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Chapitre I - Synthèse 
bibliographique 

 Systèmes hydrothermaux océaniques profonds 
 

1) Les dorsales océaniques 

 

 La structure interne de la Terre est organisée en couches concentriques, et est à la base 

de nombreux phénomènes géologiques et sismiques. La chaleur dégagée par la désintégration 

des éléments radioactifs du manteau terrestre est transmise à la surface du globe par deux 

mécanismes : la conduction thermique qui se fait par contact, sans déplacement de matière, et 

la convection mantellique. Il s’agit d’un phénomène géologique impliquant l’asthénosphère, la 

partie ductile du manteau terrestre, et la lithosphère qui comprend la partie supérieure du 

manteau ainsi que la croûte terrestre (Figure 1). La température de l’asthénosphère est plus 

élevée que celle de la lithosphère, ce lui confère des propriétés mécaniques différentes, 

notamment une plus faible viscosité qui permet le déplacement vertical de matière pour évacuer 

la chaleur en surface. La matière chaude et visqueuse remonte (en orange sur la Figure 1), et à 

l’inverse la lithosphère, plus froide et dense, s’enfonce dans l’asthénosphère dans les zones de 

subduction (tirets noirs épais sur la Figure 1). C’est ce mouvement de matière, sous forme de 

cellules de convection (flèches rouges sur la Figure 1), qui cause le déplacement des plaques 

tectoniques et concentre les flux de chaleur en certains points à la surface de la Terre. 
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Figure 1: Représentation schématique du principe de convection mantellique. Détails dans le 
texte. D’après le site internet http://svt.ac-dijon.fr/schemassvt/spip.php?article580  

Une partie de ces flux de chaleur est évacuée dans les zones océaniques et il est estimé 

que 30 % de ces flux sont focalisés au niveau des dorsales médio-océaniques (Stein & Stein, 

1994). Il s’agit de chaînes de montagnes majoritairement sous-marines qui sont créées par la 

remontée des roches chaudes de l’asthénosphère. La croûte océanique est ainsi renouvelée dans 

ces zones où les plaques lithosphériques divergent. Sous l’effet de son refroidissement par 

contact avec l’eau de mer la croûte océanique se rétracte, formant des roches basaltiques ou des 

gabbros comprenant de nombreuses failles et anfractuosités. 

En fonction de l’activité des dorsales et de la vitesse d’expansion de la croûte océanique 

de part et d’autre de l’axe des dorsales, celles-ci sont classées en deux voire trois catégories 

(Alt, 1995, Kelley et al., 2002) : 

¾ Les dorsales lentes (10 - 40 mm/an), comme la ride médio-Atlantique (37 °N). La remontée

de magma est intermittente et la croûte océanique est créée lors de différents évènements

magmatiques. Dans ce cas les processus tectoniques sont importants et provoquent la

formation d’une vallée axiale le long de la dorsale qui peut atteindre jusqu’à 15 km de large

et comporter de nombreuses failles.

¾ Les dorsales intermédiaires (40 - 80 mm/an), comme la ride est-Pacifique à 21 °N. Une

vallée axiale est présente mais moins marquée qu’au niveau des dorsales lentes.
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¾ Les dorsales rapides (80-160 mm/an), comme la ride est-Pacifique à 3 °S. L’activité 

volcanique est continue au cours du temps, et la chambre magmatique couvre une grande 

surface sous la dorsale. Les dorsales rapides sont ainsi caractérisées par la présence d’une 

crête dans l’axe de la dorsale et d’une zone d’effondrement à son sommet qui marque la 

partie la plus active de la crête. 

 

2) Formation du fluide hydrothermal 

 

 La circulation hydrothermale d’eau de mer dans la croûte océanique est rendue possible 

par la présence de failles qui rendent le substrat rocheux en partie perméable. En s’enfonçant 

dans la croûte océanique sur plusieurs kilomètres (Figure 2) dans la zone de recharge, l’eau de 

mer est réchauffée par la proximité de la chambre magmatique et interagit avec les roches 

environnantes. Ce lessivage des roches par l’eau de mer dépend de nombreux facteurs tels que 

la composition chimique de l’eau de mer, la composition des roches ainsi que leur perméabilité, 

la pression (qui augmente avec la profondeur), et la localisation de la chambre magmatique en 

subsurface qui influence la conduction de chaleur dans la croûte océanique (Tivey, 2007). 

