_10m
clone Superior.CD1.PR.E1
clone PS350-13
clone HO15-4
clone PR_108 08 22
clone PR_108_08_06
Krokinobacter sp. 4H-3-7-5
clone 40
clone TNB_B_3M15
clone E400012
clone PR_108 08 24
clone 32
clone HEL59
clone S-S114a-80-C1
clone S-S114a-80-E12

Flavobacteria bacterium
MS024-2A

clone PR_108_08_24
clone med-tb04-20m-h2
clone med-tb04-0m-h2

C. Pelagibacter ubique
HTCC1062

clone med-20m-c2
clone Superior.CD1.PR.C1

Dokdonia donghaensis
MED134

clone TNB_B_65_30
clone s-s114a-0-2

99%
96%
98%
99%
99%
95.90%
92%
99%
99%
84.70%
100%
83.70%
100%
71.70%
100%
74.40%
97%
65.70%

95%

76.80%
90.90%
82.80%

100%

74.70%
85.60%

89.80%

94.90%
65.30%

Arctic Ocean
Antarctic sea ice
Plusssee Lake, Germany
Kinneret Lake, Israel
Superior Lake, USA
Damariscotta Lake, USA
China sea
Arctic Ocean
Arctic Ocean
Japan sea sediment
North Atlantic Ocean
Antarctic sea ice
Bering sea
Arctic Ocean
North Atlantic Ocean
North sea
Sargasso sea
Sargasso sea

Boothbay harbor, USA

Arctic Ocean
Mediterranean sea

Mediterranean sea
Sargasso sea

Mediterranean sea
Superior Lake, USA

Mediterranean Sea

Antarctic sea ice

Sargasso sea

ACM79446
ADB27798
ACB55065
AEF57901
ACN42797
ABY61805
ACQ57577
ACM79451
ACM79435

YP_004431469

ACO90174
ADB27803
ABO27718
ACM79453
ACO90169
ACN22385
ABA90500
ABA90514

ZP_03702117

ACM79453
ABD85005
ABD84912

YP_266049

ABD84564
ACN42795

ZP_01049273

ADB27789
ABA90927
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OTU-47
OTU-48
0OTU-49
OTU-50
OTU-51
OTU-52
OTU-53
OTU-54
OTU-55
OTU-56
OTU-57
OTU-58
OTU-59
OTU-60
OTU-61
OTU-62
OTU-63
OTU-64
OTU-65
OTU-66
OTU-67a

OTU-67b

OTU-68
OTU-69
OTU-70
OTU-71
OTU-72

RNA
RNA
RNA
RNA
both
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
RNA
both
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

DNA

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA

P P P R NP NNRPRNPRPRRRPRPRPRNDAENRNN

[EEN

S EE Y Y

337
257
260
266
473
342
272
318
334
350
357
417
384
414
403
405
427
422
432
435
436

467

452
453
475
479
480

JX863320
JX863321
JX863322
JX863324
JX863203
JX863327
JX863328
JX863329
JX863330
JX863331
JX863332
JX863204
JX863205
JX863207
JX863208
JX863209
JX863210
JX863211
JX863212
JX863213
JX863214

JX863215

JX863216
JX863217
JX863218
JX863219
JX863220

y-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
Undetermined
y-Proteobacteria
Flavobacteria
Undetermined
Undetermined
Bacteroidetes
Undetermined
y-Proteobacteria
Bacteroidetes
Undetermined
Bacteroidetes
a-Proteobacteria
Undetermined
B-Proteobacteria
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes

B-Proteobacteria
B-Proteobacteria

B-Proteobacteria
B-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria

clone PR_108_08_18
clone 12
clone US120211
clone med-Om-c5
clone PR_108_08_23
clone PR_108 08 01
clone MedHO1-0-2-D4
clone 04
clone US80225
clone E400019
clone med-20m-b12
clone xd110
clone 21
clone ATO6036
clone medHO1-0-F1
clone NASB_58
clone Erie.ST84.PR.F1
clone 17
clone June09_Db11l 5m
clone HO15-4
clone kin_6m_Jan07A

clone G_see_7B

clone Superior.CD1.PR.A1
clone PS350-31
clone E400005
clone medHO1-0-F1
clone June09_De04_10m

85%
96%
93.90%
91.80%
100%
87.80%
89.90%
98%
75.80%
98%
90.80%
84.70%
86.60%
79.80%
85.90%
92.90%
100%
81.70%
81.60%
77%
98%

99%

95.90%
89.80%
100%
90.90%
89.90%

Arctic Ocean
North Atlantic Ocean
Pacific Ocean
Mediterranean sea
Arctic Ocean
Arctic Ocean
Mediterranean sea
North Atlantic Ocean
Pacific Ocean
Bering sea
Mediterranean sea
China sea
North Atlantic Ocean
Atlantic Ocean
Mediterranean sea
Sargasso sea
Erie Lake, USA
North Atlantic Ocean
Kinneret Lake, Israel
China sea

Kinneret Lake, Israel

Grosser Ploner See Lake,
Ge

Superior Lake, USA
Damariscotta Lake, USA
Bering sea
Mediterranean sea

Kinneret Lake, Israel

ACM79447
ACO90154
ACQ57539
ABD84466
ACM79452
ACM79430
ABA90571
ACO90110
ACQ57524
ABO27721
ABD84551
ACQ57563
ACO90162
ABJ98286
ABA90661
ABU49514
ACN42833
AC0O90120
AEF58313
ACQ57577
ACB55080

ACB55106

ACN42793
ABY61814
ABO27713
ABA90661
AEF57899
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Communauté présente vs. communauté active

La diversité bactérienne en Arctique a principalement été évaluée sur la base de I’ADN
(pyroséquencage ou études classiques, voir § 3.3.2) ce qui a permis de déterminer quels sont
les groupes bactériens présents mais ne donne pas d’indices forts sur I’activité de ces derniers
ni sur I’expression de leurs potentialités génétiques dans ces eaux (mises a part les génes
ménagers, tout gene n’est pas forcément exprimé dans toutes les conditions
environnementales rencontrées). Ceci est autant plus critique pour un systeme secondaire
comme la phototrophie chez des organismes hétérotrophes. Pour évaluer si les bactéries
présentes exprimaient leurs systemes phototrophes, nous avons comparé les diversités issues
de I’ADN et de I’ADNCc. L’analyse globale des OTUs obtenues (Tableau V) par diagramme
de Venn (Figure 55) montre que la plupart des OTUs regroupant le plus de séquences exprime
activement la PR. Les OTUs constituées uniquement de séquences d’ARN, si ce n’est une
distorsion due aux techniques employées, pourraient constituer des groupes de faible
abondance mais actifs. Plus de la moitié du jeu de données est constitué d’OTUs actives et si
seulement les OTUs contenant au moins 2 séquences sont considérés, prés de 70% des OTUs

sont actives.

P S
/" Avec singletons /~ Sanssingletons
72 OTUs f 46 OTUs
ADN mixte ARN ADN mixte ARN
47,2 % 25% 27,8 % 39,1% 391% |21,7%
340TUs\ 180TUs /200TUs / \ 180TUs \ 180TUs / 100TUs

59 seq

102 seq 446 seq 69 seq
\ '

86 seq _ 446 seq

Figure 55. Diagramme de Venn des OTUs constituées de séquences d’ADN, d'ARN ou des deux
avec ou sans les OTUs constituées d’une seule séquence (singletons).

6.3.2. Evolutions possibles dans un contexte de réchauffement global

Les relations entre les abondances des populations de B-PR et les parametres biotiques
et abiotiques recueillis par les autres participants de la campagne MALINA ont été analysées
a I’aide d’outils statistiques. Il ressort que la communauté B-PR n’est pas corrélée aux mémes

parameétres que la communauté procaryotique totale suggérant que les B-PR ont une réponse
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spécifique et probablement différente vis-a-vis de la matiere organique. Les SAR11 a PR,
dominant la communauté des B-PR, montrent de nettes préférences oligotrophes avec une
distribution inféodée a la PML. Dans une optique de I’approfondissement de cette masse
d’eau et de la limitation des échanges de nutriments provenant des couches inférieures ainsi
gue de I’augmentation de I’aire de I’océan hauturier libre de glace, la niche écologique de ces
derniers pourrait s’étendre. Au contraire, d’autres groupes, dominants dans le plateau du
Mackenzie comme un groupe visiblement endémique d’Alphaproteobacteria (« Arctic »), de
méme qu’un groupe de Gammaproteobacteria proche du groupe SAR92 montrent quant a eux
des relations moins tranchées vis-a-vis du carbone organique ou inorganique et semblent lié a
la production phytoplanctonique. Ces groupes pourraient donc augmenter d’importance dans
un contexte d’augmentation des exports de carbone et de plus fréquents événements
d’efflorescence du phytoplancton. Compte tenu des capacités de survie accrue apportée par la
PR a certaines bactéries (Gémez-Consarnau et al. 2010), il est imaginable que I’importance
de la PR permette I’expansion des groupes la possedant dans les eaux nouvellement libres de

glace.
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DISCUSSION GENERALE

Des communautés contrastées, des distributions opposées

Les deux volets de cette étude ont pu mettre en évidence des communautés
photohétérotrophes tres diversifiées dont la distribution est tres divergente. La distribution des
BPAA est tres fortement influencée par les apports fluviaux alors que celle des B-PR montre
a I’inverse une forte influence océanique. La luminosité disponible (PAR) ne semble
structurer a elle seule ni les BPAA, ni les B-PR suggérant la dominance du métabolisme
hétérotrophe chez les micro-organismes photohétérotrophes en mer de Beaufort. Alors que la
distribution de la communauté bactérienne totale est influencée par la communauté
phytoplanctonique (Chl a) et le COP, seule la communauté BPAA suit ces tendances.
Toutefois, contrairement a la distribution de la communauté bactérienne totale, celle des
BPAA est régie principalement par la matiere organique (essentiellement particulaire). Celle
des B-PR, dont les grands traits sont dessinés par la distribution du groupe SAR11, montre en
revanche une nette opposition a la MO et n’est pas influencée positivement par un parametre
environnemental particulier. L’ensemble de ces observations et les travaux de Lauro et al.
(2009) et Yooseph et al. (2010) suggerent que la communauté photohétérotrophe en mer de
Beaufort pourrait étre caricaturalement séparée en copiotrophes et oligotrophes. Les BPAA

dominantes auraient tendance a avoir un caractére copiotrophe et les B-PR dominantes un
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Figure 56. Abondances relatives dans le bactérioplancton de la communauté BPAA (a) et B-PR (b)
en fonction des masses d'eau dans la mer de Beaufort. Les masses d’eau ont été discriminées en fonction de
leurs parameétres de Température et Salinité. En orange, I’estuaire du Mackenzie (chaud et dessalé) ; les eaux de
surface (>50m) du plateau continental en vert et au large en bleu clair ; en bleu foncé les eaux sous-jacentes que
ce soit dans le plateau ou au large.
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caractére oligotrophe. L’écologie des groupes phylogénétiques auxquels appartiennent les
membres dominants de chague communaute (Betaproteobacteria et Rhodobacterales pour les
BPAA et SAR11 (o) et IMCC2047 (y) pour les B-PR) semble en cohérence avec ces traits
écologiques. Toutefois, cette vision tres réductrice doit étre pondérée car contrairement a la
communauté BPAA dont I’abondance diminue fortement de [I’estuaire au large, la
communauté B-PR (la totalité des membres quantifiés) montre une présence moyenne
importante dans le plateau continental ou au large mais également dans I’estuaire (~15 % du
bactérioplancton) (Figure 56) et des membres de cette communauté montrent des préférences
pour les environnements plus riches. De méme, les Rhodobacterales forment un groupe dont
I’écologie est tres variable (Christie-Oleza et al. 2012) et les représentants BPAA de ce
groupe sont suspectés d’étre des généralistes capables également d’étre competitifs dans les

zones oligotrophes (Wagner-Dobler et Biebl 2006).

Une biogéographie marquée

En mer de Beaufort, la communauté B-PR (72 OTUs ; diversité moyenne de Shannon®’
de 1,9) est plus diversifiée que la communauté BPAA (43 OTUs ; diversité moyenne de
Shannon de 1,3) et ses membres montrent un net changement d’abondance en fonction de la
zone considérée (Figure 57). Les SAR11 B-PR (clairement oligotrophes) montrent une nette
répartition océanique alors que d’autres groupes, moins abondants ont des répartitions a
tendance plus cotieres comme le groupe arctique (OTU 3) et a HOT2CO1 ou encore les
Gammaproteobacteria proches des SAR92. Les populations de BPAA montrent également
une biogeéographie marquée avec des Betaproteobacteria dominantes dans I’océan cdtier et les
Rhodobacterales (dont la majorité pratique la tactique feast and famine) au large. Des familles
de BPAA aux métabolismes particuliers comme les Rhizobiales et les Sphingomonadales sont
également présentent, plus en profondeur. Toutefois, en comparant les diversités obtenues
chez les BPAA et B-PR avec la communauté bactérienne totale arctique (Figure 58), des traits
intrigants ressortent. En effet, alors qu’il a ét¢é montré qu’une variante de la PR,
I’actinorhodopsine, est présente chez de nombreuses Actinobacteria en milieu lacustre ou
estuarien (Sharma et al. 2008, 2009), et que ce groupe bactérien est trouvé en proportion non

négligeable dans toute la mer de Beaufort (Figure 58), aucunes AR n’ont pu étre détectées

% En ne prenant en compte que les 8 banques d’ADN communes aux deux communautés.
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Figure 57. Abondances relatives moyennes des groupes B-PR majoritaires dans le bactérioplancton
guantifiées par qPCR en fonction des masses d’eau. En variation de bleu les groupes d’Alphaproteobacteria.
Les carrés remplis représentent les valeurs les plus hautes mesurées ; les vides, les plus basses.
dans notre étude, méme en utilisant des amorces spécifiques. De surcroit, peu de clades a
signature purement dulcaquicole ont pu étre détectés dans notre étude (uniquement des
singletons dont la distribution était limitée a la proche embouchure), il semble donc que la
communauté B-PR arctique soit peu influencée par les apports de populations allochtones
fluviales contrairement aux BPAA. D’autres disparités apparaissent en comparant la
communauté photohétérotrophe arctique de celles trouvées a plus basses latitudes. En effet,
alors que les membres appartenant aux Gammaproteobacteria sont importants dans les
communautés BPAA en milieu oligotrophe (Hu et al. 2006, Lehours et al. 2010), le
phylogroupe pufM majoritaire de cette classe (K) n’a été retrouvé dans notre étude que dans le
Pacifique Nord et disparait au-dela de la mer de Béring. Ce trait en particulier est tres
intrigant. Pourquoi les groupes de BPAA retrouves a plus basses latitudes dans des eaux
oligotrophes, ne sont-ils pas présents en Arctique alors que la classe a laquelle ils
appartiennent, les Gammaproteobacteria, représentent une classe importante (~30% de la
communauté) dans les eaux des mers de Beaufort et des Tchouktches (Kirchman et al. 2010)
et constituent une grande partie de la diversité chez les B-PR ?

Dans une méme perspective, pourquoi des groupes majeurs dans d’autres océans comme les

picocyanobactéries ne sont-ils pas présents dans I’Océan Arctique ? En effet, lors de
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Figure 58. Abondance de la communauté bactérienne totale libre et attachée aux particules (> 3
pum) obtenue par pyroséquencage de la région V6 du 16S (400 bp). La « fraction totale » représente la somme
de la fraction libre et de la fraction attachée mais n’est pas une filtration supplémentaire. D’apres Ortega-
Retuerta et al. (2012c).

MALINA, les données de cytométrie (D. Marie, pers.comm.), d’HPLC (Chlorophylle a et b,
Zéaxanthine ; M. Ras, pers.comm.) ainsi que de pyroséquencage (Ortega-Retuerta et al.
2012c) montrent que les Synechococcocales sont restreintes a la proximité des embouchures
du Mackenzie. Ces résultats sont en accord avec ceux de Waleron et al. (2007) qui ont
exploré spécifiquement les Cyanobacteria dans le méme systeme lors de la campagne
CASES. Ces auteurs ont montré de plus fortes abondances en picocyanobactéries dans
I’embouchure du Mackenzie avec une diminution trés forte dans le plateau mais également
leur persistance en trés faible densité au large. Les clades de Synechococcus trouvés a plus
basses latitudes dans le Pacifique ou en Atlantique ne persistent pas en Arctique (Zwirglmaier
et al. 2008, Huang et al. 2012) et seuls des clades montrant des préférences d’eaux saumatres
(Chen et al. 2006) semblent presents. Les tendances observées dans les communautés de
BPAA montrent une étonnante similarité avec ces résultats. Les données concernant
I’abondance ou la diversité des BPAA en milieu dulcaquicole arctique sont aujourd’hui
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inexistantes, toutefois les observations faites dans notre étude suggerent que les BPAA d’eaux
douces / saumatres peuvent représenter une fraction importante tant numériquement qu’en
termes de diversité, au moins dans le fleuve Mackenzie. Cette hypothese est renforcé par
d’autres études conduites dans des estuaires se trouvant a moyennes latitudes comme
I’embouchure du fleuve Delaware, la baie de Chesapeake (Waidner et Kirchman 2007) ou des
systemes saumatres comme la mer Baltique (Salka et al. 2008) ou les proportions de BPAA
sont importantes dans les zones dessalées. L’ensemble de ces observations communes
soulévent une question cruciale: pourquoi les bactéries phototrophes possédant un
photosysteme (PSI et Il pour les picocyanobactéries et PufLMH pour les BPAA) sont peu
présentes dans les eaux arctiques du large et limitées a la proximité des cotes alors que les
bactéries possédant des systémes phototrophes plus simples, comme les B-PR, ne semblent

pas affectées ?

La synergie entre température et salinité limite-t-elle les photosystémes ?

En Arctique, alors que les Nanophytoplancton (cell/ml)

: - . R R °%°
picocyanobactéries  coccales sont quasi- ™ o
absentes en mer, elles représentent en revanche 3000
un membre tres important du 2000

picophytoplancton en milieu dulcaquicole 1000

pouvant atteindre de trés fortes abondances .

(Vincent et al. 2000). Bien que les eaux

30 000
marines arctiques soient en permanence 25000
froides, contrairement aux eaux douces ig zgg
pouvant étre de quelques degrés plus chaudes 10 000
en fonction de la saison, il semblerait que plus me
que la température, une combinaison des effets BPAA (cell/ml)
de paramétres physico-chimiques pourrait R
expliquer la limitation de ces organismes. i:zz
Allakhverdiev et al. (2002) ont démontré les 10 000
effets synergiques du stress lumineux, 5000

augmentant le photodommage de la sous-unité 0

Figure 59. Interpolation des abondances
des communautés Nanophytoplancton,
Picophytoplancton et BPAA en surface lors de
MALINA.

D1, et du stress salin, limitant les mécanismes
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de réparation de la méme sous-unité (inhibition de la protéolyse de D1 et sa synthese de
novo). lls entraineraient une inactivation du PSII chez la cyanobactérie Synechocystis sp. PCC
6803, plus rapide que lorsque chaque parametre est considéré individuellement. En mer de
Beaufort, il semble qu’une synergie des effets de la salinité et des températures basses puisse
limiter le fonctionnement des photosystemes et par la, la distribution des picocyanobactéries
et des BPAA. Nous avons montré que ces deux parametres physiques influencaient
significativement la distribution des BPAA dans ce systeme. Toutefois, quand les autres
membres du phytoplancton sont pris en compte, une action directe et uniquement sur le
fonctionnement des photosystémes semble peu probable. En effet, Balzano et al. (2012b) ont
mis en évidence, lors de MALINA, une communauté eucaryote nanophytoplanctonique
diversifiée composée principalement de diatomées (principalement des Chaetoceros) et une
communauté picophytoplanctonique presqu’exclusivement composée d’un clade endémique
de Micromonas pusilla. D’aprés I’analyse des distributions de ces communautés par
cytométrie en flux (Figure 59), il semblerait que plus la taille des organismes possédant des
photosystemes est importante, plus leur distribution s’étend dans le plateau et plus les
communautés eucaryotes sont diversifiées. En corolaire, plus les organismes
photosynthétiques sont petits, plus ils semblent étre limités par les conditions
environnementales sans qu’il soit possible toutefois d’établir un lien direct clair entre taille et
distribution. De plus, de nombreuses études reportent la présence en grande quantite
d’eucaryotes unicellulaires photosynthétiques (comme les diatomés) a travers tout I’ Arctique
(voir § 3.3.2). Les bases structurelles comme les traits écologiques permettant d’expliquer la
différence de répartition entre organismes photosynthétiques procaryotes et eucaryotes sont
encore méconnues et tres peu explorées expérimentalement. Les photosystemes et systemes
de réparation entre eucaryotes et procaryotes photosynthétiques étant tres conservés, d’autres
structures et processus que ces derniers doivent étre impliqués pour expliquer cette différence
de distribution. Tres variable dans sa composition entre procaryote et eucaryote, la membrane
est I’un des compartiments cellulaires des plus fortement affectés par le froid et
potentiellement la salinité et qui a un impact direct sur le systeme phototrophe. En effet, le
photosysteme est compris dans la membrane cellulaire chez les BPAA, dans une membrane
spécialisée (thylacoide) chez les picocyanobactéries, dans un organite cytoplasmique
(chloroplaste) protégé par 2 membranes (cellulaire et chloroplastique) chez les picoeucaryotes
auxquelles s’ajoute souvent une paroi rigide (theque) chez les nanoeucaryotes (de silice, de

carbonate de calcium ou de cellulose). Le nombre et la composition des diverses membranes
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pourraient jouer un réle dans la résistance aux basses températures et aux variations de
salinité ainsi que sur le fonctionnement des photosystemes. En effet, la fluidité de la
membrane est essentielle chez les photoautotrophes. Elle influence [I’efficacité de la
photosynthése a basses températures qui repose sur le repliement et la disposition corrects des
différentes sous-unités des complexes protéiques associées a la membrane formant la chaine
de transport d'électrons photosynthétiques. La fluidité est particulierement cruciale pour le
transport intramembranaire des électrons via notamment le pool de quinones ainsi que pour la
diffusion des gaz (comme le CO;ou I’O,). Elle peut également intervenir dans la récupération
du PSII suite a la photoinhibition subit & chaque cycle photonique, un processus tres limitant
pour la photosynthése en conditions froides. En effet, la photoinhibition du PSII est amplifiée
en conditions stressantes comme des variations de température par la limitation des cycles de
réparation de la protéine clé D1 dont I’assemblage est dépendant du degré de désaturation des
acides gras (Takahashi et Murata 2008).

Importance des solutés compatibles dans I’écologie des photohétérotrophes

Les capacités des organismes & générer /., a récupérer de I’environnement des solutés
compatibles (comme les cryoprotectants) jouent sans doute également un réle. Chez les
eucaryotes, probablement de par leurs génomes plus importants, la gamme de solutés
compatibles pouvant étre synthétisées ainsi que les voies d’incorporation de ces derniers sont
plus variées (Welsh 2000). Il semble cependant que les plus efficaces et polyvalents des
solutés compatibles que sont le tréhalose et la glycine bétaine soient synthétisés ou incorporés
par les bactéries comme certaines cyanobactéries (Welsh 2000) dont des Synechococcus
marines (recherche de transporteurs ou de synthases spécifiques a la glycine bétaine et

tréhalose dans la base Cyanorak ; http://www.sh-roscoff.fr/cyanorak/). Les eucaryotes

photosynthétiques, qu’ils appartiennent aux communautés pélagiques (phytoplancton) ou
attachées (fixées a la glace de mer) peuvent produire en abondance du
diméthylsulfoniopropionate (DMSP) comme soluté compatible. Cette substance est produite
en abondance particulierement chez les especes formant des efflorescences comme les
Haptophyceae ou les Dinophyceae et pourrait jouer le rdle d’osmorégulateur mais également
de répulsif de brouteur. Elle est libérée dans le milieu en grande quantité en particulier dans la
phase de déclin des efflorescences. Une fois libre, le DMSP peut servir aux autres membres
de la communauté microbienne pélagigue comme soluté compatible (cryo- ou osmo-

protectant) mais il peut également représenter une source importante d’énergie et de carbone
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(mais également de soufre), tout comme d’autres solutés compatibles comme la glycine
bétaine (GBT), analogue azoté du DMSP (pouvant représenter une ressource en azote). Cette
dualité de fonction du DMSP et de la GBT peut revétir une grande importance
particulierement pour le bactérioplancton arctique qui subit, notamment au large, des
conditions drastiques de température et de pauvreté en nutriments (oligotrophie). Cela peut
expliquer en partie la diversité et la distribution des groupes de photohétérotrophes. En effet,
les Rhodobacterales, constituant la moitié de la diversité de BPAA dans notre étude, sont un
groupe connus pour leur capacité a assimiler le DMSP et pour leur importance dans le cycle
du soufre (Malmstrom et al. 2004b, Moran et al. 2007) et des DMSP lyases sont observées
notamment chez les genres Loktanella et Sulfitobacter (Curson et al. 2008), genres auxquelles
appartiennent toutes les souches BPAA isolées dans notre étude. De méme des membres des
SAR11 et des Synechococcus ont été identifiés comme des participants cruciaux de
I’incorporation de DMSP dans I’Atlantique Nord (Malmstrom et al. 2004a, 2005). Tres
récemment, le sequencage de Candidatus Pelagibacter sp. IMCC9063, une SAR11 isolée
dans I’océan arctique norvegien, a révelé que cette souche, possédait une PR ainsi qu’un
systéme de transporteur de glycine bétaine comme beaucoup de Pelagibacter trouvés a plus
basses latitudes (Oh et al. 2011a). Bien que I’incorporation de ces solutés compatibles soit
moins codteuse que leur synthése de novo, la photohétérotrophie pourrait tout de méme
intervenir dans le transport actif (demandant donc de I’ATP) de ces composés et representer
un avantage pour les organismes la pratiquant dans un environnement ou I’économie

d’énergie est cruciale tout comme la présence intracellulaire de solutés compatibles.

Un apport différentiel de la photohétérotrophie, augmenter la résistance au large

Les Rhodobacterales BPAA et les SAR11 B-PR sont dominantes au large de la mer de
Beaufort. Toutefois, la quantification absolue ne laisse que peu de doute sur la faible
abondance des Rhodobacterales BPAA au large. De méme, si on estime I’abondance absolue
des SAR11 B-PR (Figure 60), il apparait qu’elles y sont en plus faible abondance que dans le
plateau continental. Tous les groupes de B-PR dont nous avons mesuré I’abondance par PCRq
suivent la méme tendance. De plus, nous avons montré d’une part que la PR est activement
exprimée au large et d’autre part que la diversité des bactéries possédant la PR est grande en
Arctique. Ces résultats suggérent que la photohétérotrophie apporte un réel avantage pour la
survie et le maintien des populations dans les eaux froides (<0°C), salees (~30 psu) et

oligotrophes du large. Comme suggéré par Fuhrman et al. (2008) et Giovannoni et al.
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] R . . Figure 60. Estimation du nombre de bactéries
algales printaniéres ou estivales. Le fait que possédant la PR (haut) et de SAR11 B-PR (bas).

.1, , ,- L’estimation est basée sur les pourcentages obtenus
malgré I’effort conséquent d’isolement, les par qpCR (PR x 1,9 / 168) et la quantification du

nombre de bactéries par cytométrie en flux afin
d’étre comparable a la Figure 59.

exclusivement les cultures réalisées sur un milieu contenant de faibles concentrations en

genres Sulfitobacter et Loktanella dominent

carbone mais enrichi en DMSP pourrait aller dans le sens de I’hypothése précédente, tout

comme le fait que nous n’avons réussi a isoler des BPAA qu’en surface des stations du large.

Cependant, I’avantage apporté par la photohétérotrophie aux groupes du large ne leur
permet pas d’augmenter leur nombre de maniére trés conséquente, en d’autres termes,
I’avantage apporté par la photohétérotrophie au large n’est probablement pas assez important
pour rendre les bactéries la pratiquant nettement plus compétitives (phénomene possiblement
responsable de la difficulté a mettre en évidence le bénéfice écologique de la PR). Napolitano
et al. (2005) ont montré que le niveau d’ATP contenu dans les psychrophiles est plus élevé
que dans les méso- et thermophiles. Ces auteurs avancent que cela pourrait constituer une
stratégie compensatoire pour maintenir les processus biochimiques a basse température
(déplacement thermodynamique des réactions) et dans notre cas, contribuer a la survie dans
les conditions rudes du large. Dans cette étude, cette balance plus favorable entre production
et consommation d’ATP serait basée sur une adaptation des protéines clés dans le
métabolisme des adénylates comme I’ATP synthase ou I’AMP phosphatase/désaminase.
Selon les structures proposees au paragraphe 2.1.3, la photohétérotrophie pourrait fortement

contribuer a ce pool d’ATP et son action, plus qu’apporter un réel avantage immédiat de
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Figure 61. Effet de la température sur le ratio production bactérienne sur production primaire
(haut) et sur le taux de croissance bactérienne (bas). D’aprés Kirchman et al. (2009).

croissance, ferait part a la lutte contre le froid et par la a une potentielle extension temporelle
“/ou géographique de la niche écologique réalisée des photohétérotrophes. Ce processus
pourrait étre d’autant plus pertinent si les considérations de Kirchman et al. (2009) sont prises
en compte. Ces derniers ont mesuré les taux de croissance bactérienne et le ratio production
bactérienne/ production primaire de diverses régions oceaniques de I’équateur aux pdles
arctique et antarctique. Ils montrent que (i) la proportion de production primaire utilisée pour
la production bactérienne croit fortement entre -1,8°C et ~4°C et peut atteindre, malgré de
nombreuses faibles valeurs, de tres hautes valeurs ponctuelles (Figure 62, haut) et (ii) le taux
de croissance bactérienne est en moyenne 3 fois plus faible mais augmente 10 fois plus
rapidement en dessous de ~4°C qu’au-dessus (Figure 62, bas). La distribution du
bactérioplancton de surface évaluée en cytométrie en flux a I’issue de la campagne MALINA
semble effectivement montrer une séparation entre hautes et basses densités de part et d’autre
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Figure 62. Distribution du bactérioplancton et des B-PR ainsi que la proportion des B-PR dans le
bactérioplancton en fonction de I'isotherme 3°C.

de I’isotherme 3°C (Figure 62, bas gauche). L’abondance des B-PR montre également cette
tendance avec toutefois plus de variabilité (Figure 62, haut droite). 1l est probable que les
faibles abondances au large révélent des stratégies de vie différentes de celles du plateau ou
de I’estuaire. Les populations du large sont probablement limitées par de faibles taux de
croissance et une faible production. Dans ce cadre, la plus forte proportion de PR dans la
communauté bactérienne du large (Figure 62, bas droite) souligne potentiellement
I’importance de la PR dans une vie « au ralenti » en apportant une forme d’énergie réduisant

les besoins énergétiques, et par voie de conséquence les besoins en carbone.

Le fait que parmi les photohétérotrophes seules les B-PR montrent cette tendance
pourrait trouver des éléments de réponse d’une part dans la structure de la PR mais également
d’un point de vue énergétique. La simplicité et la structure méme de la PR pourrait jouer un
role dans la persistance dans les eaux froides des B-PR. En effet, un trait commun aux
bactéries psychrophiles est la production d’enzymes fonctionnant de fagcon optimale dans le
froid et méme si les bases moléculaires ne sont pas encore bien comprises, il semblerait que
ce soit en partie lié a la structure protéique (Madigan et al. 2010a). De nombreuses enzymes
actives dans le froids présentent, dans leurs structures secondaires, une plus grande proportion

d’hélices-a et moins de feuillets-B que les enzymes inactives au froid. Comme les feuillets-f3
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ont tendance a étre plus rigides que les hélices-a, la plus grande proportion de ces dernieres
allouerait une plus grande flexibilité aux protéines leur permettant de catalyser les réactions a
basse température. Or, contrairement au photosysteme des BPAA, la proteorhodopsine est
constituée d’une seule protéine transmembranaire composée uniquement d’hélices-a. (voir §
2.1.3) pouvant lui permettre un fonctionnement intrinséque a plus basse tempeérature que les
photosystemes. D’un point de vue énergétiqgue, méme si la PR apporte moins d’énergie par
photon recu que le photosysteme des BPAA (1 seul proton transloqué par photon contre 3), le
colt de synthese d’une unité de PR est largement plus faible que celui d’une unité de
photosysteme (sans les quinones et le cytochrome) chez les BPAA (Kirchman et Hanson
2012). Ce dernier a été estimé & ~8,2.10™ kJ en prenant en compte le codt d’une synthése de
novo du rétinal alors que ce dernier peut étre récupéré dans I’environnement baissant encore
le colt soit au minimum 10 fois plus faible que pour la synthese du photosystéme des BPAA
avec ~83.10™° kJ. Ce calcul ne tient pas non plus compte de I’éventuel colit de maintenance
du photosysteme chez les BPAA en réponse au photodommage du photosystéme comme cela
est observé dans I’appareil de photosynthése oxygénique, phénomene probablement beaucoup
moins délétére pour la PR étant donné que la transduction de I’énergie lumineuse s’effectue
par un simple jeu de changement de conformation cis-trans d’une insaturation le long du
rétinal. D’autre part, la régulation de la PR doit probablement étre plus facile tant dans son
activité que dans le nombre d’unités phototrophes qu’arbore la cellule, puisqu’elle est
composée d’une protéine et d’un pigment simple contrairement au photosystéeme des BPAA
constitué de 3 sous-unités principales, de multiples antennes collectrices de lumiére et de
nombreux pigments plus complexes dont le principal est basé sur un héme, colteux en azote
et en magnésium (voir § 2.1.3). En été arctique, la lumiére n’est pas un facteur limitant en
surface et dans un contexte de limitation du métabolisme par I’environnement (physique ou
nutritif), la PR représente un systeme phototrophe a faible colt de synthese et de maintenance

constituant sans doute un avantage notamment pour la compétition sur le long terme.

Un apport différentiel de la photohétérotrophie, améliorer la nutrition en cotier

A contrario, la phototrophie pratiquée par les BPAA permet potentiellement la
production d’une plus grande gquantité d’énergie par photon et la probabilité pour un photon
de frapper la structure phototrophe est plus grande (surface exposée trées faible pour la PR en
comparaison de la surface plus importante du PSU et des antennes chez les BPAA). La
guantité d’énergie générée est conceptuellement plus importante que chez les B-PR mais
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nécessite également plus d’énergie pour la synthése et le maintien en fonctionnement. De
plus, les BPAA semblent étre des organismes hautement actifs présentant des tailles de
cellules plus importantes (Sieracki et al. 2006) et de forts taux de croissance (Koblizek et al.
2007). La plupart des BPAA et les bactéries pourpres non-sulfureuses ont un métabolisme tres
versatile en termes de sources carbonées. Les BPAA sont suspectées par plusieurs auteurs
d’avoir la capacité d’utiliser une grande quantité de la MO disponible et ce quelque soit la
qualité de cette derniere, de la MOD labile, réfractaire ou la MOP (Waidner et Kirchman
2007, Koblizek 2011, Salka et al. 2011). Les études sur la distribution des BPAA ont montre,
comme la nétre, une préférence des BPAA pour les environnements riches, en particulier
I’océan cotier et les estuaires. L’apport énergétique de la photohétérotrophie pourrait jouer un
role important pour les organismes en les rendant plus compétitifs dans ce type de milieux en
permettant une réduction des colts de I’utilisation de certains processus particuliérement
demandeurs comme le transport actif de substrats et de nutriments, la production d’endo- et
ecto-enzymes impliquées notamment dans la dégradation de molécules organiques
complexes, et la motilité de la cellule. Salka et al. (2008, 2011) ont mis en évidence de fortes
contributions des Betaproteobacteria et des Alphaproteobacteria dans les communautés de
BPAA en milieu lacustre et dans la mer saumatre qu’est la Baltique. Ces auteurs avancent
plusieurs hypothéses qui peuvent étre mises en paralléle avec notre étude compte tenu de la
ressemblance dans leurs patrons de diversité: (i) le vaste cluster pufM proche des
Betaproteobacteria (Rhodoferax-like, correspondant au phylogroupe | de Yutin et al. (2007))
semblerait préférer les habitats riches en composés organiques labiles et en nutriments
inorganiques alors que (ii) la photohétérotrophie dans les groupes d’Alphaproteobacteria
proches des genres Methylobacterium et Sphingomonas fournirait une énergie supplémentaire
utile dans les processus métaboliques trés demandeurs en énergie en particulier la dégradation
de la matiere organique récalcitrante comme les acides humiques et les composés
aromatiques. La matiere organique provenant de la fonte du pergélisol et draineée par les
grands fleuves arctiques est réfractaire car le pergélisol sequestre le carbone pendant de trés
longues périodes (Guo et al. 2007). La matiere organique transportée par le Mackenzie est
réfractaire pour prés de 30% pour le Mackenzie et jusqu’a 80% pour la trés proche riviére
Sagavanirktok. Il est probable que la phototrophie puisse effectivement permettre un apport
d’énergie intéressant pour permettre la dégradation de ces composés en source de carbone
biodisponible notamment par la réduction du colt de synthése d’enzymes de dégradation. Ce

processus pourrait d’une part étre particulierement important dans la couche néphéloide
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benthique (BNL), riche en composés réfractaires, qui constituent une niche tout-a-fait
particuliere dans laquelle les Methylobacterium et Sphingomonas BPAA seraient tres
compétitives. D’autre part il pourrait compléter le processus de photodégradation de la
matiere humique prenant place dans le Mackenzie et rendant biodisponible cette matiére
organique réfractaire (Valliéres et al. 2008). Tous deux pourraient étre importants pour la
productivité de I’écosysteme cotier compte tenu des relatives faibles abondances de MOD
biodisponible dans le plateau du Mackenzie (Shen et al. 2012). Une action, moins
demandeuse en énergie, facilitant I’incorporation des nutriments par la photohétérotrophie
pourrait étre complémentaire. Elle pourrait notamment expliquer, en partie, la distribution de
groupe de photohéterotrophes cotiers comme les OTUs principales des BPAA (OTU 6) et des
B-PR (OTU 3 aeth).

L’OTU 6 de BPAA présente cependant une distribution singuliere puisqu’elle domine
largement la communauté en cotier mais est retrouvée au large, encore active. Comptes tenus
de sa probable origine fluviale, I’expression de son photosysteme, comme cause ou
conséquence, pourrait rentrer en compte dans sa persistance au large. En effet, il a été montré
chez des consceurs BPAA, la production plus importante de pigments caroténoides (connus
pour leur réle dans la réponse a un stress) mais également de BChl a quand les conditions de
croissance ne sont pas optimales pour la souche considérée comme une diminution de salinité
chez des souches BPAA typiquement marines comme Erythrobacter longus (Sato et al. 1989)
ou Citromicrobium bathyomarinum (Rathgeber et al. 2004). Il est envisageable qu’une
augmentation de salinité représente un stress pour cette OTU provenant d’eaux a minima
saumatres. La synthese de la BChl a pourrait étre une réponse a ce stress, il est toutefois
difficile de distinguer si cette derniére est accessoire et fait partie d’un meécanisme de
résistance impliquant les caroténoides ou si elle révéle un réel avantage de la
photohétrotrophie dans des conditions de stress comme le propose Rathgeber et al. (2004). Le
fait que les génes codant pour la synthése de la bactériochlorophylle et de la grande majorité
des pigments caroténoides (ainsi que le centre réactionnel) soient organisés en super-opéron
co-exprimé et co-régulé (Liotenberg et al. 2008, Zheng et al. 2011) supporte la premiére
hypothése puisque les caroténoides représentent une réponse courante dans la protection
contre les stress oxidatif, salin et lumineux. De plus, chez les bactéries pourpres non-
sulfureuses, un tel super-operon est également présent et il est suspecté de jouer un role
prépondérant dans I’adaptation des cellules aux changements environnementales d’oxygene
en assurant une réponse physiologique rapide (Overmann et Garcia-Pichel 2006). La seconde
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hypothése en revanche est concordante avec la vue développée dans la section précédente
mais également avec I’étude de Mikkat et al. (1997) montrant que la photohétérotrophie serait
une réponse au stress salin. En effet, quand la salinité augmente, les osmoprotectants
(trehalose, glucosylglycérol et sucrose) sont utilisés comme sources de carbone et d’énergie
en addition de I’activité photosynthétique chez Synechocystis sp. PCC6803, une cyanobactérie
dulcaquicole halotolérante. La photohétérotrophie pourrait alors expliquer les abondances
comparables dans le fleuve et I’estuaire de Cyanobacteria Chroococcales, tres proches des
Synechococcus, et la persistance en trés faibles abondances sur le plateau observée par
Waleron et al. (2007) et Valliéres et al. (2008).

Un apport différentiel de la photohétérotrophie, le cas des efflorescences

Lors de la campagne MALINA, des indices de conditions d’efflorescence ou post-
efflorescence ont été rencontrés tout d’abord dans le sud de la mer des Tchouktches passé le
détroit de Béring (ARC1) et en moindre mesure a I’extréme Est du plateau du Mackenzie
(station 170). En mer des Tchouktches, de fortes abondances relatives de BPAA (~15%) ont
été relevées et la banque de clones correspondante indiquait une dominance absolue de BPAA
appartenant aux Rhodobacterales. En paralléle, I’'OTU 3 des B-PR dominante dans les
banques de clones y atteint également une abondance relative record (plus de 38% du
bactérioplancton). En revanche, a I’Est du plateau du Mackenzie, ou un événement
d’upwelling a probablement eu lieu peu avant I’échantillonnage (conditions de post-
efflorescence), les groupes de photohétérotrophes qui dominent sont tres différents. Les
banques de clones révelent une dominance de I’OTU 6 des BPAA (Betaproteobacteria) mais
également d’OTUs B-PR proches des Polaribacter (Flavobacteriaceae) en surface. Sous la
surface, c’est un groupe de Gammaproteobacteria (OTU 36) retrouvé qu’en Arctique et dont
la plus proche relation est la souche IMCC2047 qui domine. Au total, en mer des
Tchouktches (ARC1), au minimum 60% de la communauté bactérienne lors de cet évenement
d’efflorescence pratique une forme de photohétérotrophie ce qui traduit une probable
implication de cette derniére dans la réponse rapide a une augmentation fugace des
nutriments. Conceptuellement, cet avantage pourrait intervenir a 3 niveaux, sur la croissance
elle-méme, sur la nutrition en accord avec la précédente section et éventuellement dans les
processus colteux de dynamiques d’adhésion aux particules (y compris les microalgues) et de
mobilité. En effet, la génération d’une PMF en utilisant I’énergie lumineuse en place de

I’énergie dégagée par la consommation de carbone dans la chaine respiratoire pourrait
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permettre de réattribuer cette ressource a d’autres processus cruciaux pendant ces trés courtes

périodes de forte compétition.

Photohétérotrophie en Arctique et changement climatique

La biogéographie et la diversité des groupes de photohétérotrophes que nous avons mis
en évidence révélent une probable utilisation différentielle de I’énergie apportée par la
photohétérotrophie et suggeérent des réponses probablement différentes aux changements
climatiques actuellement en cours en Arctique (voir 8 3.2.3). Tout d’abord, I’importance des
processus hétérotrophes a été mise en évidence en Arctique (Cota et al. 1996, Kirchman et al.
2009) mais également durant la campagne MALINA (Ortega-Retuerta et al. 2012b), et son
accroissement est predictible dans un scénario de changements climatiques. La capacité des
photohétérotrophes a exploiter I’énergie lumineuse en plus de leur hétérotrophie peut faire de
ces organismes des membres clés dans la communauté bactérienne a I’importance accrue dans
un contexte d’accroissement de la longueur des périodes et de I’étendue des surfaces libres de
glace. De plus, I’augmentation predite des apports terrigénes, renforcée par I’accroissement de
la zone libre de glace, les photohétérotrophes a tendance copiotrophe, utilisant I’énergie
supplémentaire générée pour accroitre leur capacité nutritive (tant en termes de quantité que
de diversité des sources) pourraient voir leur abondance relative augmenter et leur aire de
répartition s’accroitre. Ce phénomeéne est amplifié par les modifications concomitantes des
parameétres physiques critiques (comme la salinité, la température et I’exposition au
rayonnement solaire) pour le bactérioplancton de I’océan de surface comme par exemple
I’extension prévisible de la couche dessalée de surface étendant la niche écologique réalisée
des espéeces de plus grande tolérance aux variations de salinité (OTU 6 BPAA). Les faibles
abondances et les traits ecologiques des groupes de BPAA du plateau du Mackenzie laissent
supposer que cette communauté (en particulier les Rhodobacterales) pourrait répondre trés
rapidement aux changements du milieu et devenir un groupe fonctionnel important dans le
futur, comme il a été proposé pour les Synechococcus en Arctique par Huang et al. (2012).
Ceci peut étre particulierement vrai si, comme il est suspecté par Arrigo et al. (2012),
I’occurrence des efflorescences massives de phytoplancton en bordure et sous la calotte
glaciaire augmente avec la diminution de I’épaisseur et de I’étendue de cette derniére.