 En réagissant avec les minéraux, l’eau de mer s’appauvrit progressivement en certains 

composés comme le sulfate ou le magnésium. Ceci altère les roches de la croûte océanique et 

mène à la précipitation de différentes phases minérales dépendamment de la température, 

comme par exemple l’anhydrite (CaSO4). Durant sa circulation en subsurface, le fluide 

hydrothermal subit une déplétion en oxygène ainsi qu’une acidification suite à ses interactions 

avec les minéraux. Il se charge en éléments minéraux (Fe, S, Mn, Zn, Cu…) et en gaz dissous 

(H2, CO2, CH4, H2S…) qui proviennent du lessivage des roches ou du dégazage du magma. 

 

 Lorsque le fluide hydrothermal atteint une profondeur où la pression et la température 

peuvent être proches du point critique de l’eau de mer, soit 298 bar et 407 °C (Bischoff & 

Rosenbauer, 1988), il subit une séparation de phase qui provoque la formation d’une phase 

saumâtre riche en sels et d’une phase appauvrie en sels (Von Damm, 1990). Selon la circulation 

qu’empruntent les deux phases en subsurface, elles peuvent rester séparées ou se mélanger à 

nouveau, ce qui influence fortement la composition chimique du fluide hydrothermal 

(Hannington et al., 1995). 
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 La température élevée du fluide hydrothermal (jusqu’à 350 - 450 °C) et les 

modifications de sa composition chimique conduisent à une diminution de sa densité, ce qui 

provoque sa remontée dans la croûte océanique. Le fluide hydrothermal chaud est ensuite 

expulsé de la croûte océanique en des points focalisés, formant ainsi des sources 

hydrothermales. 

 

 
Figure 2 : Représentation schématique de de la circulation hydrothermale dans la croûte 
océanique. Publié par (Tivey, 2007) 

 

 Les phénomènes hydrothermaux sont majoritairement observés dans les zones 

d’accrétion des plaques océaniques, mais ont également lieu dans des zones de convergence de 

plaques lithosphériques, au niveau des bassins arrière-arcs. Une liste des sites hydrothermaux 

océaniques connus ainsi qu’une carte présentant leur localisation géographique (Figure 3) sont 

répertoriés par la base de données InterRidge Global Database (Beaulieu et al., 2013). 
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Figure 3 : Carte de la base de données InterRidge Global Database localisant les sites 
hydrothermaux référencés, version 3.4 du 24/12/2019 (Beaulieu et al., 2013). En rouge : sites 
dont la localisation est confirmée. En jaune : Sites dont la localisation est présumée. 

 

3) Les cheminées hydrothermales 

 

1) Généralités sur les cheminées hydrothermales 

 

 Le mélange soudain du fluide hydrothermal chaud (350 - 450 °C) avec l’eau de mer 

froide (2 - 4 °C) provoque la précipitation de minéraux à partir des espèces contenues dans le 

fluide. Ceux-là s’accumulent autour du point d’émission du fluide, ce qui mène à la formation 

des cheminées hydrothermales : des structures minérales partiellement poreuses dont la 

composition minéralogique et la structure évoluent au cours du temps. 

 Conjointement à la composition chimique du fluide hydrothermal, c’est sa température 

qui définit la séquence de précipitation des différents minéraux constituant les cheminées 

hydrothermales (Janecky & Seyfried Jr, 1984, Peter & Scott, 1988). Ces cheminées sont de type 

fumeurs noirs dans les cas où le fluide hydrothermal est expulsé à haute température (> 300 

°C). A l’inverse, lorsque la circulation du fluide en subsurface favorise sa dilution préalable 

avec l’eau de mer froide et qu’il est expulsé à plus basse température (entre 150 et 290 °C), cela 

mène à la formation de fumeurs blancs. Ils émettent un fluide hydrothermal qui est moins chargé 

en minéraux que celui des fumeurs noirs et avec une vitesse d’émission du fluide plus faible 