D’autre part, une plus grande quantité d’eau douce déversée entrainerait I’augmentation

de la stratification des masses d’eaux par le renforcement et I’approfondissement de
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I’halocline qui tendrait & limiter les échanges de nutriments des eaux plus riches sous-jacentes
vers la couche supérieure s’appauvrissant. Dans cette optique d’oligotrophie croissante, la
photohétérotrophie permettant d’augmenter la survie est suspectée d’augmenter en
importance. La modification de I’hydrologie Arctique pourrait également avoir de fortes
implications sur la circulation des courants marins (voir 8 3.2.3), or il a été montré en
Arctique que les diversités de nombreux compartiments de la communauté microbienne
étaient inféodées aux masses d’eaux (Galand et al. 2010, Lovejoy et Potvin 2011, Ghiglione
et al. 2012) et notre étude a montré qu’il semble que ce soit également le cas pour les
communautés photohétérotrophes. Outre la vulnérabilité accrue des communautés aux
changements de leur environnement, ceci peut avoir de profondes implications sur les
fonctions réalisées par la communauté microbienne et par la sur les cycles biogéochimiques
dont le plus critique est celui du carbone. En effet, la balance absorption / émission de CO;
global de I’Arctique est actuellement en faveur de I’absorption en trés grande partie gréace a la
pompe physique, chimique et de solubilité (d0 a une plus grande absorption de CO; par les
eaux froides et a la formation d’eaux denses) faisant de I’ Arctique un puits de CO, a hauteur
de 5 a 14% de la prise nette mondiale (Bates et Mathis 2009). Toutefois, en plus de diminuer
le pompage physico-chimique dans son intensité et dans I’étendue des zones ou il s’exerce,
les augmentations de la température des eaux de surface et des rejets fluviaux chargés en
matiére organique pourraient renforcer les processus hétérotrophes. Ceci pourrait modifier en
profondeur le bilan net du CO, par une émission biologique accrue. Par ses caractéristiques,
les processus photohétérotrophes pourraient voir leur importance accrue (Figure 63) étant
donné les évolutions environnementales attendues.

co, co, co,

_ Bactéries
Photohétérotrophes

Nutriments

Figure 63. Place des bactéries photohétérotrophes dans la balance absorption/émission de CO,
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CONCLUSION et PERSPECTIVES

Durant cette derniere décennie la vue dichotomique classique d’un monde vivant soit
végetal, autotrophe, soit animal, hétérotrophe, a été bouleversée avec la découverte de
I’importance tant numérique qu’écologique des processus photohétérotrophes dans le monde
microbien. Outre la découverte de la photohétérotrophie elle-méme connue chez de nombreux
organismes depuis longtemps, le virage s’est réellement amorce, avec la mise en lumiére de la
diversité et de I’'importance numérique des prokaryotes photohétérotrophes dans I’océan
mondial par Kolber et al. (2001) pour les BPAA et pour les B-PR, Béja et al. (2001) mais
surtout les premieres études de métagénomiques de Venter et al. (2004) et Rusch et al.
(2007). Ces découvertes ont transforme la considération de ce mode metabolique
d’anecdotique a prépondérant dans les systemes marins. Toutefois leur implication écologique
et leur place dans les modeéles trophodynamiques restent encore a évaluer, principalement
pour les B-PR. De nombreux écosystémes restent encore peu voire pas échantillonnés, ce qui
pose un frein a la compréhension de leur écologie et de leur potentiel rdle dans les
écosystemes et les cycles biogéochimiques. L’Arctique, avec sa place centrale dans
I’hydrologie et la régulation climatique au niveau mondial, en fait partie. La sensibilité de
cette région aux changements climatiques en cours et les conditions drastiques qui y régnent
en font une région d’étude particulierement intéressante pour comprendre la place de ces
bactéries dans I’utilisation du carbone et de I’énergie lumineuse. Notre étude portait sur le
plateau du fleuve Mackenzie, le plus grand fleuve arctique Nord-américain drainant plus d’un
tiers du Grand Nord canadien, territoires couverts en trés grande majorité de pergélisol,
stockant d’énormes quantités de carbone et particulierement sensibles au réchauffement

climatique.

Notre étude, inscrite dans la campagne internationale MALINA, est la premiere a
caractériser a si haute résolution les populations photohétérotrophes dans I’océan arctique
Ouest. Nous avons pu mettre en évidence dans ce systéeme la présence des deux communautés
de bactéries photohétérotrophes présentant les mémes distributions et des contributions aussi
importantes qu’a plus basses latitudes. Les deux communautés photohétérotrophes ont montré
des distributions propres, divergentes de celles de la communauté bactérienne totale ou du

phytoplancton. La communauté des BPAA a montré une forte dépendance aux apports
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fluviaux avec les plus fortes contributions dans I’embouchure du fleuve et dans la couche
néphéloide de fond et une diminution de la population suivant la diminution du carbone
organique jusqu’a de trés faibles abondances dans les conditions oligotrophes du large. Au
contraire, la communauté des B-PR a montré une opposition tranchée a la distribution des
nutriments avec les plus faibles contributions dans les eaux liées au Mackenzie ou dans la
couche sous-jacente Pacifique et les plus fortes a la base de la PML. L’analyse de la diversité
de ces communautés a réveéle la présence de familles communément retrouvées dans les autres
océans mais a niveau taxinomique plus fin, a I’échelle de I’OTU, la trés grande majorité des
groupes présents sont nouveaux ou retrouvés qu’en Arctique révélant un probable endémisme
fort. La diversité des BPAA est marquée par un fort contraste entre la communauté du large et
dans les codtes, avec une dominance au large des Rhodobacterales dont nous avons réussi a
isoler les principaux membres et dans les eaux influencées par les apports fluviaux, d’une
grande majorité d’OTUs éloignées génétiqguement de groupes connus et dont les plus proches
représentant appartiennent aux Betaproteobacteria. La plus importante des OTUs BPAA
appartient a ces derniéres et a montré une répartition jusque dans les eaux salées du large dans
lesquelles elle est encore active. Nous n’avons pas réussi a en isoler des membres, ce qui
aurait pu permettre la caractérisation de leur capacité métabolique. Comptes tenu de sa forte
abondance, de sa large distribution en mer de Beaufort et du fait que des clones similaires
sont trouvés a plus basses latitudes, étudier la distribution de clade dans les zones cotieres
arctiques et dans la couche désalée de surface en Centre Arctique peut représenter un intérét
dans la compréhension des Betaproteobacteria marines encore méconnue. De méme, réussir a
isoler des représentants de cette OTU photohétérotrophe et plus largement, réussir a cultiver
des membres des grands groupes bactériens incultivés, comme les Betaproteobacteria, afin de
mieux comprendre leur écologie reste un challenge car les méthodes de culture actuelles ne le
permettent pas. Dans cette optique et compte tenu de I’importance croissante que I’effort
d’isolement représente a I’age des « omics » (voir Giovannoni et Stingl (2007)) a débuté en
aolt 2012 le projet Européen MACUMBA auquel nous contribuons (Marine
Microorganisms: Cultivation Methods for Improving their Biotechnological Applications ;

http://cordis.europa.eu/search/index.cfm?fuseaction=proj.document&PJ _RCN=13027421).

Comme dans d’autres systéemes, les variants spectraux verts (Leucine, Méthionine,
Valine ou Adénine a la position 105) de la PR dominent dans les zones cdtieres plus turbides
dans lesquelles le rouge et le bleu sont absorbés par les particules en suspension. En
opposition, les variants spectraux bleus (acide Glutamique a la position 105) dominent en
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profondeur ou dans les zones oligotrophes. La diversité des B-PR est quant a elle beaucoup
plus importante que celle des BPAA et montre une codominance des Alphaproteobacteria et
des Gammaproteobacteria. Toutefois la quantification des principaux groupes d’OTUs a
révélé que les Alphaproteobacteria étaient largement dominantes dans ce systéme,
principalement la communauté SAR11 mais également un groupe retrouvé qu’en arctique et
lié lointainement aux SAR116. Nous n’avons malheureusement pas réussi a isoler des
représentants de ce dernier groupe puisque seules des souches appartenant soit aux
Flavobacteriaceae soit aux Alteromonadaceae (Glaciecola sp.) ont été isolées. Des
expérimentations en conditions d’éclairement et de quantité de carbone contrélés n’ont pas
permis de mettre en évidence un apport de la PR a la croissance de ces souches. Les
précédentes études qui s’y sont intéressées montrant des résultats contradictoires (Giovannoni
et al. 2005a, Gomez-Consarnau et al. 2007, 2010, Riedel et al. 2010), le rdle écologique de la
PR reste encore mal compris. En prenant en compte I’ubiquité et I’abondance de la PR, tenter
d’y répondre représente une des plus intéressantes perspectives pour notre compréhension des
relations entre lumiére et utilisation du carbone dans I’océan mondial. Pour se faire, des
expériences de culture en milieu contrélé et en cultures continues, en partie sur les souches
isolées pendant MALINA, ont été entreprises dans le cadre du projet RHOMEO

(proteoRHOdopsin-containing prokaryotes in Marine EnvirOnments ; http://lomic.obs-

banyuls.fr/en/microbial_biodiversity and_biotechnology team/anr_rhomeo.html). De plus,

lors de MALINA, comme c’est souvent le cas pour les campagnes multidisciplinaires
couvrant de vastes zones géographiques, le nombre et le type d’expérimentations possibles
sont limités. C’est notamment le cas pour des expérimentations de physiologie in situ qui
auraient pu contribuer a la compréhension de I’apport de la phototrophie aux populations
bactériennes locales dans les conditions environnementales qu’elles rencontrent ou encore a
une comparaison entre communauté d’été (maximum d’éclairement) et d’hiver (obscurité
totale). Dans une méme idee, des donnees sur la dynamique saisonniere des bactéries
photohétérotrophes ou sur les parametres environnementaux régissant |’expression des
structures phototrophes sont encore manquantes pour appréhender toutes les facettes des
implications de la photohétérotrophie dans les cycles biogéochimiques. Concernant les B-PR,
cet aspect sera appréhendé par PCRq sur I’ARNm PR (RT-PCRQ) sur 2 séries temporelles
pluriannuelles cotieres (ASTAN a Roscoff, Manche et MOLA a Banyuls-sur-Mer,
Méditerranée) dans le cadre du projet RHOMEO ainsi que sur les expériences de cultures en

milieu contrblé précédemment évoquées.
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CONCLUSION et PERSPECTIVES

La compréhension du réle écologique de la PR est un challenge d’autant plus stimulant
qu’une grande diversité d’homologues proches a été découverte ces derniéres années grace au
séquencage de génomes et métagénomes (Sharma et al. 2009, Oh et al. 2011b, Yutin et
Koonin 2012, Kwon et al. 2013). De plus, les découvertes récentes de bactéries contenant a la
fois la PR et I’enzyme RuBisCO capable de fixer le CO, (Kang et al. 2011) mais aussi de
courtes antennes de caroténoides liées a un homologue de la PR qui constituerait le plus petit
photosysteme (Balashov et al. 2005) ouvrent de nouvelles voies sur les potentielles capacités
de la phototrophie basée sur les rhodopsines. La présence d’un homologue a la PR dans le
matériel génétique de virus (Yutin et Koonin 2012) ainsi que I’abondance de virus infectant
les bactéries les plus abondantes de I’océan mondial, les SAR11 (Zhao et al. 2013), posent
également de nouvelles bases sur les hypotheses de la dispersion et de I’avantage écologique
de ce mode phototrophe dans les communautés procaryotiques. Cela souléve également des
questions sur la perception que nous avons des forces évolutives qui structurent les
populations bactériennes. Des isolements de virus contenant les cassettes géniques permettant
la synthese de [I’appareil phototrophe et I’étude de la dynamique virus-bactérie
photohétérotrophe, possible dans le cadre du projet MACUMBA, pourraient permettre
d’apporter des éléments de réponses sur les forces évolutives et la transmission de fonction au

sein du monde microbien.

D’un point de vue appliqué, I’étude de la famille protéique des rhodopsines a déja
permis la mise en place de procédés biotechnologiques générant de I’énergie in vitro (Wendell
et al. 2010), ou du biocarburant (biohydrogéene) in vivo (Kim et al. 2012), a partir d’une
construction  proteique simple. Ces exemples montrent que des applications
biotechnologiques, représentant un des axes de recherche de MACUMBA, sont possibles
mais sont directement dépendantes de notre connaissance sur la diversité et le fonctionnement

de ces protéines.
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Abstract

The Arctic Ocean is a complex natural system characterized by several sets of climatic,
hydrographic, sedimentary, and biological features that make it unique among the Earth’s
oceans. The most distinctive features of the Arctic Ocean system are the perennial ice cover
over most of the ocean, the relative importance of the continental shelves and shelf processes,
and the complex interaction of water masses of various origins including the Atlantic, Pacific,
and riverine sources. Heterotrophic bacteria are crucial components of marine food webs and
have key roles in controlling carbon fluxes in the oceans. Although it was previously thought
that these organisms relied on the organic carbon in seawater for all of their energy needs,
several recent discoveries now suggest that pelagic bacteria can depart from a strictly
heterotrophic lifestyle by obtaining energy through unconventional mechanisms that are
linked to the penetration of sunlight into surface waters. These photoheterotrophic
mechanisms may play a significant role in the energy budget in the euphotic zone of marine
environments. We can suspect that this role could be of greater importance in the Arctic
Ocean where environmental changes triggered by climate change could favor the
photoheterotrophic lifestyle. In this review, we discuss recent advances in our knowledge of
the ecology of photoheterotrophic bacteria in the Arctic Ocean gained in the framework of the

Malina cruise.
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1. Introduction

The Arctic Ocean is the smallest of the five major oceans with 2.8% of the Earth’s total
surface (Pidwirny 2006) ; it is almost completely surrounded by lands and can be viewed as
the Arctic Mediterranean Sea (Coachman et Aagaard 1974). However, the Arctic Ocean and
its marginal seas (the Chukchi, East Siberian, Laptev, Kara, Barents, White, Greenland, and
Beaufort; some oceanographers also include the Bering and Norwegian Seas) are the least
known basins and bodies of water of the world’s oceans owing to their remoteness, hostile
weather, and perennial or seasonal ice cover. The Arctic Ocean has the most extensive shelves
of any ocean basin, covering about 50% of its total area. Relative to other ocean basins, rivers
play a disproportionately important role in the Arctic Ocean, which contains only about 1% of
the world’s ocean volume yet receives approximately 10% of the global terrigenous DOC
load (Aagaard et al. 1985, Shiklomanov 1998, Opsahl et al. 1999). The DOC concentrations
in coastal Arctic waters are twice higher than those in the Atlantic and Pacific Oceans
(Cauwet et Sidorov 1996) highlighting the tight coupling of the Arctic Ocean with terrestrial
catchments (Meon et Amon 2004). The Arctic Ocean is also freshened by inputs of relatively
low-salinity Pacific waters delivered through the Bering Strait and net precipitation over the
ocean surface (Serreze et al. 2006). Sea ice dynamics also play a pivotal role in the salinity
regime, adding salt to the underlying water during ice formation and releasing fresh water
during ice thaw. As a consequence, estuarine gradients are a defining feature not only near-
shore, but throughout this landlocked ocean. Due to this large influx of freshwater, the Arctic
Ocean is well stratified with a distinctive surface layer of reduced salinity, the polar mixed
layer, and density stratification inhibits vertical mixing with warmer, saline Atlantic waters
below 200 m, allowing sea ice to form (Aagaard et Coachman 1975). Inorganic nutrient
concentrations exhibit strong regional gradients from high nutrient regimes (e.g., the Chukchi

Sea shelf) to oligotrophic conditions (e.g., in the Beaufort Gyre and the Beaufort Sea).
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The climate of the Arctic marine environment is characterized by extreme seasonality in
solar radiation, ice cover and atmospheric temperature and, to a lesser extent, water
temperature (Carmack et al. 2006, Carmack et Wassmann 2006). The winter season in the
Arctic is characterised by little or no sun light, of which only a fraction is able to penetrate the
thick sea ice and snow layers to the water column below. This mainly affects photosynthetic
organisms like phytoplankton, which require sunlight for carbon fixation. Most pronounced
changes for the marine environment occur during the spring, when melting sea ice and rapidly
increasing day length allow greater penetration of light to the water column, which together
with strong stratification, are followed by increased photosynthetic activity. Despite their low
temperatures, arctic waters support a highly productive ice-free season (Garneau et al. 2008),
and bacterial activity has been found to be as high as in lower latitudes (Wheeler et al. 1996).
Overall, however, the composition, physiology and function of prokaryotic heterotrophs in the
marine Arctic are poorly understood, both in terms of spatial variations as well as temporal

dynamics (Amon 2004, Loeng et al. 2005).

In this article, we first present an updated overview of the diversity of pelagic
prokaryotes and their influences on biochemistry and upper food webs in the Arctic Ocean.
Then, we focus on our current knowledge of the photoheterotrophic bacterial populations. In
the light of recent studies that have been conducted during the Malina cruise, we also discuss
the possible changes that could occur in the diversity of photoheterotrophic bacteria in coastal

environments of the Beaufort Sea.
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2. Diversity of heterotrophic prokaryotes

Despite the permanently low temperatures, substantial microbial activity is found in
summertime Arctic waters as a result of the large inputs of nutrients and organic matter
released by coastal run-off and produced by seawater and sea ice primary production
(Wheeler et al. 1996, 1997). Early studies of the prokaryotic diversity were conducted in
nearshore waters of the western Beaufort Sea and were based on observations of cultivable
bacteria (Kaneko et al. 1977). Succession of cultivable bacterial phenotypes was
demonstrated according to season and geography and in response to algal blooms. These
pioneering studies demonstrated that bacterial isolates tend to differ significantly from those
found in other marine environments. This observed potential for high genetic diversity was
further confirmed by 16S rRNA gene-based molecular analyses of subsurface arctic
prokaryotic communities. Early studies have analysed spatial (Ferrari et Hollibaugh 1999) and
temporal (Bano et Hollibaugh 2002) changes of prokaryotic assemblage composition in
Arctic waters by means of clone libraries and/or denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE). Clone libraries of 16S rRNA genes from the Central Arctic (Bano et Hollibaugh
2002), Western Arctic (Malmstrom et al. 2007), Greenland Sea (Zaballos et al. 2006,
Pommier et al. 2007), Baffin Bay (Pommier et al. 2007), Laptev Sea (Kellogg et Deming
2009) and Franklin Bay (Collins et al. 2010) have shown that bacterial assemblages are a
mixture of uniquely polar and cosmopolitan phylotypes. These assemblages are often
dominated by Alphaproteobacteria (mainly of the SAR11 group) and Gammaproteobacteria.
However, Malmstrom et al. (2007) reported high numbers of gammaproteobacterial (53% of
the clones) and Bacteroidetes (29% of clones) sequences in a clone library constructed with a
sample from the Chukchi Sea (Western Arctic). Gammaproteobacteria and Bacteroidetes
were also the dominant groups in surface waters of Baffin Bay and Greenland Sea (Pommier

et al. 2007). On the other hand, the large contribution of pelagic Archaea to prokaryotic
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assemblages seems to be a characteristic feature of polar regions (DeLong et al. 1994). In the
Western Arctic, Galand et al. (2008b) found that archaeal assemblages were dominated by
Euryarchaea in particle-rich riverine or coastal waters, and by Crenarchaea in marine waters
of the Beaufort Sea. Bano et al. (2004) found depth-related differences rather than seasonal
differences in the composition of the archaeal assemblages in the Central Arctic. Crenarchaea
were found to dominate in early spring, but more proportionate fractions of Crenarchaea and

Euryarchaea were found in summer and autumn (Bano et al. 2004).

Most recently, massively parallel tag sequencing techniques have revealed that, like
other oceans, the Arctic contains a remarkably diverse range of microbes (Fig. 1). These
studies yielded much higher diversity estimates at all taxonomic levels than found by previous
studies in the Arctic Ocean, but rarefaction analyses still suggested undersampling. Although
in one coastal study a greater abundance of Gammaproteobacteria was observed (Kirchman
et al. 2010), Alphaproteobacteria typically dominate Arctic surface waters, followed by
Gammaproteobacteria and by Bacteriodetes that were also very abundant. Verrucomicrobia
and Actinobacteria are also widely recognized as abundant Arctic seawater clades. The
pyrosequencing analyses also confirmed the scarcity of marine cyanobacteria in Arctic marine
waters (Waleron et al. 2007), although significant proportions were obtained in the attached
fraction associated to the Mackenzie plume (Ortega-Retuerta et al. 2012c). In the latter study,
significant differences between particle-attached and free-living bacterial communities were
observed in the open sea, but both fractions showed a similar structure in coastal and river
samples. The influence of river inputs on bacterial community structure was also shown in
previous studies in the Arctic (Galand et al. 2006, Garneau et al. 2006, Kellogg et Deming
2009) and in a global comparison of bacterial diversity including Arctic samples (Ghiglione et

al. 2012). Pyrosequencing studies also support the view that Crenarchaeota are more diverse
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and abundant than Euryarcheota in the deeper waters compared with the surface waters

(Galand et al. 2009b).

Fig. 1. Relative abundance of major phyla identified in pyrosequencing studies of the Deep
Arctic Ocean (Galand et al. 2010); the Arctic Chukchi Beaufort (Kirchman et al. 2010), the Central
Arctic Multi-year Ice and the Central Arctic seawater (Bowman et al. 2012), the offshore Beaufort Sea
and the Mackenzie estuary (Ortega-Retuerta et al. 2012c).

These diversity studies have been complemented by quantification of archaeal and
bacterial phylogenetic groups by means of fluorescence in situ hybridization (FISH) (Wells et
Deming 2003, Garneau et al. 2006, Elifantz et al. 2007, Kirchman et al. 2007). In these
studies, relatively low proportions of Archaea were found in surface waters while high
proportions of Alphaproteobacteria (Garneau et al. 2006, Elifantz et al. 2007) or
Bacteroidetes (Wells et Deming 2003, Elifantz et al. 2007) were found in different western
Arctic regions. In the Chukchi sea, SAR11 was the dominant group (contributing more than
20% of cell counts) and the SAR86 group (Gammaproteobacteria) and the Roseobacter RCA

cluster contributed around 8% and 10% of cell counts, respectively (Malmstrom et al. 2007).
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3. Diversity of photoheterotrophic bacteria

Photoheterotrophs are microorganisms that use light as an energy source while
exploiting organic compounds as their carbon and energy source. In the marine environment,
these microorganisms are currently divided into three groups. The first group includes
photoautotrophic cyanobacteria such as Prochlorococcus and Synechococcus species that
have been suggested to act as facultative photoheterotrophs in oligotrophic environments. A
second group is composed of aerobic anoxygenic phototrophic (AAP) bacteria. These
organisms are obligate aerobes using dissolved organic matter as a source of organic carbon
for their metabolism and growth. They harvest light using bacteriochlorophyll a (BChl a) —
based pigments and reaction centers in addition to respiration. The third is composed of

diverse bacterial groups that use bacterial rhodopsin as light-driven proton pump.

3.1. Cyanobacteria

Picocyanobacteria have the capacity to harvest light energy mainly by chlorophyll a
pigment in photosystems | and Il and fix CO, using the Calvin—Benson cycle. Synechococcus
spp. and Prochlorococcus spp. are prominent constituents of the marine biosphere that
account for a significant percentage of the biomass and oceanic primary production (Li 1994).
Prochlorococcus and marine Synechococcus depend on light for most of their energy
production and CO2 for carbon acquisition. However, they have also been shown to take up
diverse organic substrates such as amino acids, nucleosides, oligopeptides, urea, sulfur
compounds or cyanate (Palenik et al. 2003, Malmstrom et al. 2005, Zubkov et Tarran 2005,

Béja et Suzuki 2008) and use them to produce cellular biomass.
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3.1.1. Abundance in the Arctic Ocean

Polar regions represent singular ecosystems for cyanobacteria. Although cyanobacteria
predominate in brackish or freshwater environments reaching abundances among the highest
reported in natural environment (Powell et al. 2005), their abundance are typically low in
marine polar waters (Li 2009). In both polar oceans, picocyanobacteria follow a general trend
of decreasing concentrations and relative abundance with increasing latitudes and strong
inverse correlations between cells densities and temperature have been reported (Murphy et
Haugen 1985, Marchant et al. 1987, Rosenbergl 1993). Prochlorococcus, the most abundant
photosynthetic organism in the ocean, is widely distributed in subtropical and tropical waters
from 40° S to 48° N (Partensky et al. 1999b, Johnson et al. 2006) Due to its temperature
sensivity, its concentrations decline rapidly beyong this band (Marchant et al. 1987). Despite
the report of its presence in a sub-Arctic region at latitude 61°N (Buck et al. 1996) and at
southern latitudes of the sub-Antarctic (Marchant et al. 1987), Prochlorococcus is considered
as virtually absent in the polar oceans (Baldwin et al. 2005, Zwirglmaier et al. 2008, Cottrell
et Kirchman 2009, Li 2009, Lin et al. 2012). Synechococcus is more ubiquitous and virtually
inhabits all marine and freshwater environments (Partensky et al. 1999a). In the Arctic Ocean,
Synechococcus has been found in many marine cold environments such as the Chukcki Sea
(Cottrell et Kirchman 2009, Huang et al. 2012), the Beaufort Sea (Cottrell et Kirchman 2009),
off Iceland (Michelou et al. 2007) and near the Greenland and the Barents Sea (Cottrell et al.
2008, Zwirglmaier et al. 2008). Epifluorescence microscopy studies have also reported
variable abundances of PE-rich cyanobacteria in Resolute Passage (Robineau et al. 1999).
The highest cell numbers (> 10° cells mI™) were measured between Greenland and Barents
Sea during the late summer (Zwirglmaier et al. 2008), in marine waters of lower salinities in
Resolute Passage (Robineau et al. 1999) and in Mackenzie river and estuary as well as in

coastal sites of Franklin Bay and Admundsen Gulf (Waleron et al. 2007). However,
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Synechococcus abundances measured in the Arctic Ocean are generally lower. In two coastal
sites from the Chukchi and Beaufort Seas, densities never exceed more than 100 cells mL™
(Cottrell et Kirchman 2009) and their concentrations decreased by an order of magnitude in
offshore sites near Arctic pack ice (Robineau et al. 1999). Low cyanobacterial abundance
(less than 24 cells mL™) were also measured in the East Greenland Current (Gradinger et
Lenz 1989). During the Malina cruise in summer 2009, Synechococcus was completely
lacking in Arctic waters of the Chukchi and Beaufort Seas (Balzano et al. 2012b) as observed
previously (Li 1998). Extremes in day length and seasonal ice cover might be expected to
result in unique impacts of photoheterotrophic microbes on carbon cycling in high-latitude
waters. Interestingly cyanobacterial abundance did not vary significantly between summer and
winter, probably due to heterotrophic activity during the dark period (Cottrell et Kirchman
2009). The origin of picocyanobacteria in the Arctic marine environment is controversial.
Several authors argue for a strong contribution of allochtonous inputs like rivers or transport
by advection from surrounding oceans (Gradinger et Lenz 1989, Vincent et al. 2000, Waleron
et al. 2007) while others hypothesize for brackish communities autochtonous to the Arctic

Ocean and adapted to cold environments (Cottrell et Kirchman 2009, Huang et al. 2012).

3.1.2. Diversity in the Arctic Ocean

Marine Synechococcus exhibits a high genetic diversity, and this genus has been
subdivided into three main subclusters, 5.1, 5.2 and 5.3. Among numerous clades unveiled by
different gene markers (more than 20 based on 16S-23S internally transcribed spacer), clades
I, I, 11l and 1V are dominant on a global scale (Zwirglmaier et al. 2008, Ahlgren et Rocap
2012). These lineages show different geographic niche exploitation. Clades I and IV dominate
in nutrient-rich coastal waters at high latitudes, while clade Il is widely distributed in

subtropical and tropical oceanic waters (Zwirglmaier et al. 2008, Huang et al. 2012).
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Fig. 2. Synechococcus community composition calculated from environmental sequences
recovered in high-latitude regions. Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: The
ISME Journal (Huang et al. 2012).

Using 16S rRNA-targeted probes specific for Synechococcus clades, Zwirglmaier et al.
(2008) showed that clades I and IV dominated Synechococcus populations in an area between
Norwegian, Greenland and Barents Seas, both clades yielding approximately equal
hybridization signals. The significance of these clades up to 62°N in the North Atlantic was
further confirmed by Huang et al. (2012)(Fig. 2). In the southern Bering Sea (56-60°N) where
clade IV was not detected, clade | constituted a significant protion of the Synechococcus
community (Huang et al. 2012). In the latter study, a clear shift of Synechococcus community
structure with increasing latitude and decreasing temperature was observed. Clade | occurred
rarely or was not detected in the northern Bering Sea and Chukchi Sea (62-72°N) where the
euryhaline clades CB1 and CBS5 prevailed. Although these two clades were originally isolated

from the Chesapeake Bay, their prevalence in the northern Bering Sea and the Chukchi Sea
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suggest an autochthonous rather than a riverine or estuarine origin. Huang et al. (2012) argued
that they did not amplify freshwater Synechococcus although the primer used could amplify
them. In the Beaufort Sea that is strongly influenced by the Mackenzie River, only sequences

closely related to freshwater Synechococcus were detected (Waleron et al. 2007).

Regarding their very low abundance in the polar oceans they probably have little impact
on the pelagic carbon and energy flow in this part of the globe (Gradinger et Lenz 1989, Diez

et al. 2012, Koh et al. 2012).

3.2. Aerobic anoxygenic phototrophic bacteria

Cyanobacteria are not the only bacteria that can use light energy. The well-known
anaerobic anoxygenic phototrophic (AnAnP) bacteria are capable to grow autotrophically
using light but only under strictly anoxic conditions, restricting them to benthic habitats in the
marine environment (Yurkov et Beatty 1998). However, in the late 1970s, novel aerobic
photosynthetic bacteria containing bacteriochlorophyll a (BChl a) were isolated from
seaweeds, sand, bottom sediments, and seawater in the Bay of Tokyo (Harashima et al. 1978,
Shiba et al. 1979). In contrast to their anaerobic counterparts, these organisms now called

aerobic anoxygenic phototrophic (AAP) bacteria thrived in oxic conditions.

Rediscovered in the early 2000s, AAP bacteria were thought to be abundant and
widespread in the euphotic zone of the open ocean and to contribute significantly to
photosynthetically driven electron transport (Kolber et al. 2000, Kolber 2001, Rathgeber et al.
2004). In his pioneering work, Kolber et al. (2000) suggested that AAP bacteria might be
abundant in nutrient-poor areas of the ocean where their ability to utilize light energy could
provide an ecological advantage over chemoheterotrophic organisms. Latter studies showed

that their abundance and distribution vary greatly among oceanic regimes, suggesting that
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there is a broad range of potential ecological niches for these microbes (Cottrell et al. 2006,
Masin et al. 2006, Sieracki et al. 2006, Yutin et al. 2007, Lehours et al. 2010). It seems that
AAP bacteria are more abundant in shelf and coastal areas than in the open ocean
(Schwalbach et Fuhrman 2005, Sieracki et al. 2006). Although their abundance can be high in
some oceanic regions (Lami et al. 2007), AAP bacteria typically constitute only a small
percentage (2 to 4%) of total prokaryotes (Cottrell et al. 2006, Jiao et al. 2007) and can
exceed 10% in estuaries (Waidner et Kirchman 2007, Cottrell et al. 2010). Despite the lower
abundances in most oligotrophic pelagic marine environments, AAP bacteria constitute a very
dynamic part of the bacterial community and potentially contribute significantly to the cycling

of organic carbon in the upper ocean (KobliZek et al. 2007).

3.2.1. Abundance in the Arctic Ocean

Our current knowledge of the abundance and distribution of AAP bacteria in high-
latitude waters is still limited. In the earliest study in the Arctic, AAP bacteria made up 5 to
8% of the total prokaryotic community in coastal waters of the Beaufort and Chukchi Seas
(Cottrell et Kirchman 2009). No significant shifts in AAP bacterial abundance between
summer and winter were reported. During the Malina cruise that crossed the Bering and
Chukchi Sea and focused on the southern Beaufort Sea in summer 2009 (http://
http://Malina.obs-vifr.fr), we observed a strong decreasing gradient from the Mackenzie River
to the open ocean with a mean AAP bacterial contribution of 7% in the Mackenzie mouth, 1%
inshore, and 0.1% offshore (Boeuf et al. 2013a). Contrasting with this general pattern, high
oceanic estimates (14.8%) close to values reported by Cottrell and Kirchman (2009) occurred
at one site in the more productive waters of Chukchi Sea (Springer et McRoy 1993). Along
the Mackenzie plume, high AAP abundances were found in surface waters (14 %) and in the

benthic nepheloid layer (9%) caused by sediment resuspension and direct inputs of the river
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(Matsuoka et al. 2011) (Fig. 3). Low AAP bacterial percentages in shelf and offshore
Beaufort Sea samples resembled those reported in Antarctic waters of the Southern Ocean
(Schwalbach et Fuhrman 2005) and in most oligotrophic temperate and tropical regions (Jiao
et al. 2007, Lamy et al. 2011). These results were consistent with the trophic status of the
Beaufort Sea that is quite oligotrophic in summer (Ortega-Retuerta et al. 2012a) with nearly

undetectable nitrate levels during the Malina cruise. The high percentages of AAP
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Fig.3. 3D visualization of relative abundances of AAP (a) and PR (b) bacteria obtained during
the Malina cruise. The four types of samples defined on the basis of their temperature and salinity
characteristics consisted of Mackenzie plume waters (red), shelf surface waters (green), offshore
waters (light blue) and others (dark blue). The sphere sizes represent the relative proportions of each
photoheterotrophic community for each sample, according to the scale bar. AAP proportions were
calculated by dividing AAP bacteria (enumerated by infrared epifluorescence microscopy) by the total
prokaryotic numbers (DAPI counts). Total PR proportions were calculated by summing the relative
proportions of the 8 most abundant clades recovered in 19 PR clone libraries (Fig. 5). PR proportion of
each clade was calculated by dividing its number of PR gene copies by its number of 16S rDNA
copies (both obtained by gPCR). Proteorhodopsin values were normalized to 1.9 16S rRNA gene
copies per cell. The cyan plan is the zero isotherm.

bacteria obtained in the Mackenzie surface plume were also in line with those recorded in

estuarine systems such as Long Island Sound, Delaware Bay and Chesapeake Bay, where
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these bacteria can constitute more than 10% of the prokaryotic community (Schwalbach et

Fuhrman 2005, Sieracki et al. 2006, Waidner et Kirchman 2008, Cottrell et al. 2010).

3.2.2. Diversity in the Arctic Ocean

Our knowledge on the diversity of AAP bacteria has long been based on cultures.
Currently known cultured AAP bacteria consisted in phylogenetically diverse members
interspersed predominantly throughout the Alphaproteobacteria (Yurkov et Beatty 1998,
Rathgeber et al. 2004), with one known betaproteobacterial representative, Roseateles
depolymerans (Suyama et al. 1999), one described gammaproteobacterial species,
Congregibacter litoralis (Eilers et al. 2001, Fuchs et al. 2007) and three unassigned
gammaproteobacterial isolates (Cho et Giovannoni 2004, Cho et al. 2007a). AAP bacteria in
environmental BAC and fosmid libraries or in environmental samples have been further
successfully identified using known photosynthetic reaction center genes that are involved in
bacteriochlorophyll biosynthetic pathways (Béja et al. 2002). Wider PCR primers targeting
pufM gene encoding the M subunit of bacterial photosynthetic reaction centers were further
designed and successfully used to recover additional AAP bacterial diversity in a variety of
environments (Yutin et al. 2005). Diverse AAP bacteria were also detected in large marine
metagenomic libraries from the Atlantic and Pacific Oceans (Venter et al. 2004, Waidner et
Kirchman 2005, DelLong et al. 2006, Yutin et al. 2007). Further studies indicated that AAP
community structure can strongly differ depending on their geographical location (Jiao et al.
2007, Lehours et al. 2010, Jeanthon et al. 2011). All these efforts have shown AAP bacteria
to be genetically diverse with members of the Alpha-, Beta-, and Gammaproteobacteria. Both
targeted (Hu et al. 2006, Jiao et al. 2007, Lehours et al. 2010) and non-targeted (Yutin et al.
2007) diversity studies have shown that depending on the location and environment, members

of either the Alpha- or Gammaproteobacteria typically dominate the marine AAP bacterial
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community. For example, in the Baltic and Mediterranean Seas, most AAP bacteria were
Gammaproteobacteria (MasSin et al. 2006, Jeanthon et al. 2011), while in the Global Ocean
Sampling (GOS) expedition, the Roseobacter-like group of Alphaproteobacteria dominated

the oligotrophic AAP bacterial community (Yutin et al. 2007).

Only a limited number of studies have examined the diversity of AAP bacteria in high-
latitude waters. First investigations carried out in the permanently frozen freshwater Lake
Fryxell (Antarctica) (Karr et al. 2003) revealed that AAP bacteria living in these habitats were
distinct from their marine counterparts. The presence of pufM genes in Antarctic seawater and
sea ice environment was further demonstrated by Koh et al.(2011). Using the same primer set,
both these studies found that the AAP community were dominated by Alphaproteobacteria.
Seawater clones were closely related to identified environmental clones and to Roseobacter
denitrificans, the latter suggesting the presence of the widespread RCA cluster in Antarctic
waters. In surface waters of the Chuckchi and Beaufort Seas, although pufM genes could be
assigned to phylogroups previously identified in metagenomic shotgun sequences from the
GOS expedition (Yutin et al. 2007), they were mostly distinct from genes retrieved in lower-
latitude waters and Antarctic waters (Cottrell et Kirchman 2009, Koh et al. 2011, Boeuf et al.
2013a). By examining a couple of coastal sites in summer and winter, Cottrell and Kirchman
(2009) revealed the presence of three phylogroups (Fig. 4). Two belonged to the
Rhodobacterales which is one of the most common alphaproteobacterial order in polar and
subpolar oceans (Selje et al. 2004, Niederberger et al. 2010, Ghiglione et Murray 2012).
Loktanella-like pufM clones (phylotype F) dominated the libraries at both seasons whereas
proportions of Sulfitobacter-related sequences (phylogroup E) increased in winter. Boeuf et
al. (2013a)investigated more thoroughly the AAP diversity in the transition zone between
offshore and Mackenzie-influenced coastal waters (southern Beaufort Sea) in summer. The

presence of pufM genes grouping with that of Sulfitobacter species in most of the Beaufort
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shelf was remarkable (Fig. 2) and supported by independent isolation of a large number of
Sulfitobacter strains from most of the shelf and offshore stations. Whereas an equivalent
number of Loktanella strains was isolated from the same locations, only one Loktanella-
related sequence was retrieved by molecular cloning. The relative absence of Loktanella
clones in the libraries was due strong sequence mismatches between the forward primer

pufMF (Béja et al. 2002) used for amplification and Loktanella pufM sequences.

The most striking observation raised by the high coverage of the Beaufort Sea during
summer, was the widespread distribution of betaproteobacterial clades in the entire Beaufort
shelf (Fig. 4). The most abundant betaproteobacterial clade exhibited a strong river to ocean
gradient, suggesting that these bacteria grew in the Mackenzie River and then were mixed
with Beaufort coastal waters. These results were in line with the fact that (i)
betaproteobacterial pufM genes increased in summer coastal libraries (Cottrell et Kirchman
2009) at higher river flow, (ii) betaproteobacterial AAP bacteria are found in high proportions
in estuarine or freshwater habitats (Yutin et al. 2007, Waidner et Kirchman 2008, Salka et al.
2011), and (iii) Betaproteobacteria are commonly found in the Mackenzie River where they

are dominant (Garneau et al. 2006, Galand et al. 2008a).

Although Gammaproteobacteria represent one third of the bacterial community in arctic
marine waters (Kirchman et al. 2010), no gammaproteobacterial AAPs were found at coastal
sites of Chukchi and Beaufort Seas (Cottrell et Kirchman 2009) (Fig. 4). We confirmed this
trend during the Malina cruise since only a few pufM clones belonging to the
gammaproteobacterial phylogroup K were recovered in North Pacific Ocean samples but none
were obtained at 62°N and above. Similarly, no clones of this phylogroup were found in

Antarctic sea ice and seawater (Koh et al. 2011). This seems to indicate that polar waters are
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exceptions to its widespread distribution (Yutin et al. 2007, Lehours et al. 2010, Jeanthon et

al. 2011).
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Fig. 4. Relative abundance of different pufM genes in clone libraries obtained from Arctic
Ocean samples. Libraries were retrieved from coastal samples of the Chukchi and Beaufort Seas in
summer and winter (Cottrell et Kirchman 2009) and from the Mackenzie plume, coastal and offshore
surface waters and other depths (Boeuf et al. 2013b). The numbers of clones and libraries analyzed are
indicated in bold and between brackets, respectively.

3.3 . Proteorhodopsin-containing bacteria

An additional type of phototrophy has also been recently discovered in marine surface
waters. Proteorhodopsins (PR) are retinal-binding integral membrane proteins found via
environmental genomics surveys in the early 2000s (Béja et al. 2000, 2001, de la Torre et al.
2003, Venter et al. 2004). PR are homologues of bacteriorhodopsins discovered in the

halophilic archeon Halobacterium salinarum four decades ago (Oesterhelt et Stoeckenius
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1971). Their designation was based on the discovery of metagenomic fragments that linked
the first discovered of these PR genes to a small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) gene
defining the uncultivated marine gammaproteobacterial group SAR86 (Béja et al. 2000).
Rhodopsins belong to a widespread family of photoactive proteins found in all three domains
of life. A common feature of these proteins is that they contain seven membrane-embedded o.-
helices that form an internal pocket in which the retinal is bound. Based on their functional
roles, characterized rhodopsin proteins have been classified into three distinct groups: (i)
transmembrane proton pumps (bacteriorhodopsins, proteorhodopsins and xanthorhodopsins),
involved in energy generation, (ii) transmembrane chloride pumps (halorhodopsins), involved
in the maintenance of osmotic balance, and (iii) light sensors (sensory rhodopsins), which

direct positive and/or negative phototaxis.

The first proteorhodopsin was found on a genomic fragment originating from the
uncultured SAR86 group Il, a gammaproteobacterial group widespread in marine plankton
(Béja et al. 2000). Subsequent PCR-based gene surveys, screenings of BAC and fosmid
libraries, metagenomic and genome analyses have identified a wide variety of PR genes (Béja
et al. 2001, de la Torre et al. 2003, Man et al. 2003, Venter et al. 2004, Gomez-Consarnau et
al. 2007, Rusch et al. 2007). PRs were found in diverse bacterial groups, including the
ubiquitous SAR11 groups (Giovannoni et al. 2005a, Giovannoni et Stingl 2005), the abundant
coastal clade SAR 92 (Stingl et al. 2007a), as well as in Roseobacter HTCC 2255, marine
Flavobacteria (Gomez-Consarnau et al. 2007, Gonzalez et al. 2008, Riedel et al. 2010,
Yoshizawa et al. 2012) and planktonic Archaea (Frigaard et al. 2006). The phylogeny of the
PR gene does not always coincide with those of typical phylogenetic marker genes, indicating
that some bacteria and archaea may have obtained it via lateral gene transfer (Sabehi et al.

2004, Frigaard et al. 2006). PRs were so far detected in different marine environments,
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mainly in the open ocean, but also in freshwater, estuarine and brackish ecosystems (Rusch et
al. 2007, Atamna-Ismaeel et al. 2008). Known PR genes encode pigments with two distinct
light absorption spectra, commonly referred to as blue-absorbing PRs and green-absorbing
PRs (Béja et al. 2001, Man et al. 2003). The distribution of these different light-absorbing
proteorhodopsin pigments is depth-dependent, with green-absorbing PRs mainly in surface
and coastal waters, whereas a trend for blue-absorbing PRs in the open ocean and deeper

waters has been observed (Béja et al. 2001, Sabehi et al. 2007).