(Lilley et al., 1995). Si le fluide est fortement dilué par l’eau de mer, son émission hors du 
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plancher océanique ne provoque pas de précipitation minérale car la température est trop faible 

pour faire précipiter les minéraux. On parle alors de zone d’émission de fluide diffus. Selon les 

conditions dans lesquelles précipitent les minéraux, les cheminées hydrothermales peuvent 

présenter plusieurs morphologies caractéristiques : en forme de cheminée classique, de 

« ruches » ou de « flanges » (Figure 4) (Koski et al., 1994, Tivey, 2007). Ces différents types 

de diffuseurs peuvent être présents simultanément sur un même site hydrothermal. 

 

 
 

Figure 4 : Photographie d’une cheminée hydrothermale de type « flange » (en haut) sur le site 
Capelinhos (champ hydrothermal Lucky Strike, mission MOMARSAT 2019) et B d’une 
cheminée de type « ruche » (en bas) sur le site Snake Pit (mission BICOSE1 2014)  
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2) Formation des cheminées de type fumeur noir 

 

 Dans les sites riches en sulfures, la formation des cheminées de type fumeur noir 

commence par la précipitation de sels de sulfates, majoritairement de l’anhydrite (CaSO4), dont 

le sulfate et la majorité du calcium proviennent de l’eau de mer (Haymon, 1983, Xiaotong & 

Huaiyang, 2005, Meng et al., 2018). Il s’agit d’un minéral gris foncé très friable et poreux qui 

précipite lorsque la température est supérieure à 150 °C. Si l’anhydrite est exposée à l’eau de 

mer sans être réchauffée par le fluide hydrothermal, elle redevient soluble (Humphris & 

Kleinrock, 1996). La formation d’une telle structure peut être très rapide selon la vitesse 

d’émission du fluide hydrothermal. Par exemple la cheminée Aisics, du champ hydrothermal 

Lucky Strike, a été échantillonnée lors de la campagne MOMARSAT 2017 et toute la partie 

supérieure a été retirée. Neuf jours plus tard, une cheminée d’une hauteur de plus d’un mètre, 

constituée presque intégralement d’anhydrite, avait précipité (Figure 5 A). 

 

 
Figure 5 : A : Photographie de la cheminée Aisics prise pendant la campagne 
MOMARSAT2017 ; B : Schéma représentant la phase « sulfate-dominant » lors de la formation 
d’une cheminée de type fumeur noir (détail dans le texte). 
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Cette jeune structure minérale est schématisée sur la figure (Figure 5 B), et représente 

le premier stade de formation d’une cheminée hydrothermale de type fumeur noir. La cheminée 

d’anhydrite s’organise autour d’un conduit central, où circule le fluide hydrothermal (flèches 

rouges) qui est diffusé principalement par le sommet de la cheminée, mais aussi par les pores 

de l’anhydrite. Cette forte porosité crée des zones de mélange (représentées par des flèches 

violettes circulaires) entre le fluide hydrothermal et l’eau de mer (flèches bleues). A ce stade, 

et lorsqu’il y a un unique conduit d’émission du fluide hydrothermal, la croissance de la 

cheminée est surtout verticale comme le montre la forme allongée de la cheminée Aisics 

(Figure 5 A). Ainsi, le premier stade de formation des cheminées hydrothermales peut être 

qualifié de « sulfates-dominant ». 

Dans cette structure d’anhydrite, des sulfures commencent également à précipiter et à 

s’intégrer dans la matrice de sulfates. De la pyrite (FeS2) favorise ainsi la croissance de la 

cheminée vers l’intérieur, au niveau du conduit central. De la pyrite, de la marcasite (FeS2) et 

de la sphalérite (ZnS) précipitent dans les zones périphériques et font croître la cheminée en 

largeur (Figure 6). La précipitation de sulfates continue au niveau de la zone d’émission du 

fluide et permet le développement de la cheminée en hauteur. L’anhydrite et la pyrite sont donc 

des minéraux présents dans tous les stades de maturation des fumeurs noirs. La forme de cette 

structure, qui entoure le conduit central, l’isole partiellement de l’eau de mer froide. Le flux de 

fluide fait ainsi augmenter la température à l’intérieur de la cheminée (Xiaotong & Huaiyang, 

2005). 

Cette hausse de température à l’intérieur de la cheminée permet la précipitation de 

sulfures massifs (pyrite et chalcopyrite CuFeS2) dans le conduit central (Figure 6). La 

chalcopyrite, qui précipite à des températures supérieures à 300 °C est un minéral typique des 

zones de haute température (Kim et al., 2006). Ces sulfures de fer et de cuivre, contrairement à 

l’anhydrite qui est friable et fragile, forment une structure très rigide qui reste stable dans le 

temps. Ces minéralisations massives sont bien moins poreuses que l’anhydrite, ce qui restreint 

la circulation du fluide hors des conduits principaux et secondaires. L’échelle de temps pour la 

précipitation de ces sulfures et leur stabilisation dans les cheminées est bien plus grande que 

pour les sulfates. Contrairement à l’anhydrite, qui précipite rapidement et peut former une petite 

cheminée en quelques jours, les sulfures prennent quelques mois ou années voire quelques 

dizaines d’années à s’installer et remplacer les sulfates (Turner & Campbell, 1987). 
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Figure 6 : Schémas représentant le remplacement progressif des sulfates par les sulfures lors 
de la formation d’une cheminée de type fumeur noir (détail dans le texte) 

 

 La cheminée entre progressivement dans un stade dit « sulfures-dominant ». En 

fonction de la température, les sulfures peuvent également subir d’autres évènement de 

dissolution et de précipitation, ce qui continue de modifier la composition minéralogique de la 

cheminée (Meng et al., 2018). Ainsi, la présence d’un minéral à un instant donné ne signifie 

pas que la température à cet instant correspond à la température de précipitation de ce minéral, 

car l’évolution de la structure des cheminées peut modifier les zones de circulation du fluide 

hydrothermal. Par exemple la présence de chalcopyrite indique qu’il y a eu une température 

élevée (> 300 °C) durant une période de formation de la cheminée ; or, si le conduit où circule 

le fluide hydrothermal est bouché par les précipitations minérales, la température dans cette 

zone de la cheminée diminuera mais la chalcopyrite sera toujours présente. 

 

 La cheminée du site South Crystal, sur le champ hydrothermal Lucky Strike de la ride 

médio-Atlantique (Figure 7 B), correspond à ce stade de maturation des fumeurs noirs. La 

partie basale de la cheminée de couleurs blanche, orange et grise est composée de sulfures ; les 

zones orangées étant probablement des oxyhydroxydes de fer. La partie supérieure constituée 

d’anhydrite, de couleur grise, est localisée autour de la principale zone de diffusion du fluide 

hydrothermal. D’autres zones de diffusion, visibles au centre de l’image et sur la droite de la 

cheminée, sont reconnaissables à la couleur sombre de l’anhydrite. Au niveau de ces zones, la 
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cheminée continue de croître en hauteur et en largeur, et les sulfures y remplaceront 

progressivement les sulfates au cours du temps. 

Figure 7 : A : Schéma représentant la phase « sulfure-dominant » lors de la formation d’une 
cheminée de type fumeur noir ; B : Photographie de la cheminée South Crystal (campagne 
MOMARSAT 2019) 

3) Influence du substrat rocheux

Le type de cheminée hydrothermale décrit ci-dessus correspond à des édifices 

observables sur un site à substrat basaltique comme ceux du champ hydrothermal Lucky Strike 

de la ride médio-Atlantique. Les paramètres présentés précédemment (pression, température, 

circulation du fluide hydrothermal) modifient la composition chimique du fluide et la 

minéralogie ainsi que la structure des cheminées hydrothermales au sein d’un même site (Ray 

et al., 2018). Un autre paramètre qui influence fortement les conditions de formation du fluide 

hydrothermal et des cheminées est le contexte géologique du site (Fouquet et al., 2013). 