3.3.1. Diversity in the Arctic Ocean

Only very few molecular surveys have reported PR bacteria in marine polar waters.
Antarctic PR sequences have been detected in coastal surface waters near Anvers island,
Western Antarctic Peninsula (Béja et al. 2000, Williams et al. 2012a) and in sea ice and brine
samples of the Ross Sea (Koh et al. 2010). Sequences analyses revealed that Antarctic PRs
showed similarity to previously reported PR sequences, although most of the sequences were
generally distinct. Cottrell and Kirchman (2009) reported the first study on PR bacterial
diversity in Arctic waters. Although limited to a couple of coastal sites, this study revealed a
diverse collection of PR genes, only a few of them belonging to previously identified groups.
Clones libraries were mainly composed of green-absorbing Alpha- and Gammaproteobacteria
and their composition changed between summer and winter (Fig. 5). During the Malina cruise
in the Beaufort Sea, we surveyed the PR diversity in different water masses using the same
primer set and compared the composition of DNA and cDNA libraries (Fig. 5). An
alphaproteobacterial group entirely composed of arctic sequences that we called “Arctic”
dominated in most surface libraries confirming earlier results of Cottrell & Kirchman (2009).
Contributions of SAR11 sequences were higher in cDNA than in DNA libraries, suggesting

that this clade is highly active in arctic waters. With the exception of Mackenzie plume
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samples, high proportions of gammaproteobacterial PR mostly composed of SAR92-like and
IMCC2047-like sequences were found in DNA libraries. Only a few clones aligned with the
SARS86 clade of PR genes, which was reported to comprise the majority of Antarctic pelagic
PR sequences (Béja et al. 2001). Additionally, coastal surface and Mackenzie plume libraries
contained significant amounts of Flavobacteria sequences. Contrasting to AAP community
composition, only a limited number of betaproteobacterial PR sequences were obtained along
the Mackenzie plume although primer sets targeting freshwater clades were specifically
tested. Only a limited number of Beaufort Sea sequences matched closely with Antarctic
sequences, supporting the fact that PR genes from the Northern and Southern Hemispheres

are not similar.
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Fig. 5. Relative abundance of different PR genes in clone libraries obtained from Arctic Ocean
samples. Libraries were retrieved from coastal samples of the Chukchi and Beaufort Seas in summer
and winter (Cottrell et Kirchman 2009) and from the Mackenzie plume, coastal and offshore surface
waters and other depths (Boeuf et al. 2013b). The numbers of clones and libraries analyzed are
indicated in bold and between brackets, respectively.

3.3.2. Abundance in the Arctic Ocean
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Several studies have examined the diversity and geographic distribution of PR genes,
but there are few estimates of PR gene abundance in the oceans. Unlike cyanobacteria and
AAP Dbacteria, PR-containing microbes cannot be quantified using direct enumeration
techniques such as flow cytometry or epifluorescence microscopy. Quantitative real-time
PCR (gPCR) is the technique that is most generally used for examining the spatial and
temporal distribution of PR prokaryotes (Campbell et al. 2008, Riedel et al. 2010) and
measuring the expression of PR genes (Lami et al. 2009). Alternatively, the abundance of PR
genes has been estimated from the frequency of PR-bearing clones in environmental genomic

libraries (Venter et al. 2004, Sabehi et al. 2005, Rusch et al. 2007).

PR bacteria have been estimated to contribute for up to 65% (mean of 50%) of the total
bacterial community in the Sargasso Sea, from 7 to 57% (mean of 23%) in the North Atlantic
Ocean, about 13% in the Mediterranean Sea and 35% in the North Sea (Venter et al. 2004,
Sabehi et al. 2005, Rusch et al. 2007, Campbell et al. 2008, Riedel et al. 2010).
Alphaproteobacterial groups represent generally the highest fraction among PR bacteria.
Among them, the ubiquitous SAR11-like cluster is the sole to contribute to 10% of the overall
community and almost 18% in the Sargasso and Mediterranean Seas (Campbell et al. 2008,

Jeanthon et Boeuf in prep.).

In the polar marine waters, PR bacteria were detected throughout the annual cycle
(Cottrell et Kirchman 2009, Williams et al. 2012a) but their abundance has not been
extensively assessed. Cottrell and Kirchman (2009) compared the seasonal abundance of two
clades retrieved from two coastal sites of the Chukchi and Beaufort Seas. Their abundance
was not found to differ significantly between summer and winter. Using the set of PR
sequences previously amplified from the Beaufort Sea (Boeuf et al., 2013b), we designed

gPCR primers to target 8 groups of PR genes among the most abundant in the libraries. By
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adding together their abundance estimates, we estimated that these groups accounted between
0.9% and 44.7% (mean of 15.3%) of the total bacterial community (Fig. 3) (Boeuf et al.
2013b). The ubiquitous SAR11-like PR clade dominated in the Beaufort Sea and was
preferentially distributed offshore and above the DCM layer where mean contributions
exceeded 10% of the total bacterial community (Fig. 6). This contribution is close to the
percentage of SAR11 16S rRNA gene determined from pyrosequencing data obtained from
the western Arctic Ocean (Kirchman et al. 2010). Consistent with clone library data, the
“Arctic” clade, second most abundant PR clade in the libraries, was preferentially distributed
in surface waters. It represented up to 24% of the offshore bacterial community. The
alphaproteobacterial HOT2CO1 cluster was found in high proportions in Sargasso Sea (26%)
while decreasing to 8% in the North Atlantic (Campbell et al. 2008). In the Beaufort Sea, this
cluster was mostly present in coastal areas but its contribution was low (2%). Surprinsingly,
although proportions of PR gammaproteobacteria were high in most clone libraries and
overdominated in deep libraries (Fig. 5), they represented in all samples a minor fraction of
the total bacterial community (mean < 1%). These results indicate that estimates of gene
abundance based on frequencies in clone libraries need to be cautiously interpreted. Our data
further supports the notion that different PR types are abundant in different ocean regimes
(Rusch et al. 2007) and indicates that other factors than light may control the abundance of

different types of PR in arctic marine waters.
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Fig. 6. Relative abundance of major PR bacterial clades recovered in the libraries constructed
from Beaufort Sea samples.

4. Potential impact of global change

The Arctic Ocean is both a key player in global climate regulation as well as a
particularly sensitive system that has already undergone serious perturbations due to climate
warming (Peterson et al. 2002, Camill 2005). The total volume and extent of the sea ice are
reducing (Walsh 2008) leading to an increase of river runoff (Peterson et al. 2002) and a
decrease in the surface layer salinity of the Arctic Ocean (ACIA 2005). An additional
consequence is the accelerating permafrost melting (Nelson 2003) and coastal erosion
(Rachold et al. 2000). The increasing delivery of organic carbon is suspected to enhance the
mineralization process carried out by heterotrophic bacteria in the estuarine and coastal Arctic
Ocean (Meon et Amon 2004) and thus release a large amount of CO; in atmosphere (Kling et

al. 1991). Excluding the potential shift of surrounding Oceans connections, currents and
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icecap drifting (Hopcroft et al. 2008) that may profoundly affect bacterial communities at
both regional and global scales, global warming could impact bacterioplankton by modifying
its local environment (physical aspect) and its nutrient sources and interactions in the food
web (biotic aspect). The lengthening of the open-water period is likely to stimulate primary
production via increased light availability, which in turn would enhance bacteria production
(Arrigo et al. 2008, Zhang et al. 2010). These models all assume that more open water will
lead to increased mixing and entrainment of nutrients into the upper water column.
Alternatively, the freshening of the Arctic could lead to stronger salinity stratification and

fewer nutrients being entrained into the euphotic zone.

In the Beaufort Sea, distributions of AAP and PR bacteria and their relationships with
environmental parameters show strong differences. The most abundant AAP bacterial clade
OTUG is strongly influenced by nutrient-rich river inputs while major clades of PR bacteria
prevailed in offshore oligotrophic waters. The freshening of the arctic coastal regions could
therefore favor the survival of halotolerant freshwater AAP bacteria like those in OTU 6 and
expansion of their habitat. Yet, we do not know the impact of phototrophic light harvesting on
energy requirements and carbon metabolism of these bacteria. Future studies have to reveal

their role in biogeochemical cycling in coastal-transition ecosystems.

The decrease in ice thickness and the shift from perennial ice pack to seasonal ice
(Perovich 2011) could favor under-ice massive phytoplankton blooms in the Arctic (Arrigo et
al. 2012). Such structural shifts of Arctic marine ecosystems could in turn be favorable to
AAP Dbacteria of the Roseobacter clade (Gonzalez et al. 2000) and PR groups
(Flavobacteriaceae, alphaproteobacterial OTU3, and gammproteobacterial OTU11) that
exhibit a strong responsiveness to phytoplankton blooms. A long-term consequence of further

increasing stratification will be reduction of the vertical flux of nutrients to the euphotic zone
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and decreasing productivity. Low-nutrient conditions in the upper Beaufort Sea could
therefore be particularly favorable to bacterial groups adapted to oligotrophic conditions
(SAR11 and other alphaproteobacterial PR groups) whose photoheterotrophic capabilities

provide a competitive advantage (Gomez-Consarnau et al. 2010, Steindler et al. 2011).

The current knowledge suggests that microbial processes in the Arctic Ocean are
particularly sensitive to small changes in their environment and have potentially large impacts
on carbon flows and other ecosystem functions. How photoheterotrophic microbes adjust to
these changes will have impacts on the marine ecosystem of the Arctic Ocean. Understanding
how they interact and influence higher food webs as well as biogeochemical cycling in this
system is necessary. Future research should include a thorough examination of seasonal
influences and communities present in distinct water bodies and in less explored central

Acrctic regions.
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Etudes menées en paralléle

Dans le cadre de la campagne BOUM (Biogéochimie de l'oligotrophie a l'ultra-

oligotrophie  méditerranéenne ;  http://www.insu.cnrs.fr/expeditions-et-campagnes/boum-

biogeochimie-de-I-oligotrophie-a-1-ultra-oligotrophie-mediterraneenne), j’ai pu participer a

I’étude des communautés BPAA et B-PR actives en mer Méditerranée. Un article sur les
BPAA a été publié dans Biogeosciences en 2011 (ci-apres) et I’article sur les B-PR et en cours
de rédaction.
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Abstract. Aerobic anoxygenic phototrophic (AAP) bac-
teria play significant roles in the bacterioplankton produc-
tivity and biogeochemical cycles of the surface ocean. In
this study, we applied both cultivation and mRNA-based
molecular methods to explore the diversity of AAP bacte-
ria along an oligotrophic gradient in the Mediterranean Sea
in early summer 2008. Colony-forming units obtained on
three different agar media were screened for the production
of bacteriochlorophyll-a (BChl-a), the light-harvesting pig-
ment of AAP bacteria. BChl-a-containing colonies repre-
sented a low part of the cultivable fraction. In total, 54 AAP
strains were 1solated and the phylogenetic analyses based on
their 16S rRNA and pufM genes showed that they were all
affiliated to the Alphaproteobacteria. The most frequently
isolated strains belonged to Citromicrobium bathyomarinum,
and Erythrobacter and Roseovarius species. Most other iso-
lates were related to species not reported to produce BChl-a
and/or may represent novel taxa. Direct extraction of RNA
from seawater samples enabled the analysis of the expression
of pufM, the gene coding for the M subunit of the reaction
centre complex of aerobic anoxygenic photosynthesis. Clone
libraries of pufM gene transcripts revealed that most phylo-
types were highly similar to sequences previously recovered
from the Mediterranean Sea and a large majority (~94%)
was affiliated to the Gammaproteobacteria. The most abun-
dantly detected phylotypes occurred in the western and east-
ern Mediterranean basins. However, some were exclusively

Correspondence to: C. Jeanthon
BY (yeanthon@sb-roscoff fr)

detected in the eastern basin, reflecting the highest diver-
sity of pufM transcripts observed m this ultra-oligotrophic
region. To our knowledge, this is the first study to document
extensively the diversity of AAP 1solates and to unveil the ac-
tive AAP community in an oligotrophic marine environment.
By pointing out the discrepancies between culture-based and
molecular methods, this study highlights the existing gaps in
the understanding of the AAP bacteria ecology, especially in
the Mediterranean Sea and likely globally.

1 Introduction

Aerobic anoxygenic phototrophic (AAP) bacteria are pho-
toheterotrophs that require oxygen for their growth and for
bacteriochlorophyll-a (BChl-a) synthesis. Given their capa-
bility of harvesting light energy, they represent an important
fraction of the bacterioplankton in freshwater and marine il-
lumnated environments (Kolber et al., 2000, 2001; Béja et
al., 2002; Jiao et al., 2007; Yutin et al., 2007, Masin et al.,
2008; Jiang et al., 2009). AAP bacteria were found to be
widely distributed in the marine environment representing
about 1.5-5% of total bacteria in the euphotic zone of the
ocean (Schwalbach and Fuhrman, 2005; Cottrell et al., 2006,
Sieracki et al., 2006; Jiao et al., 2007). On the other hand,
BChl-a measurements suggested that AAP bacteria may con-
stitute a very dynamic part of the marine bacterial commu-
nity contributing significantly to the cycling of organic car-
bon in the upper ocean (Koblizek et al , 2007). A global
ocean study showed that the maximum AAP bacterial diver-
sity was found in oligotrophic areas, whereas AAP bacterial
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abundance followed the opposite trend, positively correlated
to the concentration of chlorophyll-a (Jiao et al., 2007).

The Mediterranean Sea 1s one of the most oligotrophic
oceanic systems and 15 characterized by a longitudinal gra-
dient of oligotrophy increasing eastwards. The different
trophic conditions available in the Mediterranean Sea offer
a unique context to link nutrient availabihty, trophic status
and functioning of the food web to the dynamics of photo-
heterotrophic populations. The 3000km transect surveyed
by the BOUM (Biogeochemistry from the Oligotrophic to the
Ultraohigotrophic Mediterranean) cruise during the stratifica-
tion period in early summer 2008 provided an opportunity to
better understand the distribution pattern of abundance and
diversity of AAP bacteria in this environment. In a com-
panion paper, Lamy et al. (2011) demonstrated that concen-
trations of BChl-a and AAP bacterial abundance decreased
from the western to the eastern basins of the Mediterranean
Sea and were linked with concentrations of Chl-a, nutrient
and dissolved organic carbon. Interestingly, the BChl-a con-
tent per cell was significantly higher in the ultra-oligotrophic
eastern basin than in the two other basins suggesting that re-
liance on phototrophy varied along the oligotrophic gradient
and that nutrient and/or carbon limitation favors BChl-a syn-
thesis.

Molecular analyses based on the pufM gene encoding the
M-subunit of the photosynthetic reaction center have ex-
plored AAP bacterial diversity using the polymerase chain
reaction (PCR) (Bé&a et al., 2002; Yutin et al., 2005; Jiao et
al., 2007), denaturing/temperature gradient gel electrophore-
sis (DGGE/TGGE) (Yutin et al, 2008; Lehours et al,
2010), terminal restriction fragment length polymorphism
(T-RFLPF) (Ranchou-Peyruse et al., 2006) and metagenomic
analysis (Yutin et al., 2007). Although these DNA-based ap-
proaches have given insight into the diversity of AAP bac-
teria, analysis of relevant functional communities is still a
challenge, as DNA could be stable in resting cells and even
dead cells and may also be present as extracellular DNA. In
contrast, RNA is highly labile and rRINA levels, and therefore
ribosome numbers, have been correlated with cellular activ-
ity (Kramer and Singleton, 1992, 1993). Moreover, stud-
ies of cultured bacteria have identified that mRNA is typ-
ically short-lived having a half-life of only a few minutes
{(Von Gabain et al., 1983). Thus, 1t has been argued that
analysis of sequences derived from RNA rather than DNA
templates potentially provide a more representative indica-
tion of the active members of the bacterial community and
a strong indication of specific gene expression at the time
of sampling (Pichard and Paul, 1993). Reverse transcrip-
tion PCR (RT-PCR) approaches have been used to investi-
gate gene expression and to identify active AAP bacteria in
the environment (Béjpa et al, 2002, Karr et al., 2003). Up
to now, several DNA-based molecular studies have explored
the diversity patterns of AAP bacteria in the Mediterranean
Sea (Oz et al., 2005; Yutin et al., 2005, 2008; Lehours et al.,
2010; Martinez-Garcia et al., 2010). However, only a very
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small number of AAP bacteria have been isolated from its
surface waters so far and the examination of the taxa actively
expressing pufM has never been conducted.

The aim of ths study was to wdentify the cultivable fraction
and active members of the AAP bacterial community along a
large transect in the Mediterranean Sea during the stratifica-
tion period through cultivation and mRNA-based techmques.

2 Material and methods
2.1 Sampling

Seawater samples were collected from 16 stations along a
transect 1n the Mediterranean Sea (from the North of the
Western Basin to the Levantine Basin) in June and July 2008
during the BOUM cruise aboard the R/V L dtalante (Fig. 1).
The sampled stations included fourteen short duration (4h)
stations (stations 1, 3, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 24, 25,
27) and three 4-day drifting stations (stations A, B and C)
representative of low nutrient low chlorophyll (LNLC) con-
ditions (Moutin et al., 2011). These three stations were lo-
cated at the center of anticyclonic eddies in the western basin
(station A), in the Tonian Sea (station B) and in the Levan-
tine Sea (station C). Water samples were retrieved using 121
Niskin bottles fitted on a Rosette sampler equipped with con-
ductivity, temperature and depth (CTD) sensors. For bacte-
rial cultures, samples were kept in the dark and at 4 °C until
processed (within one hour). Bacterioplankton cells for total
RNA extraction were collected by filtering seawater from the
same water sample used for the culture experiments. To limit
the degradation of mRINA, small volumes of seawater (~11)
were filtered as rapidly as possible, immediately upon re-
trieval of the CTD. The time from the start of filtration to stor-
age in RNAlater was 15-20min. Briefly. the seawater was
prefiltered in line through 47 mm diameter and 3 um pore size
polycarbonate filters (Cyclopore, Whatman) before the {inal
collection of bacterioplankton cells onto 25 mm diameter and
0.22 pm pore size polycarbonate filters (Isopore, Millipore)
using a four-head Masterflex penstaltic pump (Cole Parmer
Instrument Company). Three filters per sample were pro-
cessed and immediately transferred individually to a screw-
cap tube containing 1 ml RNAlater (Ambion Inc., Austin,
USA), frozen in hquid mtrogen and kept at —80°C aboard
the R/V L’ Atalante. Samples were transported frozen in dry
ice to the laboratory and stored at —80 °C until RNA extrac-
tion procedures.

2.2 Culture media, strain isolation and identification

Seawater samples collected at the surface (3m) and at the
deep chlorophyll maximum (DCM) were used to 1solate AAP
bacteria (Table 1). Colonies were obtained by spreading 50
to 100 ul of seawater samples on Marine Agar (Difco, De-
troit, MI) and two low strength agar media referred here
as MAD and MiA. MAD medium consisted in 0.5g Bacto
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Chla {mg m™)

1257

Fig. 1. Track of the BOUM cruise (16 June—20 July 2008) superimposed on the composite SeaWiFS image of the sea surface Chl-a
concentrations (June 2008, courtesy to E. Bosc). Symbol types represent analyses performed at sampled stations: black spheres (o) indicate
stations where AAP isolation was attempted and white squares (O) indicate stations where RNA-based puflf libraties were additionally

constructed.

Tahblel. Location, depth, temperature and date of sampling, source and medivm ofizolation of cultivated Mediterranean A AP bacteria,

Izolate® Station  Latitude Longitude  Depth  Temp Sampling 3 ource of isolation Tenlation
(my  (°C) date medivm®

RCC 1876 5 34703 N 24°30°E 5 23 22 Jun 2008 seawater AT
RCC 1877 13 3453 N 16742°E 93 1d & Jul 2008 seawater AT
RCC 1878-1882 E 34°08'N 18727'E 3 27 6 Jul 2008 seawater Ilid
RCC 1883-1887 E 340N 18°27°E 3 27 6 Jul 2008 seawater LA
RCC 1288 17 37°10°N 12°00°E a0 1d O Jul 2008 seawater JLEES
RCC 1889 17 370N 12°00°E a0 1d 9 Tul 2008 seawater LA
RCC 1890-1894 s 383N TO55'E B3 15 11 Jul 2008 seawater LA
RCC 18051808 21 3893%'N TO55'E a5 15 11 Jul 2008 seawater LTS
RCC 1895-1904 A 39°06° N 3°21'E il 15 16 Jul 2008 seawater AT
RCC 1905-1904 24 41905 N 3°03‘E 3 24 18 Jul 2008 seawater AT
RiCC 1907 27 31FN P 5°E 5 13 19 Jul 2008 seawater AT
RCC 1008 27 437913 N 4°54'E 5 18 19 Jul 2008 seawater MIA
RCC 1909 a7 43°1F N 4°56°E 5 15 19 Jul 2008 seawater AT
RCC 1910 27 43°1FN P5°E a5 15 19 Jul 2008 seawater Ilidy
RCC 1911 & 39°06°N SP21°E 20 15 16 Jul 2008 seawater LAD
RCC 1012-1913 24 41705 N P03 E 5 22 12 Jul 2008 seawater JLEES
RCC 1914 Y 39°06' N SP2YE 100 15 14 Tul 2008 Spwechococcus culture obtained in PROZS + HOg3 - MAD
RCC 1915-19146 & 39°06°N SP21°E 100 15 14 Tul 2008 Spmechococcus culbure obtained in JLIA100 MAD
RCC 1017 & 39%06° N 3°21°E 100 15 14 Tul 2008 Osfeceoccus oulture obtained in PROZ/S LA
RCC 1918 a7 43°1F N 4°56°E 5 18 19 Jul 2008 unidentified slgal culture obtained in PROZ/S AT
RCC 1919 15 35940¢ N 14°06°E 100 14 8 Iul 2008 Frenorocous culture obtainedin PRO2/S + H0g AT
RCC 1920 &7 43913 N 4°56/E 3 12 19 Jul 2008 mixedculture obtainedinPROZ/S + HO5 LA
RCC 1021-1922 a7 43913 N 4256/ E 5 18 19 Jul 2008 Cebromenas culture ohtained in T 00 MAD
RCC 1923 a7 43°1F N 4°56°E 5 18 19 Jul 2008 mixed culture obtained inPROZ/S AT
RCC 1944 24 405N SP03E 3 24 18 Jul 2008 mixed oulture obtained inPROZ/S AT
RCC 1925-1926 24 41°05 N P03 E 3 22 12 Jul 2008 mixedculture obtained inPROZ/S + HO5 LA
RCC 1027 15 35°40° N 14°06°E 5 22 & Tul 2008 iy ed culture obtained in PRO2/S LAD
RCC 1928 c 3338 N 32°39°E 3 a7 27 Jun 2008 mixed culture obtained inPROZ/S + HO5 LA
RCC 1929 24 41°05 N P03 E 3 22 12 Jul 2008 mixedculture obtained inPROZ/S LA

% Janlates are identified by their ROC {Roscoff Culture Collec ion) ranhers.

b Indicates the agar medinm used to isolate the corresponding orzarisrm (see the Ikterial and methods section).
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peptone (Difco), 0.1 g yeast extract (Difeo), NH4C1 (10 uM),
KH,PO, (1 uM), nicotinic acid (2 M), biotin (2.107° M) vi-
tamin Bys (4.10719M), 1ml of K medium trace elements
(Keller et al., 1987) and 15g agar (Difco) per liter of sea-
water sampled offshore during the cruise. MiA medium was
a modified version of the latter where peptone was omit-
ted and local secawater was replaced by the supernatant of
a culture of Isechrysis aff. galbana (RCC 179) freshly grown
in K medium (Keller et al., 1987). Alfter the cruise, AAP
isolates were also obtained by streaking on MAD medium
3-5 ul of microalgal or cyanobacterial cultures enriched on-
board as previously described (T.e Gall et al., 2008). Briefly,
seawater sample was filtered by simple gravity through two
superposed (in an effort to provide more tight size fractiona-
tion) Nuclepore filters of 47 mm diameter, with either 0.6 um
or 3um porosity (Whatman International Ltd, Maidstone,
UK). The filtrate was partitioned mto 50ml culture flasks
{Sarstedt, Orsay, Irance) to which was added either 1/100
of full strength Jaworski medium (Jaworski ¢t al., 1981)
for photosynthetic eukaryotes or 1/5 of [ull strength Pro2
medium (Moore and Chisholm, 1999) for picocyanobacteria
{(Prochlorococcus and Synechococcus). In order to promote
the growth of nitrate-assimilating cyanobacteria, the latter
medium amended with 10 uM nitrate was also used.

After incubation at 18°C for 7 days in the dark, MAD
agar plates were transferred into thermostatic cabmets 1llu-
minated by luminescent tubes (Sylvama dayhight 18 W) at
irradiance levels of 120 umol photons m—2s~! (for surface
samples) and 25 pmol photonsm 25! (for DCM samples)
in 12:12 light-dark cycle.

Detection of BChl-a-containing colonies was performed
using a CCD camera based fluorescence imaging. Briefly,
after up to 7-8 weeks of incubation at 18 °C, colonies grown
on the MA, MiA and MAD media were illuminated by a set
ol Nichia blue light emitting diodes (470nm). Infra-red flu-
orescence from BChl-a-containing colonies was registered
by a CCD camera (Thoton Systems Instruments Ltd., Brno,
Czechia) protected by a long pass >850nm glass filter (Onel
51360, USA). The purification procedure on MAD plates
was repeated two to three times until cultures were consid-
ered pure. The presence of BChl-a signal was evaluated us-
ing an infra-red kinetic fluorometer (model F1.3500, Photon
Systems Instruments Ltd.) in pure cultures cultivated in 1/10
marine broth under a 14 h-10h light-dark regime.

For DNA extraction, cell pellets from 1.5-m! cultures were
suspended in MilliQ) water, boiled for 10min, left at room
temperature lor 10mm, boiled again for 10min and cen-
trifuged (5000 g, 5min, 4°C). The presence of pufM was de-
termined by using PCR amplification with specific primers
{Lehours et al , 2010).

Small-subunit rRNA  genes were amplified by
PCR wusing universal reverse primer 1492R (5-
CGGTTACCTTGTTACGACTT-3) and Bacteria-specific
primer 8 F (5-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3"). Reac-
tion mixtures (25 pl) contained the following components:

Biogeosciences, 8, 1955-1970, 2011

5X buffer (5ul), 2mMMgCla, 10pmoles of each deoxyri-
bonucleotide triphosphate (dATF, dCTP. dGTE dTTP.
Furogentec), 10pmoles of each oligonucleotide primer,
1.25U of GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega, Madi-
son, USA) and 1l of extract. The initial denaturation
step consisted of heating the reaction mixture at 95°C for
10min, and the thermal profile then consisted of 30 cycles
of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 50°C for
1min and extension at 72°C for 1.5mm. A {inal extension
step was carried out at 72°C for 10min. The PCR prod-
ucts were grouped initially by restriction fragment length
polymorphism (RFLP) using Haelll and Mnll restriction
patterns.

Amplfied PCR products were purified using the ExoSap
purification kit (ExoSap-it, GE Healthcare, Uppsala, Swe-
den). 168 rRNA gene sequences of at least two randomly
chosen stramns from each RFLP group (if applicable) were
sequenced using an ABI 3130 POP7 sequencer (Applied
Biosystems) at the Biogenouest Sequencing-Genotyping
Platform (Roscoff site).

2.3 RNA isolation

Total RINA was extracted using a NucleoSpin RNA [1 isola-
tion kit (Macherey-Nagel), with several modifications to re-
cover RNA possibly released to the | ml RNAlater due to the
sample freeze and thaw (Frias-Lopez et al., 2008). Samples
were thawed on ice, and the 1 ml of RNAlater was loaded
on a Microcon YM-50 column (Millipore, Billerica, USA)
for desalting and concentrating by centrifugal filtration. The
resulting 50 ul of RNAlater were added back to the sample
tubes containing 50 ul of glass beads (100 um) and 350 pl of
RA1 buffer, and total RNA extraction was performed [ollow-
ing the NucleoSpin RNA 1T manual. Genomic DNA was re-
moved using a Turbo DNA-free kit (Ambion). DNA removal
in RNA samples was confirmed by control PCR amplifica-
tions that contained RNA and were not previously subjected
to the reverse transcription step. No amplification was de-
tected in these controls performed following the PCR condi-
tions described below.

2.4 Reverse transcription and cDNA amplification

ThermoScript RT-PCR system (Tnvitrogen, Carlshad, TUSA)
was used for the reverse transcription of pu/M mRNA [rom
total RINA samples isolated from stations A, 21, 1 and C.
All reverse transeription reactions were performed 1n a to-
tal reaction volume of 10l ¢DNA synthesis was per-
formed at 55°C using the PufWAW reverse primer (5'-
AYNGCRAACCACCANGCCCA-3, Yutin et al., 2005) as
gene-specific primer. On the basis of specificity and effi-
ciency (e.g. vield) results (Lehours et al., 2010), we selected
PulMT forward (5-TACGGSAACCTGTWCTAC-3, Béjaet
al., 2002) and PufWAW reverse primers to amplify pufif
genes in cDNA samples. Reaction mixtures (25 ul) prepared
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as previously contained 1 to 3 ul of cDNA sample. Amplifi-
cations were carried out in a GeneAmp PCR system 9700
(Applied Biosystems, Foster City, USA) with the follow-
ing parameters: 95°C for Smin, followed by 35 cycles of
95°C for 30s, 58 °C for 30s, and 72°C for 30s, with a fi-
nal extension step at 72 °C for 10min. PCR products were
loaded in a 0.8 % agarose gel containing 0.5 po ml~! ethid-
ium bromide, and electrophoresed at 80 V for 1.5h. Since the
amplified DNA was later released from gel for the cloning
procedure, modified Tris-acetate EDTA (TAE) buffer (1 mM
NaEDTA (pH 8.0), 40mM Tris acetate) was used to prepare
the agarose gel and as the running buffer. The DNA band of
the targeted size was carefully cut from the gel using a tran-
silluminator and DNA isolated from gel using an Ultrafree-
DA centrifuge filter (Millipore).

2.5 Library construction and analyses

Fresh RT-PCR products were cloned using the TOPO-TA
cloning kit according to the manufacturer’s instructions (In-
vitrogen). Recombinant clones were screened for insert-
containing plasmids by direct PCR amplification with M13
forward and reverse primers. Clones were sequenced using
the latter primers at the Biogenouest Sequencing-Genotyping
Platform (Roscoft site). Clone libraries were screened for
chimernic sequences with Chimera_Check program available
on the RDP website (Cole et al., 2003). The remaining se-
quences were subjected to BLAST search against publicly
available sequences to determine their approximate phyloge-
netic affiliations. A conservative value of 94 % nucleic acid
sequence similarity (Zeng et al., 2007) was chosen for group-
ing sequences into Operational Taxonomic Units (OTUs) us-
ing Mothur (Schloss et al., 2009). Coverage value (C) was
calculated as previously described (Mulhns et al., 1995).

2.6 Phylogenetic analyses

Sequence data were analyzed with the ARB software pack-
age (Ludwig et al., 2004). The new sequences were added to
the SSU ARB database and ahgned with the Fast Aligner
tool.  Alignments were checked and corrected manually
where necessary. 165 rRNA gene sequences from the iso-
lates were compared to sequences in public databases with
BLASTn (Altschul et al., 1997). 165 rRNA gene sequences
with high similarities to those determined in this study were
retrieved and added to the alignment. Framework trees
were calculated with fastDNAmL, a maximum-likelthood
method implemented 1n ARB, using only almost full-length
sequences. The stability of the branching pattern was tested
with the neighbor-joining and maximum parsimony (DNA-
PARS) methods included in the PHYLIP package as imple-
mented in ARB.

A pufMf database containing more than 700 aligned se-
quences of cultured species and environmental clones re-
trieved from GenBank database (http://www.ncbinlm.nih.
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gov/Genbank) and the GOS scaffold nucleotide sequences
was constructed using ARB (Ludwig et al, 2004). Se-
quences were translated to protein and the resulting align-
ment was then used to manually realign nucleotide se-
quences. A neighbor-joining tree was first constructed with
all the sequences longer than 600 bp and the robustness of in-
ferred tree topologies was tested by bootstrap analysis (1000
resamplings) using PHYLIP (Felsenstein, 1993). Shorter se-
quences were aligned as above and added to the tree using
ADD-BY-PARSIMONY algorithm, which allows the addi-
tion of short sequences to existing phylogenetic trees without
changing global tree topologies. Phylogenetic tree display
and annotation were performed with iTOL software (Letunic
and Bork, 2007).

2.7 Nucleotide sequence accession numbers

The 165 rRNA and environmental pufM gene sequences
obtained in this study are available in GenBank database
under the accession numbers HQ871842-HQ871863 and
JF421730-JF421749, respectively. The pufM gene sequences
of the isolates have been deposited in EMBL database under
the accession numbers FR852756-FR852767.

3  Resulis
3.1 Oceanographic context

The oceanographic context, the physical and hydrologic
characteristics of the water masses in the Mediterranean Sea
during BOUM cruise are extensively described by Moutin
et al. (2011). Briefly, sea surface temperatures ranged from
21.4°C (station 25 1n the western basin) to 26.9°C (station B
in the eastern basin). Salinity was higher in the eastern basin
and especially from station 5 where it remained above 39 %o
down to 200m depth. Nutrient concentrations were close or
below the detection limit in the upper layers, decreased in
the eastern basin where lower pigment concentrations and
primary production rates were measured (Pujo-Pay et al.,
2011). Chlorophyll concentration showed a well defined
Deep Chlorophyll Maximum (DCM), more pronounced in
the western basin (for details, see Crombet et al, 2011),
and deepening from west (~40 to 80m) to east (from 80 to
=100m).

3.2  AAP isolates

Colonies grown on the agar plates of the three media used in
this study were screened for the presence of BChl-a. The
numbers of colonies showing infra-red fluorescence under
blue hight illumination varied greatly between samples. AAP
bacteria represented only a small percentage (less than 1%)
of the cultivable bacterial community. A total of 54 AAP
strains were 1solated; 38 strains were obtained after direct
plating of the [resh seawater samples and 16 were retrieved

Biogeosciences, 8, 1955-1970, 2011
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Table 2. Closest phylogenetic neighbor, nucleotide accession number and 165 rRNA gene sequence length of the AAP bacteria isolated

from the Mediterranean Sea.

Isolate 168 TRNA  Nucleotide  Closest described species Other strains with identical RFLP
Sequence accession (% 108 rRNA sequence identity)®
length (bp) no.
RCC 1876 1274 HQR871842  Ervthrobacter litoralis (98)
RCC 1877 1317 HQR7I1R43  Ervthrobacter litoralis (98)
RCC 1878 1315 HQ871844  Citromicrobium bathyomarium (99) 19 (RCC 1879-87, RCC 1890-98, RCC1907)
RCC 1888 1318 HQB871846  Sulfttobacter dubius (96)
RCC 1889 1352 HQR871847  Ervthobacter aquamaris (99) 5(RCC 1899-04)
RCC 1906 1300 HQB871851  Sagittula stellata (96) 1 {RCC 1923)
RCC 1908 1272 HQR871852  Thalassobaculim salexigens (94) 1 (RCC 1918)
RCC 1909 1072 HQBT1853  Tatevamaria omphalii (98)
RCC 1910 1349 HQR871854  Thalassobaculum litoreum (99)
RCC 1919 1351 HQB871856  Tatevamaria omphalii (97)
RCC 1920 1357 HQB871857  Marivita litorea (99)
RCC 1921 1361 HOQBTI858  Marivita cryvptomonadis (98)
RCC 1922 1352 HQ871859  Roseovarius halotolerans (97) 2(RCC1924, RCC1929)
RCC 1925 1381 HQB71861  Thalassobaculum salexigens (94) 1 (RCC 1926)
RCC 1927 1364 HQB871862  Roseibacterium elongatum (96)
RCC 1928 1367 HQR71863  Roseovarius tolerans (99) 8(RCC 1905, RCC 1911-17)

* As determined by the program BLAST.

after streaking of primary algal or cyanobacterial cultures en-
riched onboard from seawater samples (Table 1). All but one
strains cultivated after direct plating were recovered on the
two media with low nutrient and carbon content. Twenty
four strains were 1solated from the western basin (4 stations),
13 from the central basin (3 stations) and one from the east-
ern basin (1 station). All isolates were positive for the pres-
ence of the pufM gene by PCR amplification. BChl-a fluo-
rescence signals were detected in the cultures of all isolates
when grown in 1/10 marine broth.

Phylogenetic analysis of 165 rRNA and pufM gene se-
quences demonstrated that all isolates were exclusively al-
phaproteobacterial and were more closely related to mem-
bers of the Alpha-1, Alpha-3 and Alpha-4-protecbacteria
{Table 2, Figs. 2 and 3a). Twenty isolates recovered from
surface or DCM waters were almost identical (~99.8 % 163
rRINA identity) to Citromicrobium bathyomarinum. Within
the Alpha-4-proteobacteria, two other clusters representing
8 strains were affiliated to Erythrobacter species (=98 %).
Among the most frequently isolated strains, twelve belonged
to the genus Roseovarius. Interestingly, all strains having R.
tolerans as closest cultivated species (98 %) were 1solated af-
ter direct plating of seawater samples whereas those affiliated
to R. halotolerans were obtained from microalgal cultures.
A portion of the isolates was highly related to recently de-
scribed genera, whose species were not known to synthesize
BChl-a. Among them, RCC 1920 and RCC 1921 represented
two strains of the recently described genus Marivita and
had M. litoreum and M. cryptomonadis as closest cultivated
neighbors (=98 %), respectively. Although pufL and pufAf
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genes were amplified from the type strains of both Marivita
species, production of BChl-z was not detected in their cul-
tures (Hwang et al., 2009). Two isolates (RCC 1909 and
RCC 1919) were identified as very close relatives of Tateya-
maria omphalii (97-98 %). In the genus Tateyamaria, BChl-
a has been detected only in the cells of T. pelophila (Kura-
hashi and Yokota, 2007; Sass etal., 2010). Within the 4ipha-
1-proteobacteria, RCC 1910 was highly related (99%) to
Thalassobaculum litoreum while four strains (RCC 1908,
RCC 1918, RCC 1925 and RCC 1926) were more distantly
related to Thalassobaculum salexigens (94 %). Both species
of the recently described genus Thalassobaculum were not
reported to produce BChl-a (Zhang et al., 2008; Urios et al.,
2010).

Additionally to strains RCC 1908, RCC 1918, RCC 1925
and RCC 1926 that exhibited marked novelty (Table 2), other
strains bearing 96 % or less 16 rRINA gene sequence identity
to taxonomically characterized species may also represent
new taxa (Stackebrandt and Goebel, 1994). Among them
was categorized strain RCC 1927 most closely related to Ro-
seibacterium elongatum. Strains RCC 1906 and RCC 1923
may represent a new species of the genus Sagiftula. S. stel-
lata, the only species of this genus, was not reported to syn-
thetize BChl-a (Gonzalez et al., 1997). Finally, we detected
BChl-a production in strain RCC1888 that had Sulfifobac-
ter dubius as closest characterized relative. This phenotypic
trait has been reported only 1n a few described Sulfitobacter
species (Labrenz et al., 2000; Park et al., 2007, Yoon et al.,
2007).
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Fig. 2. Phylogenetic analysis based on the 168 rRNA sequences indicating the position of selected AAP strains isolated during the BOUM
cruise. The tree was calculated by the neighbor-joining method. Percentages of 1000 bootstrap resamplings that support branching points
above 50 % are indicated. Bar represents the number of substitutions per 100 sequence positions.

Most pufM gene sequences of the isolates did not cluster
with that of cultivated organisms (Fig. 3a). They exhibited
generally highest sequence levels of identity to sequences
recovered from environments other than the Mediterranean
Sea.

3.3 Diversity of active AAP bacteria

Functional expression of pufM mRINA transcripts, using re-
verse transcription-PCR to produce cDNA, was performed to

www.biogeosciences. net/8/1955/2011/

determine which phylotypes were actively transcribing puf\M
in the Mediterranean Sea. We amplified by PCR pufM tran-
scripts directly from RNA (eDNA) extracted from mixed pi-
coplankton assemblages collected in the western and eastern
Mediterranean Sea. Interestingly, pufd genes were ampli-
fied from samples collected during might time but no ampli-
fication products were obtamned from those retrieved during
the day (stations 25 and B). A total of 207 randomly picked
clones containing pufM inserts were sequenced; 109 were re-
covered from station A and 11 from station 21 in the western
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denitrificans AB16950 Phylogroup G W

Station 1-50m
Station C-5m
Station C-100 m
Station 21-5m
Station 21-85m
Station A5 m
Station A-90 m

CTG 5ZA

—om B

Fig. 3a. pyM phylogenetic trees showing the inferred phy logenetic relationships of pfif gene sequences from A AP isolates and environmental samples. Color ranges highlight
the different groups defined by Yutin et al. (2007). (a) Phylogenetic relationships of pr/f genes affiliated to phylogroups F, G, | and to unidentified phylogroups,
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cosin isss et Phy logroup €

Station A-5 m
Station A-80 m

Fig. 3b. () Phylogenctic relationships of pryff genes affiliated to phy logroups C and K and to unidentified phylogroups. Trees are based on a neighbor-joining (NJ) tree to which
short sequences were added by ARB_PARISMONY. Sequences used to construct NJ trees are marked in bold and black circles on nodes represent confidence values =50% for
branches found in the initial NJ trees. Sequences retrieved in this study are indicated as BOUM 1 to BOUM 20. The multivalue bar charts represent the relative frequencies of the
corresponding OTU in the different clone libraries. Colors used to represent the clone libraries are indicated at the left of the trees.
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basin whereas 83 were retrieved from station C and 4 from
station 1 1n the eastern basin.

Using an operational taxonomic unit definition of 94 % nu-
cleic acid sequence similarity, 20 distinct OTUs were identi-
fied (Table 3). Coverage values (=85 %) indicated that most
of the diversity was detected 1n the hibraries. Most pufid se-
quences were more than 94 % identical to known sequences
and were related to clones retrieved from the Mediterranean
Sea (93.7%) (Table 3). None were closely related to that of
our AAP 1solates. The phylogenetic analysis demonstrated
that the expressed pufM sequences were distributed into 4 of
the 12 phylogroups previously defined by Yutin et al. (2007)
{(Fig. 3a and b). The diversity of pufM transcripts was higher
at station C (Shannon-Wiener index IT" = 2.1), located in the
most oligotrophic region of the Mediterranean Sea, than at
station A (H' =1.6).

Only two OTUs, namely BOUM 13 (3 sequences)
and BOUM 14 (2 sequences) were most similar to se-
quences of known organisms, Roseobacter denitrificans
and Methylobacterium radiotolerans, respectively. Thir-
teen OTUs, representing ~94 % of the sequences, fell into
group K which contained Gammaproteobacteria representa-
tives including few isolates such as Congregibacter litoralis
KT71 (Eilers et al., 2001), strains NOR5-3, NORS51B and
HTCC2080 (Cho et al., 2007) and BAC clones EBACA5D09
and EBAC29C02 (Bé&ja et al., 2002), all related to the
NORS/OMG0 clade (Rappe et al., 1997). Most of them were
very highly similar (>97%) to sequences recovered from
the Mediterranean Sea (Lehours et al,, 2010). The most
dominant gammaproteobacterial OTUs (1.e. OTUs BOUM
2, -3 and -10) were recovered in both basins. BOUM 2
and BOUM 10 were uniformly distributed along the eu-
photic layer while BOUM 3 predominated in surface sam-
ples. BOUM 4. representing more than 20% of the se-
quences at station C, was absent m other stations. In con-
trast, BOUM 5 only detected in DCM samples predominated
at station A.

4 Discussion

The BOUM cruise constituted a unique opportunity for eco-
logical studies as it offered a large range of trophic con-
ditions from the ultra-oligotrophic eastern basin to the less
oligotrophic western basin during the stratification period. A
parallel study carried out during the same cruise reported
the largest spatial dataset of BChl-a concentrations in the
Mediterranean Sea and provided a comprehensive picture of
biogeographical trends of AAP bacteria along its different
trophic regimes (Lamy et al., 2011). To complement these
detailed data on their abundance and distribution, we aimed
1n this study at 1dentifying the diversity and distnibution of
cultivable and metabolically active AAP bacteria along the
two major basins of the Mediterranean Sea.

Biogeosciences, 8, 1955-1970, 2011

4.1 Dominance of Alphaproteobacteria in the cultivable
community

Our data report a decrease of the numbers of AAP colonies
from the western to the eastern basin of the Mediterranean
Sea. This is in agreement with the HPLC and infrared mi-
croscopy data of Lamy et al. (2011) revealing the decrease of
BChl-a concentrations and AAP bacterial abundance from
west to east. All BChl-g-containing bacteria that formed vis-
ible colonies on plates were identified phylogenetically, thus
assessing cultivable diversity although AAP bacteria repre-
sented a low part of the cultivable fraction. To our knowl-
edge, although several studies examined the cultivable diver-
sity of marine AAP bacteria (Allgaier et al., 2003; Koblizek
et al., 2003; Rathgeber et al., 2008; Salka et al., 2008), this
work presents the largest collection of AAP bacteria isolated
in the frame of an oceanographic cruise. All our isolates be-
longed to the Alphaproteobacteria. This finding is not very
surprising because AAP bacteria are dispersed throughout
the Alphaproteobacteria, with one known betaproteobacte-
nial representative, Roseateles depolymerans (Suyama et al.,
1999), one described gammaproteobacterial species, Con-
gregibacter litoralis (Eilers et al., 2001; Fuchs et al., 2007)
and three unassigned gammaproteobactenal solates (Cho
and Giovannoni, 2004; Cho et al., 2007, Thrash et al., 2010).