Les champs hydrothermaux dits basaltiques (ou mafiques) sont caractérisés par un 

substrat rocheux composé majoritairement de basalte. Il s’agit d’une roche caractéristique de la 

croûte océanique qui est riche en silices et est créée par le refroidissement rapide du magma au 
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contact de l’eau de mer. Il en résulte la formation d’un fluide hydrothermal riche en calcium, 

en métaux et en gaz (CO2, H2S, CH4) (Charlou et al., 2000). 

 Dans les cas où l’activité hydrothermale a lieu au niveau d’une zone d’affleurement du 

manteau terrestre on parle de sites ultramafiques. Les péridotites du manteau contiennent une 

plus grande quantité de minéraux pauvres en silices tels que l’olivine en comparaison aux 

roches de la croûte océanique. C’est le cas par exemple du site Rainbow de la ride médio-

Atlantique (Charlou et al., 2000) (Brazelton et al., 2013). L’interaction entre l’eau de mer et 

ces minéraux mène à la précipitation de fer ferrique et à la libération d’hydrogène par le biais 

d’une réaction exothermique appelée serpentinisation. A haute température, la présence de 

fortes concentrations en hydrogène et en dioxyde de carbone peut permettre la formation de 

petites molécules carbonées comme du méthane, ou de plus grosses molécules carbonées telles 

que des lipides (Holm & Charlou, 2001). 

 La découverte du site Lost City en 2000 (Kelley et al., 2005), à 15 km de l’axe de la 

dorsale de la ride médio-Atlantique, a montré que le processus de serpentinisation pouvait 

fournir assez d’énergie pour émettre un fluide hydrothermal dont le pH est bien plus élevé par 

rapport aux sites basaltiques ou ultramafiques. En effet, le fluide de ce site est très alcalin, avec 

un pH de 9 à 11, et une température plus basse, de 40 à 90 °C au maximum. Ces conditions 

mènent à la formation de cheminées de carbonates très friables de couleur blanche. Cependant 

la découverte de sites de ce type reste exceptionnelle, et très peu ont été décrits. 

 Il existe également des sites hydrothermaux basés sur un substrat sédimentaires, comme 

le site du Bassin de Guaymas (Koski et al., 1985), qui repose sur une couche sédimentaire 

poreuse de 500 mètres d’épaisseur dans laquelle circule le fluide hydrothermal. Ce site est 

caractérisé à la fois par la présence d’édifices hydrothermaux de sulfures ou de carbonates mais 

aussi par la présence de zones où le sédiment est réchauffé jusqu’à des températures d’environ 

200 °C (McKay et al., 2012). 

 

4) Le gradient hydrothermal, base d’un écosystème 

 

 Lors de la découverte des cheminées hydrothermales en 1977 durant une plongée du 

sous-marin américain Alvin, l’observation de communautés animales très denses, formant un 

écosystème complexe à 2450 mètres de profondeur, fut une surprise (Corliss et al., 1979). En 

effet, au-delà de 100 à 1000 mètres, selon la turbidité de l’eau, la lumière du soleil ne pénètre 

plus suffisamment pour permettre la production de matière organique par photosynthèse. 
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Rapidement, un autre processus métabolique connu, la chimiosynthèse, a été proposé comme 

alternative pour fournir une source d’énergie aux producteurs primaires de ces écosystèmes en 

absence de lumière. Cette hypothèse a été confirmée lorsque les premières souches de 

microorganismes chimiosynthétiques sulfo-oxydants se développant dans les sources 

hydrothermales ont été isolées dans les années suivantes (Jannasch & Wirsen, 1979, Ruby et 

al., 1981). 

Figure 8 : Représentation schématique des gradients physico-chimiques créés par le mélange 
entre le fluide hydrothermal et l’eau de mer. Le gradient thermique est représenté par les 
triangles en dégradé rouge et bleu. Les apports en donneurs et accepteurs d’électrons par le 
fluide hydrothermal et l’eau de mer sont respectivement représentés en orange et bleu. La 
température de 15 à 40 °C à l’interface cheminée-eau de mer provient d’une estimation de Li 
et al. (Li et al., 2014). 