The distribution of our 1solates within at least 9 different
genera reflects a high cultivable diversity for this functional
group in the Mediterranean Sea. The most frequent AAP iso-
late was C. bathyomarinum, originally 1solated from deep-
sea hydrothermal vent plume waters (Yurkov and Beatty,
1998a). Other strains of C. bathyomarinum were isolated
from deep ocean waters above the Juan de Fuca Ridge in
the Pacific Ocean (Rathgeber et al., 2008). Since these au-
thors were unsuccesstul to obtain colomes of C. bathyomar-
inum offset from hydrothermal vents, they suggest that it
may be endemic to deep vent plumes and possibly benefit
from hydrothermal effluent components. However, the wide
distnibution of C. bathyvomarinum in the upper waters of the
Mediterranean Sea (3 stations within the western basin and
the Ionian Sea at the surface and up to 85 m depth) and their
occurrence in other surface marine waters (Koblizek et al.,
2003; Jao et al., 2010) does not favor this hypothesis. The
frequent isolation of Ervthrobacter species is not surprising
since Erythrobacter spp. are among the more commonly cul-
tured BChl-a-contaiming bactena recovered from marine en-
vironments (Shiba et al., 1991; Kolber et al., 2001; Koblizek
etal., 2003) .

Several of our isolates belonged to species whose type
strains were not reported to produce BChl-a. Tt is even
not uncommon that strains containing the pufl. and puf\d
genes were [ound not to produce BChl-a (Allgater et al.,
2003; Park et al., 2007, Hwang et al, 2009), pointing out
that the expression of the photosynthetic reaction centre
genes seems to be highly dependent on environmental pa-
rameters. These [ailures may probably be considered as a
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Table 3. Phylogenetic affiliation and accession numbers of operational taxonomic units (OTU) recovered in the RNA-based pufM libraries

and general features of their closest relatives in GenBank

oTU Rep done A i Fhyl i Closgest relative in GenBank Identity  Habitat of closest relative  Accession
number affiliation (@) number
BOUM 1 BOUM 517 -P136 JFA21730 p-f E L 1l 1 bacten done PROSOPE 40 o8 Mediterranean Sea GLMBET0
BOUM 2 BOUM _StC7-P39 JF421731 yeFroteobacteria Uncultured bacterium clone PROSOPE 42 9 Mediterranean Sea GLAGEITL
BOUM3 BOUM StA6-CI7 TF421732  y-Froteobacteria Uncultured bacterium clone PROSOPE 14 ] Mediterranean Sea GQA68954
BOUM 4 BOUM StC3-CT3 TF421733  y-Puotechacteria Uncultured bacterium clone PROSOPE 15 100 Mediterranean Sea GQA68955
BOUMS BOUM SIAZL-P128 JFAZ1734 i bacteria 1 I 1 bacterium clone PROSOPE 34 98 Mediterranean Sea GQA6ER64
BOUM 6 BOUM StC3-F114 TF421735  y-Frotecbacteria Uncultured bacterium clone PROSOPE 41 97 Mediterranean Sea GQA68971
BOUM7 BOUM StC3-CT17 JF421736  Unresolved Uncultured bacterium clone PROSOPE 2 98 Mediterranean Sea GQ468044
BOUME BOUM StA6-P175 JF421737 pef E L 1l i bacten cdone PROSOPE 45 a7 Mediterranean Sea GLMGEYT S
BOUM 9 BOUM StA6-CCJ24 JFAZ1738 yeFroteobacteria Uncultured bacterium clone PROSOPE 26 98 Mediterranean Sea GLAMGEDG1
BOUM 10 BOUM S5t213-F260 TF421739  y-Frotecbacteria Uncultured bacterium clone PROSOPE 20 a7 Mediterranean Sea GQA68960
BOUM 11  BOUM StAZ-Fld4o TF421740  y-Protechacteria Uncultured bacterium clone 2A08 96 Delaware Bay EU191269
BOUM12 BOUM SIC3-P18 JF421741  Unresolved 1 I i bacdtenum cdone 37 Sargasso sea DOOB09EL
BOUM 13  BOUM 5t216-F381 JF421742  w-Frofecbacteria  Roseobacter denifrificans OChll4 98 Coastal marine sediments ~ CPO00362
{Australia)
BOUM 14 BOUM S1216-F280  JF421743  w-Pr 1a  Methy -t radiotol JOM2E31 95 Japanese unhulled rice CPO01002
BOUM 15 BOUM 5t213-F354 JFAZ1744 yeFroteobacteria Uncultured proteobacterium ol one EBACO00-29002 97 Monterey Bay AEDOE920
BOUM 16 BOUM StC7-CI9 TF421745 -Profecbacteria Uncultured bacterium clone PROSOPE 50 86 Mediterranean Sea GQA68980
BOUM 17 BOUM StC3-F336 TF421746  Unresolved Global Ocean Sampling G8-31-01-01-1F3 90 Pacific Ocean EE382594
(Galapuagos islands)
BOUM 18 BOUM StC7-PI32 TF421747  y-Frotecbacteria Uncultured bacterium clone 2A08 38 Delaware Bay EU191269
BOUM 19 BOUM StA6-P161 JF421748  Unresolved Uncultured bacterium clone jl-npgw26-57 25 China Sea AY652833
BOUM 10  BOUM StC3-CI10 JFA21749 p-f bacteria 1 1l i bacten done PROSOPE 45 93 Mediterranean Sea GLMBEYT S

result of mappropriate culture conditions employed (Biebl
and Wagner-Dobler, 2006) and possibly inadequate meth-
ods to detect trace amounts of BChl-a synthetized. In this
study, we cultivated our strains in low carbon media under
natural light-dark cycle and several independent lines of evi-
dence indicate that all our isolates are AAPs. The pufM gene
was amplified from all strains and BChl-a signals and fluo-
rescence were recorded in all cultures using fluorometry and
infrared imaging, respectively. Species of the genus Roseo-
varius are among those whose cultures are reported to con-
tain low amounts of BChl-g and to show a strain-dependent
BChl-a production (Labrenz et al, 1999; Allgaier et al,
2003, Biebl et al., 2005a). Twelve Roseovarius strains rep-
resenting two clades were identified. Although strains from
both clades were recovered from the same sample, those re-
lated to R. halotolerans were only isolated from microalgal
cultures obtained during the cruise. Similarly to R. mucosus
(Biebl et al., 2005a) and other AAP bacteria 1solated from
algal cultures (Biebl et al., 2005b, 2006, 2007), this species
may probably benefit from algal extracellular products. It 1s
also conceivable that culture conditions used for algae may
also contribute to the in vitro development of communities
dominated by specific bacterial taxa. On the other hand, phy-
toplankton cultures are likely to select for different associ-
ated bacterial species that may rely on organic compounds
available in algal exudates and production of osmolytes such
as dimethylsulphomopropionate (DMSP). It 1s, however, not
possible to conclude whether algal growth and culture con-
ditions selected for R halotolerans-like bacteria, enhanced
their growth or promoted their cultivability or ability to form
colonies on agar medium. The high incidence of R. halo-
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tolerans-like bacteria associated with algal cultures did not
appear to be restricted to this putative new species. Indeed,
this culture approach allowed the isolation of three taxa — in-
cluding an additional new species — that were not obtained
by direct plating. Therefore, this study demonstrates that pri-
mary cocultivation with other organism(s) may be a fruitful
approach to extend the cultivable diversity and to isolate pre-
viously uncultured microorganisms.

4.2 Dominance of Gammaproteobacteria in the
metabolically active AAP community

The 1solation and analysis of mRNA transcripts {rom en-
vironmental microbial samples is an important step to in-
crease our understanding of the complex processes of mi-
crobial ecology. In order to investigate the diversity of bacte-
ria expressing pufAd mRNA at the time of sample collection
and thus likely the photosynthetically active members of the
AAP community, RT-PCR was performed to detect the ex-
pression of this gene coding for the photosynthetic reaction
center. Our results showed that pufM transcripts could be
detected from ~11 of seawater 1n all stations sampled dur-
ing the night time. Using the same experimental conditions
and the same seawater volume, no pufM RT-PCR products
could be obtained from stations 25 and B sampled during
the day time. This finding is consistent with the decrease of
puf transcripts in R. denitrificans cultures shifted from dark-
ness to light (Nishimura et al., 1996) and the complete in-
hibition of BChl-a synthesis by high levels of wradiance n
cultivated AAP bacteria (Yurkov and Beatty, 1998b). Since
we succeeded in amplifying other functional genes using the
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same RINA extracts in RT-PCRs, the failure to amplify pufMd
mRNAs n daytime seawater samples was likely to be a con-
sequence of the low relative amounts of these transcripts in
the total RNA extracts. However, we acknowledge that pufMf
transcripts may have been obtained from larger volumes of
seawater.

RT-PCR analysis has been used to detect the expression of
functional (i.e. nifH and amoAd) genes in the environment and
several studies have compared the composition of DNA and
RINA-based assemblages (Zani et al., 2000; Labrenz et al.,
2010). The majority of expressed pufM sequences were sim-
ilar to sequences recovered previously in DNA libraries from
the PROSOPE cruise in the Mediterranean Sea (Lehours et
al., 2010). Unfortunately, we were not able to amplify pufid
mRNAs from the stations harvested in both cruises, making
difficult the comparison between both data sets. However,
comparison between stations C and MIO, both located in the
castern basin, indicated that fewer photosynthetic groups de-
tectable by direct PCR of DNA could be shown to express
pufM. A similar trend has been observed in other studies
(Zani et al., 2000} including pufM expression analysis in lake
Fryxell (Antarctica) (Karr et al., 2003). We found substantial
overlap between our RNA library and the FROSOPE DNA
library produced by Lehours et al. (2010), but also many
cases in which a particular DNA or RNA sequence occurred
alone. Phylotypes BOUM 3, -5 and -10, well represented in
the DNA library (as PROSOPE 14, 34 and 20), are clearly
present and, as indicated by the detection of their mRNA, are
presumably photosynthetically active as well. In contrast, the
most frequently detected phylotype in the pufM mRINA li-
brary, namely BOUM 2 was not abundantly recovered in the
DNA library. The expressed pufM sequences also included
OTUs (BOUM 12, -17 and -19), previously undetected in the
Mediterranean Sea. These phylotypes may represent bacteria
that are uncommon but metabolically highly active.

Previous studies have also revealed a high contribution of
Gammaproteobacteria to AAP populations in various marine
environments (Hu et al., 2006; Masin et al., 2006; Yutin et
al., 2007) but their activity has only been poorly evaluated
(Béja etal., 2002). The data obtained in this work support the
previous observations on the abundance of the gammapro-
teobacterial AAP bacleria in the Mediterranean Sea (Lehours
et al., 2010) and suggest their dominant photosynthetic ac-
tivity. Our sequences fall into the NOR5/OM60 clade also
well represented in a metagenomic library from the eastern
Mediterranean Sea waters (Feingersch et al., 2010). This
clade was recently shown to have a cosmopolitan occurrence
in the marine environment, with a clear preference for coastal
waters (Yutin et al, 2007; Yan et al., 2009). We did not
clearly observed this habitat preference in the Mediterranean
Sea since equivalent proportions of pufdf gammaproteobac-
terial sequences were detected in coastal and off shore re-
gions (Lehours et al., 2010). However, we acknowledge that
this discrepancy may be linked to the fact that relative clone
library abundance does not necessarily reflect relative natu-
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ral abundance. Moreover, although the four strains isolated
from marnne surface waters K171, HTCC2080, HTCC2246
and HTCC2148 were shown to contain puf .M genes (Fuchs
etal, 2007; Cho etal., 2007), it cannot be taken for granted
that all members of NORS5/OMG60 clade are AAP bacteria.

The highest diversity of pufM transcripts was present in
the most oligotrophic basin where abundance of AAP bac-
teria is the lowest during the stratification period (Lamy et
al., 2011). These findings are consistent with the contrast-
ing variation of abundance and diversity of AAP assemblages
suggested previously by a large-scale survey analysis of their
distribution patterns (Jiao et al., 2007). The most abun-
dantly detected phylotypes occurred in the western and east-
ern Mediterrancan basins. However, several photosyntheti-
cally active OTUs (BOUM 4, -6, and -7) were exclusively
detected in the ultra-oligotrophic eastern basin confirming
our previous study (Lehours et al., 2010). In a companion
paper, Lamy et al. (2011) showed that the concentration of
BChl-a per cell in AAP bacterial communities was signifi-
cantly higher in the eastern basin than in the western basin,
suggesting that reliance on phototrophy varied along the olig-
otrophic gradient and that nutrient and/or carbon limitation
favors BChl-a synthesis. Our results together with this last
study suggest that in the most extreme oligotrophic condi-
tions, competition due to nutrient limitation may favor less
abundant AAP bacteria with high substrate affinity and in-
creased BChl-a synthesis, resulting in higher species diver-
sity.

In the latter metagenomic analysis, Feingersch et
al. (2010) showed that strain HTCC 2080, one of the four
gammaproteobacterial AAP bacteria currently isolated, re-
cruited hits displaying only a 70% identity average. This
highlights that none of the current genome sequences are
good references for organisms living in the eastern Mediter-
ranean Sea. We attempted in this study to vary culture
conditions to isolate the largest AAP diversity. By using
low concentrations of undefined substrates like peptone and
yeast extract, local seawater or supernatant of an algal cul-
ture, we were unable to grow gammaproteobacterial AAP
colonies although they were active at the time of sampling. In
the Mediterranean Sea, most of the AAP bactena (<0.8 um
fraction) (Lamy et al., 2011) are [ree-living, the common
lifestyle of oligotrophic bacteria. It has been shown that obli-
gately oligotrophic gammaproteobacterial AAP bacteria are
not able to form colonies on agar upon their first isolation
from seawater (Cho and Giovannoni, 2004). We experienced
this situation during the cruise because bacterial and AAP
cultivability decreased along the oligotrophic gradient. This
can explain our failure, but only partly, because gammapro-
teobacterial AAP bactena have been 1solated on agar plates
(Eilers et al., 2000, Csotonyi et al., 2008). Since cultures
of C. litoralis grow optimally in microacrophilic conditions
(Fuchs et al., 2007, Spring et al., 2009), strategies that at-
tempt to favor colony formation below the ai-solid inter-
face could be more appropriate. However, strain EG19, a
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distant relative to C. litoralis. is an obligate acrobe (Csotonyi
ct al., 2008). Finally, we propose that further cultivation at-
tempts to isolate yet these uncultured AAP bacteria could
consider filtration (pore size, < 0.8 pm) of the inoculum to re-
move large, generally highly active. particle-associated bac-
teria and colony isolation in soft agar medium for bacteria
unable to grow at the air-water interface.

5 Conclusions

The present data based on AAP culture isolation and pufA/
transcripts bring two major conclusions:

i. RT-PCR analysis to identify the active populations of
AAP bacteria supports the previous observations on the
dominant role of the gammaproteobacterial AAP bac-
teria in the Mediterranean Sea during the stratification
period.

ii. most environmental sequences were not affiliated with
any cultivated organisms.

These data highlight the existing gaps in the understand-
ing ol acrobic anoxygenic photosynthesis, especially in the
Mediterranean Sea and likely globally and form the basis for
culture-dependent investigations to isolate these yet uncul-
tured groups of bacteria.
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CuLTuraAL DiIvERSITY Among 103 AANPB
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surface samples and ged to the
(98%). Half of them were identified as sulﬂtomcm species
and half as of the genus L Other lsolates
ware tothe (tobe
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were |dentified. Sequences of two major groups (groups 1 and 2)
represented 35.7% and 21.2% of the clone libraries, respectively (Table
I). Their sequences were highly similar to that of environmental clones
20m11 and 20m8, recovered from the Monterey Bay (Béja et al., 2002).
Absent in the station sampled in the Bering Sea, group 1 is ubiquitous in
the Beaufort Sea. Group 2 was found In oceanic stations of the Beaufort
Sea and in the Bering Sea. Group 3, mostly retrieved from surface
waters, was distantly related to a phylotype obtained in Atlantic coastal
waters (Lehours et al. In press). Groups 4 and 5, recovered from DCM
and surface samples, jpactivaly, were highly similar to environmental
clones obtained in coastal waters of China and in the Chukchi Sea
(Cottrall ot al., 2008}, respactively.

Some of our sequences (group &) were distantly related to

sﬂﬂ}‘"ﬂlﬂilﬂn $p., 8 common soil dwelling microarganism that can
form with I plant species. Group 7

.,
?

was of highly related to that of Methylobacterium
f.ﬂolmfﬂll also known by its ability to form same symbiotic
assoclations with legume roots. Sequences !mm group 8 were
to that of
widely distributed In nature, having been isolmd from many dimnlnl
land and water habitats including plant root systems. Interestingly,
these latter groups found in DCM samples of station 360 whose
deepest of AANPB. mest
of tham ware gener, found in DCM samples of stations 620 and 6B0. A
possible tclnlrln to explain this finding may be their release from the
Mackenzl with ri lated particles.
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ANNEXES

Changements climatiques, la place de I’homme®.

L’accélération des changements climatiques observés depuis les cing dernieres
décennies est concomitante avec I’augmentation des émissions de gaz a effet de serre (GES)
imputable a I’activité humaine. Un point critique, tres discuté depuis plus d’une décennie, est
I’implication et la place de I’lhomme dans ces changements. Selon le groupe d’experts
intergouvernementaux sur I’évolution du climat (GIEC), le changement climatique se definit
comme une variation de I’état du climat que I’on peut déceler (par exemple au moyen de tests
statistiques) par des modifications de la moyenne et/ou de la variabilité de ses propriétés et
qui persiste pendant une longue période, généralement pendant des décennies ou plus. Il se
rapporte a tous changements du climat dans le temps, qu’il soit di a la variabilité naturelle ou
a I’activité humaine. Cette définition difféere de celle figurant dans la Convention-cadre des
Nations Unies sur les changements climatiques (CCNUCC), selon laquelle les changements
climatiques désignent des changements qui sont attribués directement ou indirectement a une
activité humaine altérant la composition de I’atmosphére mondiale et qui viennent s’ajouter a
la variabilité naturelle du climat observée au cours de périodes comparables. Le choix d’une
définition, loin d’étre trivial, repose sur I’application et le domaine d’étude avec lequel on
aborde le réchauffement climatique. 1l dépend également de la considération que I’on apporte
a la modification profonde des processus générant la variabilité climatique. Séparer les
changements climatiques anthropiques a la variabilité naturelle est trés complexe et revét une
importance différente dans un cadre décisionnel tentant d’évaluer I’impact de I’homme sur
son environnement pour réguler son activité ou dans un cadre d’étude écologique tentant de
comprendre comment, sous I’effet des modifications climatiques, se modifie I’environnement
et les écosystemes et quelles en sont les limites pour prédire leur réaction (pouvant
notamment influer sur des ressources utilisables par I’homme). Ainsi la définition du
CCNUCC semble adaptée au premier cas alors que celle du GIEC est plus adaptée au second,

ce gque nous choisirons par la suite, méme si les deux points de vue se rejoignent.

68 Cette section est un complément d’information de la section 3.2.2
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Les émissions mondiales de GES imputables aux activités humaines, notamment les
GES a longue durée de vie et rejetés en grande quantité comme le dioxyde de carbone (CO,,
gaz majeur), le méthane (CH,4) et I’oxyde nitreux (NO,), ont augmenté depuis I’époque
préindustrielle. La hausse a été de 70 % pour les GES et 80 % de CO, entre 1970 et 2004.
Depuis 1750, sous I’effet des activités humaines, les concentrations atmosphériques de CO,,
CH,; et N,O se sont fortement accrues et sont aujourd’hui bien supérieures aux valeurs
historiques déterminées par I’analyse de carottes de glace portant sur de nombreux
millénaires. En 2005, les concentrations atmosphériques de CO, (379 particules par millions)
et de CH; (1 774 particules par milliards) ont largement excédé I’intervalle de variation
naturelle des 650 000 derniéres années. L’IPCC (2007) estime que la cause premiere de la
hausse de la concentration de CO, est I’utilisation de combustibles fossiles, le changement
d’affectation des terres y contribue aussi, mais dans une moindre mesure. La concentration
atmosphérique mondiale de dioxyde de carbone est passée de 280 ppm environ a I’époque
préindustrielle a 379 ppm en 2005. Le rythme d’accroissement annuel de la concentration de
CO, a eté plus rapide au cours des 10 dernieres années (1,9 ppm par an en moyenne entre
1995 et 2005) qu’il ne I’a été depuis le début des mesures atmosphériques directes continues
(1,4 ppm par an en moyenne entre 1960 et 2005), bien qu’il puisse varier d’une année a
I’autre. Il est trés probable que I’augmentation observée de la concentration de CH,4 provient
surtout de I’agriculture et de I'utilisation de combustibles fossiles ; cette progression s’est
toutefois ralentie depuis le début des années 1990, ce qui concorde avec le fait que les
émissions totales (anthropiques et d’origine naturelle) ont été quasi constantes durant cette
période. Quant a la hausse de la concentration de N,O, elle est essentiellement due a
I’agriculture. L’augmentation de la concentration des GES tend a réchauffer la surface, tandis
que I’effet net de la hausse de concentration des aérosols tend a la refroidir par I’augmentation
de I’albédo notamment. Les activités humaines menées depuis I’époque préindustrielle se sont
soldées par un réchauffement de la planéte correspondant & une hausse d’environ 1,6 W/m?
(de 0,6 & 2,4). A titre de comparaison, on estime que la variation de I’éclairement énergétique

du Soleil a eu un effet de réchauffement d’environ 0,12 W/m? (de 0,06 & 0,3) seulement.
Les oscillations climatiques influengant I’ Arctique

La large variabilité du climat arctique peut étre en partie expliquée par I’influence de
nombreux processus atmosphériques oscillants a I’échelle de I’hémisphére Nord et d’un fort

couplage océan-atmosphere. Le climat arctique est fortement lié a la force et a la localisation
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des centres de hautes et basses pressions. Effet de la rotation de la Terre, de I’inclinaison de
son axe et par I’expression de la force de Coriolis, en hiver les pressions sont faibles dans les
régions des Aléoutiennes (Pacifique) et de I’Islande (Atlantique) alors qu’elles sont fortes au
dessus de la Siberie s’étendant alors sur I’ Arctique. En été en revanche, les pressions sont
fortes dans les régions subtropicales du Pacifique Nord-Est et de I’Atlantique Nord et sont
diminuées dans les régions (sub-) polaires. Les pressions étant maximum en été et minimum
en hiver aux moyennes latitudes alors qu’elles ont leur maximum a la fin du printemps (et un
second plus faible a la fin de I"automne) et minimum en hiver dans les hautes latitudes
polaires. Ces gradients de pression conditionnent vents (s’écoulant d’une haute vers une basse
pression), précipitations et températures d’une région donnée et la localisation des hautes et
basses pressions déterminent (en grande partie) la saisonnalité du climat. La variabilité
interannuelle est également liée aux centres de hautes et basses pressions bien que ce soit des
phénomeénes distincts. L’Arctique est sous I’influence principale d’un phénomene climatique
oscillatoire a I’échelle de I’hémisphére Nord, I’oscillation Arctique (AO), se traduisant dans le
bassin Atlantique par I’oscillation Nord Atlantique (NAQO). Ces phénomeénes sont mesurés par
des différences de pression atmosphérique entre I’anticyclone des Acores et la dépression
d’Islande pour la NAO et dépressions et anticyclones entre I’Arctique et les moyennes
latitudes (latitudes comprises entre 37° et 45° Nord) pour I’OA (Figure S1). Ces oscillations
présentent deux phases tres marquées : avec une pression atmosphérique plus élevée que la
normale en Arctique et en contrebalance une pression plus faible dans les latitudes moyennes
(index NAO ou AO neégatif), le Jet Stream (vents d’Ouest) s’affaiblit et I’air froid arctique
descend sur les plus basses latitudes, et génére une « phase froide » dans I’Eurasie du Nord et
I”’Amérique du Nord (climat sec et froid en Europe). A I’inverse, quand les pressions arctiques
s’affaiblissent et les pressions des moyennes latitudes se renforcent (index NAO ou AO
positif), le Jet Stream Polaire se renforce et cantonne I’air froid a I’Arctique, induisant une

« phase chaude » (climat doux et pluvieux en Europe).

Si ces changements de pression influent sur les courants de vent, ils influent également
sur les courants marins. En particulier, sur la force du Gulf Stream, courant marin chaud
généré par la différence d’altitude (phénomene thermohalin) entre le golfe du Mexique et
I’Atlantique Nord Est, et son relais, la dérive Nord Atlantique, entretenue par la force de
Coriolis et les vents d’Ouest, se séparant en 2 branches dont le courant norvegien (et du
Spitzberg, Figure 31). La quantité d’eau relativement chaude parvenant en Arctique va étre en

grande partie dépendante de la force des vents et de la différence de pression. En phase
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chaude de AO/NAO, les courants Atlantiques, enrichis en chaleur et salinité par
I’augmentation de I’influence des eaux subtropicales, s’accentuent et s’infiltrent plus dans les
eaux intermédiaires arctiques (Hakkinen et Rhines 2009, Hékkinen et al. 2011). Deux
phénomeénes climatiques a I’échelle de plusieurs décennies peuvent également influer sur la
température des eaux Arctiques (et donc aussi sur son climat), I’oscillation décennale
Pacifique (PDO, cycle de 20 a 30 ans) et I’oscillation Atlantique Multi-décennale (AMO,
cycle de 40 a 80 ans). Ce sont des phénomenes liés au déplacement de masses d’eau a de
surface chaudes du Pacifique Nord et de I’Atlantique Nord. Les causes physiques de ces
derniers restent encore mal comprises mais elles sont probablement en lien avec la circulation
thermohaline dans I’Atlantique et connectées avec le phénomene El Nifio/ La Nifia (ENSO)
dans le Pacifique. Elles seraient pourtant toutes deux liées, en mode chaud, a I’intrusion de

masses d’eau plus chaudes dans I’océan arctique via les détroits de Fram et Béring.

La complexité des connexions et des processus climatiques en jeu dans I’ Arctique et son
océan rendent difficile la détermination de la part anthropique dans le rechauffement en cours.
Toutefois, seuls les modéles basés sur I’état actuel des connaissances des variations
climatiques influant sur I’Arctique et qui tiennent compte des forgcages anthropiques
parviennent & simuler les configurations du réchauffement observées alors qu’aucun modéle
couplé du climat mondial ne tenant compte que des seuls forcages naturels n’a reproduit les
tendances moyennes au réchauffement propres aux différents continents (a I’exception de
I’ Antarctique) pour la seconde moitié du XX*™ siécle. Compte-tenu également de la forte
amplitude des réponses au réchauffement enregistrées en Arctique, il est extrémement
improbable que les changements climatiques observes les 50 dernieres années puissent
s’expliquer sans forcages externes, et ne soient dus qu’uniquement a des causes naturelles
connues. Le forgage anthropique joue probablement un réle important dans cette partie du
globe.
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A pattern of higher than
normal atmospheric pres-
sure over the Arctic leads

to weaker westerlies
in the upper
atmosphere.
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Figure S1. Phases froide et chaude des oscillations Arctique (AO) et Nord-Atlantique (NAO),
impact sur le climat et sur I’intrusion d’eaux chaudes dans I’océan arctique. D’aprés les représentations
artistiques issus du National Geographic Magazine (mars 2000) et Climate Watch Magazine NOAA (mars 2011).
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Impacts des variabilités et du réchauffement climatiques en Arctique

Les oscillations Arctique et Nord Atlantique ont un fort impact sur la cryosphere
notamment sur la vitesse de dérive ainsi que I’épaisseur et le volume de glace de mer. En
phase négative de AO/NAO (phase froide), les vents et le jeu de pression renforcent le gyre de
Beaufort et déplace la dérive transpolaire dans le bassin eurasien (Figure 37, gauche), la glace
de mer de I’océan arctique ouest (mer de Beaufort) a tendance a étre transportée vers les mers
de Laptev et Kara via la mer des Tchouktches et la glace des mer de Laptev est directement
transportée vers le détroit de Fram et la mer de Barents. En conditions de AO/NAO positive
(Figure 37, droite), le gyre de Beaufort se réduit et se concentre en mer de Beaufort, il en
résulte un renforcement de la dérive transpolaire (TPD) et la glace est transportée plus
rapidement vers la mer du Groénland conduisant a une plus grande production de nouvelle
glace cotiere dans les mers sibériennes, en revanche moins de glace de I’océan arctique ouest
est transportée vers I’est. Dans I’archipel canadien et le Groénland Nord-Ouest (régions
concentrant le plus de glaces pérennes), une partie de la glace convoyée par la TPD
s’accumule mais surtout moins de glaces agées est arrachée par le gyre de Beaufort. La glace
piégée dans le gyre de Beaufort est généralement bloquée en Arctique pour 5 a 10 ans ce qui
implique que les glaces présentes en mers de Beaufort et des Tchouktches sont généralement
ageées. Au contraire, les glaces des mers de Laptev et de Kara sont en général renouvelées
d’une année a I’autre. Il est estimé que la mer de Laptev exporte le plus de glace vers le
détroit de Fram avec 670 km*a (23,5 %) suivie de la mer de Kara avec 240 km®a (8,4 %)
alors que la mer des Tchouktches ne fournit que 10 km*/a (0,4 %). Au total, 2 850 km®/a de
glaces sont exportés par le détroit Fram. Ainsi selon la mer considérée mais surtout selon les
pressions atmosphériques (phase de AO/NAO), la glace ne présentera pas les mémes
caractéristiques, ce qui conditionnera en partie la longueur des périodes libres de glace (y
compris leur étendue) et de production phytoplanctonique ainsi que la quantité d’eaux douces
relachées dans le milieu. La chaleur latente tant atmospherique qu’apportée par les courants
entrants en Arctique va egalement influer sur ces parametres faisant de la cryosphére, une

composante tres sensible au réchauffement (voir § 3.2.1).

Les oscillations climatiques jouent également un réle important dans les précipitations et les

débits des fleuves arctiques. Les changements dans les vents et les températures induits par
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I’AO/NAO modifient le ratio précipitation/évaporation tant dans la quantité que dans la
saisonnalité (Serreze et al. 2000). Dans le Canada Nord par exemple, les précipitations ont éte
augmentées de pres de 40 % durant les dernieres 4 décennies. Quand I’indice AO/NAO est
fortement positif, le climat des bassins versants est plus doux et plus pluvieux que la moyenne
(Figure S1) et la quantité d’eau déversée par les fleuves arctiques est augmentée avec un
décalage de 6 a 8 mois. A I’inverse, en conditions fortement négatives de AO/NAO, les
bassins versants sont plus froids et plus secs que la normale et le débit des fleuves est diminué
(Figure 38, haut). Peterson et al. (2002) ont montré que les anomalies®™ de déversements des
fleuves arctiques étaient fortement corrélées avec les oscillations climatiques et les
températures atmospheriques de surface (Figure 38, milieu). Méme si les tendances a relative
courte échelle de temps montrent une forte corrélation avec les variations naturelles, en
retracant et modélisant les tendances de deversement a plus grande échelle, Wagner et al.
(2011) ont montres que depuis I’ére industrielle, le déversement (résultat de la précipitation a
laquelle est retranchée I’évaporation) de tous les fleuves arctiques majeurs a été augmenté
avec une rapidité sans précedent depuis 700 ans (Figure 38, bas). McClelland et al. (2006)
estiment qu’entre 1964 et 2000, le déversement d’eaux douces dans I’océan arctique avait
augmenté d’environ 5,6 km®a/a. Cet apport supplémentaire en eaux douces, généralement
chaudes en comparaison de I’océan dans lequel elles arrivent, augmentera probablement le
caractére saumatre de I’océan arctique et pourrait avoir, outre le fort impact sur les
écosystemes marins, des incidences non seulement sur I’hydrographie de ce dernier par la
formation d’une plus forte et plus profonde halocline limitant les échanges avec la surface
mais aussi sur I’hydrographie mondiale par la limitation de la formation d’eau profonde.
Rahmstorf (2002) estime qu’un déversement d’eaux douces arctiques dans I’Atlantique de
0,06 a 0,15 Sv pourrait interrompre la formation d’eaux profondes et stopper la circulation
thermohaline mondiale (Global conveyor belt), agent de régulation du climat a I’échelle du

globe.

L’augmentation de la pluviométrie n’aura probablement pas qu’une incidence sur la
guantité d’eaux douces transportée par les fleuves jusqu’en Arctique, en addition d’une
température ambiante augmentée et de la fonte plus profonde de la couche superficielle du
pergeélisol qui en résulte, un plus grand lessivage des sols et une plus grande érosion des c6tes

% Anomalie : variation dont la moyenne se maintient sur le long terme
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augmenteraient en conséquence la quantité de carbone (organique et minéral) et de particules
déversées dans I’océan arctique. Les eaux douces pourraient passer d’un systeme dominé par
les eaux de surface, pauvres en minéraux, a un systeme dominé par les eaux souterraines,
riches en ions tels que le phosphate, I’azote minéral (ammonium, nitrate) ou le silicate (Frey
et McClelland 2009). De plus, un réchauffement du pergélisol pourrait provoquer la libération
brutale de grandes quantités de gaz a effet de serre qu’il sequestre sous forme notament de
carbohydrates (voir 8 3.1.3). Cette émanation massive principalement de CO, et de CH,
pourrait, en rétroaction positive, amplifier le réchauffement local et global (Stein 2008). Les
changements dans les régimes de glace, de matiere carbonée et nutriments, de température, de
salinité et d’illumination induites par le réchauffement sont suspectés d’avoir de forts impacts
sur les écosystéemes marins et principalement sur les compartiments de base comme le

bactérioplancton.
La vie bactérienne dans le froid

Le froid permanent exerce de fortes contraintes notamment thermodynamiques, sur les
organismes et leur fonctionnement. En particulier le froid, outre la diminution de I’eau liquide
disponible qu’il induit, joue sur la stabilité accrue et la flexibilité réduite des macromolécules
telles que les glycolipides de la membrane, les acides nucléiques et les enzymes (Bakermans
2012). En effet, la chaleur est une énergie cruciale (enthalpie) pour le mouvement (que ce soit
la vibration, la rotation ou la translation) des molécules comme des atomes, ce qui I’implique
dans de nombreux processus cellulaires comme la conformation des enzymes et de leurs
substrats (rendant une réaction chimique possible ou non), la diffusion ®/,, le transport de
solutés au travers de la membrane (réduction des changements de conformation pouvant
entrainer des carences; Pomeroy et Wiebe (2001)). Quand 50 a 90 % des lipides
membranaires sont rigidifiés, la cellule peut cesser de fonctionner (Melchior et al. 1982). La
solidification de I’eau diminue également la quantité d’eau liquide, solvant essentiel de
nombreuses réactions enzymatiques. De plus, I’augmentation de la stabilité des structures
secondaires de I’ADN et de I’ARN peut réduire voire inhiber la réplication, la transcription
“/ou la traduction. Toutefois, la concentration en sel dans I’eau peut abaisser le point de
glaciation de I’eau, permettant a I’eau de mer de ne geler qu’a -1,9°C (avec 3,5 % de sel
dissout soit une salinité de 35) et a une eau saturée en sel (35 %) de ne geler qu’a -21°C. Ceci
rend notamment possible la persistance de vie bactérienne en milieu terrestre dans des

conditions drastiques de température (dans les -30°C).
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Les bactéries vivant dans les milieux froids, appelées psychrophiles ou
psychrotolérantes selon la température optimale de leur croissance, ont développée de
multiples stratégies en réponse a ces contraintes, a I’échelle de la molécule jusqu’a celle de
I’écosystéeme. L’adaptation, c.-a-d. les processus de changements génétiques qui s’accumulent
au cours des générations en réponse aux spécificités de la niche écologique, se différencie
toutefois de I’acclimatation qui est un ajustement physiologique a court terme en réponse a
des changements transitoires de I’environnement (Morgan-Kiss et al. 2006). Pour limiter la
formation de glace, de nombreux solutés compatibles comme la glycine bétaine, le glycérol,
le tréhalose, le sucrose, la proline et le DMSP, peuvent étre synthétisés. Ces composés ont
différents roles et sont impliqués dans les réponses a de nombreux stress autre que la
température, ils peuvent empécher la formation de cristaux de glace et palier au manque d’eau
par différentes stratégies : en empéchant la nucléation, en se liant aux cristaux de glace, en
abaissant la température de crystalisation de I’eau a I’intérieur de la cellule ou en limitant les
liaisons entre protéines et glace (Welsh 2000). Pour la rigidite et la stabilité des
macromolécules, les réponses sont multiples et interviennent a de multiples niveaux. Pour
maintenir la fluidité de la membrane, les psychrophiles et psychrotolérants utilisent un
mélange de la composition en acides gras principalement en augmentant la quantité d’acides
gras polyinsaturés mais également en acides gras avec des chaines courtes, branchées ou

cycliques augmentant le désordre (viscosité) de la membrane (White et al. 2000).

Au niveau de la structure des protéines en général, une réponse générique est une
augmentation du désordre protéique interne (c.-a-d. une proportion accrue de peptides non
organisée en hélice alpha ou en feuillet beta) permettant une plus grande flexibilité. Les
enzymes présentent également des adaptations de leur cinétique, leur permettant de
fonctionner a basse température. En effet, elles présentent une plus grande plasticité du site
actif ayant pour conséquence une augmentation du désordre de I’état fondamental enzyme-
substrat (interaction plus faible) menant a une affinité et une stabilité plus faibles (plus fort
Kn) mais également a une activité accrue (ke Ou turnover, souvent augmenté par
I’abaissement de I’énergie de réaction 4G°). En compensation d’une affinité réduite, il semble
gue sont augmentées par de plus fortes expressions de geénes, les protéines permettant
I’incorporation et le transport des substrats ainsi que les protéines chaperonnes, assurant la
bonne conformation des enzymes (Bakermans 2012). Les chaperonnes sont également des
composantes importantes de la réponse a I’augmentation de la stabilité des acides nucléiques
induite par le froid. En effet, des chaperonnes et des hélicases spécialisées sont surexprimées
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a basses températures permettent de déstabiliser les structures secondaires des acides
nucléiques (la chaperonne CspA par exemple) ou d’éviter la dimérisation des ARNm et ARNr
assurant une bonne traduction (I’hélicase DEAD-box par exemple). L’augmentation de
I’abondance des facteurs d’élongation est également une réponse aux basses températures
compensant I’activité et la spécificité réduite des enzymes processants I’ADN. Napolitano et
al. (2005) ont montré que le niveau d’ATP contenu dans les psychrophiles est plus élevé que
dans les méso- et thermophiles. Ces auteurs avancent que cela pourrait constituer une stratégie
compensatoire pour maintenir les processus biochimiques a basse température (déplacement
thermodynamique des réactions) qui reposerait sur une adaptation des protéines clés dans le
métabolisme des adénylates comme I’ATP synthase ou I’AMP phosphatase/désaminase

permettant une plus grande production d’ATP que de consommation.

Principalement dus aux contraintes thermodynamiques, les acides nucléiques sont
également tres affectés par la température et présentent des adaptations, comparables a celles
des protéines. Si chez les thermophiles (vivants entre 40°C et 85°C) le pourcentage de
Guanine et de Cytosine dans I’ADN (présentant 3 ponts hydrogenes contre 2 pour A et T) est
augmenté pour stabiliser le duplex d’ADN, chez les psychrophiles en revanche, le
pourcentage de GC ne semble ni plus faible ni corrélé avec la température optimale de
croissance (Bakermans 2012). Cependant ce fait reste encore controversé et les mécanismes
d’adaptation a la stabilité accrue des acides nucléiques chez les psychrophiles encore mal
compris. En particulier, des exceptions semblent exister chez les mésophiles psychrotolérants
présentant un abaissement du pourcentage de GC corrélé avec la température, dans les
séquences de I’ARNr 16S des Synechococcus marins du clade 1 et IV (Khachane et al. 2005),
ces tendances restant a étre confirmées a plus grandes échelles génomiques. Comment la
température contréle la croissance bactérienne est une question tres controversée et fait I’objet
d’études conflictuelles. Base sur une production bactérienne faible ainsi qu’un faible ratio
production bactérienne/production primaire enregistrés dans les eaux froides, Pomeroy et
Deibel (1986) ont proposé que la croissance bactérienne était trés faible dans les zones
polaires, hypothése contestée notamment dans les eaux en permanence froides par de
multiples études comme par exemple Wheeler et al.(1996) et Yager et al. (2001). Kirchman et
al. (2009) ont également trouvé une production bactérienne significativement plus faible dans
les oceans polaires (Mers arctiques des Tchouktches / de Beaufort et mer antarctique de Ross)
gu’a plus basses latitudes. Cependant ils trouvent également de fortes valeurs ponctuelles

dans les environnements froids en permanence suggérant que d’autres facteurs que la
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température jouent sur la production bactérienne notamment une variation dans les flux de la
boucle microbienne (voir § 1.4.3) visualisable par le ratio production bactérienne/production
primaire. Méme si ce dernier est faible, il augmente trés fortement avec la température entre -
1,8°C et 4°C, au dessus I’augmentation est plus faible. Ces résultats ont été interprétés comme
une tres forte utilisation par les bactéries hétérotrophes du carbone organique issu de la
production primaire insensible a la baisse de la température excepté en dessous de 4°C
(température critique). Les auteurs avancent que les faibles abondances bactériennes en
Arctique sont principalement liées a I’apport en MOD et en plus faible mesure a la

température qui limite les taux de croissance.
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IMPORTANCE ECOLOGIQUE des BACTERIES PHOTOHETEROTROPHES
dans ’OCEAN ARCTIQUE

Résume

La photohétérotrophie est la capacité d’utiliser des substrats organiques et de capturer
I’énergie lumineuse. Elle est pratiquée par les bactéries phototrophes anoxygéniques aérobies
(BPAA), les bactéries contenant de la protéorhodopsine (BPR) et les picocyanobactéries
(Synechococcus). Les augmentations de I’export fluvial de carbone organique et de
I’exposition de I’océan aux radiations solaires s’intensifient en Arctique, rendant cette région
intéressante pour étudier la place des photohétérotrophes dans I’utilisation du carbone et de la
lumiere. Par [I’utilisation de multiples approches de quantification absolue, de diversité
culturale et moléculaire, notre étude est la premiére a caractériser a haute résolution les
photohétérotrophes dans I’Océan Arctique. Les picocyanobactéries n’ont été détectées que
dans I’estuaire du Mackenzie alors que BPAA et B-PR étaient présentes en mer de Beaufort.
La communauté PAA était liée aux apports fluviaux contrairement a celle des B-PR
principalement oligotrophe. Les distributions de ces communautés présentaient des patrons
differents de celles du bactérioplancton suggérant un avantage écologique de la
photohétérotrophie dans ces eaux. La communauté PAA était dominée par un clade nouveau
de Betaproteobacteria et par les Rhodobacterales. Les Alphaproteobacteria, notamment des
SAR11 et des clades endémiques de SAR116, dominaient la communauté de BPR. La
majorité des BPR exprimait activement la PR suggeérant de potentiels bénéfices. L’ensemble
de nos résultats montre que la photohétérotrophie est répandue dans I’Océan Arctique et
suggere que son role pourrait étre différent en fonction des conditions environnementales
rencontrées.

photohétérotrophie ; bactéries phototrophes anoxygéniques aérobies ; bactérie a protéorhodopsine ;
écologie microbienne ; Océan Arctique ; fleuve Mackenzie

Abstract

The photoheterotrophy is the capacity to use both organic substrates and light energy.
The aerobic anoxygenic phototrophic bacteria (AAPB), the proteorhodopsin-containing
bacteria (PRB) and the picocyanobacteria (Prochlorococcus) practice it. Increases in organic
carbon exported by rivers and in exposure of sea surface to solar radiations are intensifying in
Arctic. Hence, this study area is particulary interesting to understand the role of these bacteria
in carbon and light uses. Using multiple approaches in absolute quantification, cultural and
molecular diversities, our study is the first to characterize at high resolution scale the
photoheterotrophs in the Arctic Ocean. Picocyanobacteria were only detectable in the
Mackenzie estuary whereas AAPB and PRB were present throughout the Beaufort Sea. AAPs
were strongly linked with river inputs contrasting to PRB, principally oligotrophs. Both
distributions of AAPB and PRB exhibited different patterns of those of bacterioplankton
suggesting an ecological advantage of the photoheterotrophy in these waters. The AAPB
community was dominated by a new Betaproteobacterial clade and Rhodobacterales.
Alphaproteobacteria, especially the SAR11 group and SAR116 endemic clades, dominated
the PR community. The majority of PRB groups actively expressed the PR suggesting
probable benefits. Together, our data highlight the photoheterotrophy is common in Arctic
Ocean and suggest that his role could be different depending on the environmental conditions
encountered.

photoheterotrophy ; aerobic anoxygenic phototrophic bacteria ; proteorhodopsin-containing bacteria ; microbial
ecology ; Arctic Ocean ; Mackenzie River
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