C’est la formation d’un gradient physico-chimique créé par le mélange du fluide 

hydrothermal et de l’eau de mer qui permet le développement de ces microorganismes. Lorsque 

le fluide hydrothermal chaud, acide, anoxique et réduit est expulsé du plancher océanique au 

niveau des sources hydrothermales, il est rapidement mélangé à l’eau de mer froide et oxygénée 

dont le pH est légèrement basique (environ 8,2). Le gradient physico-chimique formé est alors 
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très abrupt et étendu sur une échelle de quelques centimètres. On parle alors de panache 

hydrothermal proximal pour décrire la zone dans laquelle l’eau de mer et le fluide hydrothermal 

sont mélangés et où le gradient physico-chimique est le plus abrupt. 

 Dans le conduit central des cheminées, la température est très élevée, dépendamment de 

la température du fluide hydrothermal (un exemple est présenté pour un fluide hydrothermal à 

350 °C sur la figure (Figure 8)). Lorsqu’il est expulsé hors de la cheminée hydrothermale par 

les conduits de la cheminée, le fluide est mélangé à l’eau de mer, ce qui le refroidit rapidement. 

Cependant, l’épaisseur de la paroi des cheminées hydrothermales peut provoquer une séparation 

spatiale du fluide et de l’eau de mer, limitant les échanges entre ces deux éléments. Ainsi, la 

gamme de température (entre 4 et 350 °C) peut être étendue sur une large zone selon l’épaisseur 

de la cheminée. 

 Conjointement au gradient thermique, un gradient d’oxydo-réduction est créé par la 

différence de composition chimique du fluide hydrothermal et de l’eau de mer. Le fluide 

contient des éléments réduits à l’état de gaz (H2S, H2, CH4…) et des minéraux dissous ou 

particulaires (fer, sulfures…). 

 

 Le développement de microorganismes dans un environnement dépend de plusieurs 
facteurs : 

- Les paramètres physico-chimiques comme le pH, la température, la salinité et la pression 

hydrostatique 

- La présence d’une source d’énergie, sous forme de molécules réduites pouvant libérer des 

électrons 

- La présence d’accepteurs d’électrons, qui prennent en charge les électrons 

- La présence d’une source de carbone organique ou inorganique 

 

 L’eau de mer contient des composés oxydés, comme de l’oxygène, du sulfate ou du 

nitrate. Le fluide hydrothermal constitue donc un apport d’espèces chimiques réduites pouvant 

servir de donneurs d’électrons aux organismes, et à l’inverse l’eau de mer fournit plusieurs 

accepteurs d’électrons potentiels. De plus, du carbone inorganique est présent dans le fluide 

hydrothermal (CO2, CO) et dans l’eau de mer (CO2 dissous). Du carbone organique est 

également présent, notamment sous forme de molécules carbonées produites abiotiquement lors 

de la formation du fluide. La matière organique peut aussi être apportée par l’eau de mer après 

avoir été produite localement dans l’écosystème (par les microorganismes autotrophes libres ou 

par les associations symbiotiques), ou provenir de la neige marine descendant dans la colonne 



24

d’eau depuis la surface de l’océan. Dans le dernier cas, il s’agit d’un apport externe car la 

matière organique qui constitue la neige marine provient de la production photosynthétique de 

la zone photique. 

Toutes ces conditions nécessaires au développement de microorganismes sont donc 

réunies dans les écosystèmes hydrothermaux. La matière organique produite par les 

communautés microbiennes chimiolithoautotrophes est ensuite transférée aux échelons 

trophiques supérieurs, ce qui permet ainsi le développement de la macrofaune. 

5) La faune hydrothermale

Au même titre que les cheminées hydrothermales fumantes qui tranchent visuellement 

avec les fonds océaniques, la densité de la macrofaune des écosystèmes hydrothermaux 

contraste avec les rares animaux observés dans les plaines abyssales. Outre ces densités de 

population importantes, la plupart des organismes observés au moment de la découverte du 

premier site hydrothermal appartenaient à des taxa encore inconnus, ou peu représentés comme 

les vers Pogonophora ou les bivalves Vesicomyidae (Corliss et al., 1979). 

Par exemple les premiers vers Pogonophora avaient déjà été décrits une vingtaine 

d’années plus tôt dans d’autres environnements, mais ceux-ci ne possédant pas de bouche ni de 

tube digestif, leur mode d’alimentation restait méconnu. C’est seulement après la découverte 

de l’espèce hydrothermale Riftia pachyptila (Figure 9 A) que leur mode de vie a été mis en 

évidence (de Beer, 1955, Felbeck, 1981, Jones, 1981, Dubilier et al., 2008). Leur anatomie 

originale est due au fait qu’ils vivent en symbiose avec des Bacteria sulfo-oxydantes, qui se 

développent dans le trophosome des vers ; un organe spécifique à cette symbiose. Ainsi, c’est 

à la suite de la découverte des écosystèmes hydrothermaux que les symbioses entre des 

microorganismes chimiolithoautotrophes et des invertébrés ont été décrites dans d’autres 

écosystèmes (Dubilier et al., 2008). 
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Figure 9 : Colonie de vers Riftia pachyptila ; B : Agrégat de crevettes Rimicaris exoculata (en 
fond) et de moules du genre Bathymodiolus (au premier plan). Source Ifremer. 

 

 D’autres animaux de ces écosystèmes vivent en symbiose avec des Bacteria 

autotrophes, comme les crevettes Rimicaris exoculata (Williams & Rona, 1986, Van Dover et 

al., 1988) qui hébergent principalement les microorganismes dans leur cavité branchiale 

hypertrophiée. Ces crevettes de la famille des Alvinocarididae peuvent former de denses 

agrégats regroupant plusieurs milliers d’individus (Figure 9 B). Il s’agit d’un cas de symbiose 

extracellulaire (épibiose) car les microorganismes vivent dans la cavité céphalothoracique et 

dans le système digestif de la crevette mais en dehors de ses cellules (Petersen et al., 2010). 

Des organismes présentant des endosymbioses sont les moules du genre Bathymodiolus, qui 

hébergent des Bacteria sulfo-oxydantes et méthanotrophes vivant dans les cellules de leurs 

branchies (Duperron et al., 2006). 

 Néanmoins, le mode de vie symbiotique ne concerne pas tous les animaux des 

écosystèmes hydrothermaux. Par exemple la crevette Mirocaris fortunata semble se nourrir de 

manière opportuniste de débris organiques déposés sur les moules ou sur les substrats rocheux, 

et le crabe Segonzacia mesatlantica aurait une stratégie alimentaire de nécrophage, ou de 

prédateur de petits invertébrés (Matabos et al., 2015). Cette abondante faune, qui subsiste grâce 

aux microorganismes chimiolithoautotrophes, libère de la matière organique dans l’eau de mer 

qui peut ensuite être réutilisée par les organismes hétérotrophes des communautés 

microbiennes. 
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 Microbiologie des écosystèmes hydrothermaux 

Une partie de cette introduction bibliographique a été publiée dans le cadre d’un chapitre 

d’ouvrage auquel j’ai contribué : 

Deep-sea microbiology book (Appendix 3) 

Physiology, metabolism and ecology of thermophiles from deep-sea vents 

Anne Godfroy, David François, Jordan Hartunians, Yann Moalic and Karine Alain 

In Deep-sea microbiology book eds Costantino Vetriani and Donato Giovanelli  

Springer en cours d’édition  

La présence simultanée de divers donneurs et accepteurs d’électrons et de sources de 

carbone variées favorise la formation de micro-habitats dont les paramètres physico-chimiques 

peuvent varier sur de très petites échelles (Li et al., 2014). Ces conditions sont propices à la 

croissance de nombreux microorganismes, qui présentent ainsi des caractéristiques 

métaboliques variées, ainsi que des physiologies adaptées aux conditions de température, de 

pression, de pH et de salinité imposées par le gradient de dilution du fluide hydrothermal dans 

l’eau de mer.  

1) Diversité phylogénétique et physiologique

Une grande variété de Bacteria et d’Archaea se développent dans les écosystèmes 

hydrothermaux océaniques profonds. Les travaux de culture réalisés ont permis de décrire et 

valider respectivement plus de 120 et 50 espèces parmi ces deux domaines (Euzéby, 1997). Ce 

qui a apporté de nombreuses informations sur leur métabolisme, leur physiologie et leur 

écologie. 

Le Tableau 1 dans la section Diversité métabolique reprend une liste, souhaitée comme 

exhaustive, de tous les genres d’Archaea et de Bacteria isolés des écosystèmes hydrothermaux 

océaniques profonds. 

1) Diversité des Bacteria cultivées
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 Les Bacteria isolées à partir de ces écosystèmes présentent une importante diversité 

phylogénétique et physiologique, et leurs conditions de croissance couvrent une large gamme 

de température. Certains phyla sont représentés uniquement par des espèces thermophiles, dont 

la température optimale de croissance est supérieure à 60 °C. C’est le cas des 

Thermodesulfobacteria (Garrity et al., 2001), des Acidobacteria (Thrash & Coates, 2010), des 

Deferribacteres (Garrity et al., 2001), des Deinococcus-Thermus (Weisburg et al., 1989), des 

Aquificae (Reysenbach et al., 2001) et de la majorité des Thermotogae (Reysenbach et al., 

2001). Bien qu’ils partagent des températures optimales de croissance proches, entre 60 et 80 

°C, les genres décrits parmi ces phyla se distinguent généralement par les métabolismes qu’ils 

pratiquent. 

 A l’inverse, certains phyla comprennent uniquement des espèces décrites comme 

mésophiles, dont la croissance est optimale dans une gamme de température comprise entre 15 

et 60 °C, en moyenne autour de 30 °C. Cela comprend les phyla Bacteroidetes (Krieg et al., 

2010), et plusieurs classes parmi les Proteobacteria : les Alpha-, Gamma- et Zeta- 

proteobacteria (Bergey & Garrity, 2005, Garrity et al., 2005, Garrity et al., 2005, Makita et al., 

2017). 

 Dans plusieurs phyla, les différentes espèces décrites présentent des caractéristiques 

physiologiques plus variées et des réponses différentes à la température. Ainsi parmi les 

Clostridia, l’espèce Bacillus alkalitolerans (Liu et al., 2018) présente une température optimale 

de croissance de 28 °C, contre 70 °C pour l’espèce Carboxydobrachium pacificum (Sokolova 

et al., 2001). Il en est de même pour les espèces du phyla Actinobacteria (Goodfellow, 2015) 

et la classe Deltaproteobacteria (Kuever et al., 2005) parmi les Proteobacteria. Les 

représentants du phylum Epsilonbacteraeota présentent également des températures optimales 

de croissance très variées, autour de 30 °C pour les genres Sulfurimonas, Sulfurovum et 

Thioreductor, contre 55 à 60 °C pour les genres Caminibacter, Hydrogenimonas, Lebetimonas 

et Nautilia (Waite et al., 2017).  

 Il n’existe pas d’espèces psychrophiles isolées des sources hydrothermales car 

l’émission du fluide hydrothermal chaud dans l’écosystème augmente la température autour des 

zones d’émission. Des Bacteria proches du genre Beggiatoa se développent dans le pôle 

tempéré des sources hydrothermales, dans les zones d’émission de fluide diffus dont la 

température est inférieure à 20 °C, et forment des tapis microbiens très denses. Cependant aucun 

isolat n’a été décrit et les seules informations disponibles proviennent de méthodes 

indépendantes des techniques culturales (Jannasch et al., 1989, Crepeau et al., 2011). 

Concernant les espèces se développant dans les gammes de températures plus froides, il s’agit 



28

de Bacteria et d’Archaea marines, pour lesquelles il est raisonnable de penser que toutes ne 

sont pas forcément inféodées aux écosystèmes hydrothermaux. 

2) Diversité des Archaea cultivées

Toutes les souches d’Archaea isolées des sources hydrothermales sont des organismes 

thermophiles dont les températures optimales de croissance sont supérieures à 60 °C (62 °C au 

minimum pour Methanothermococcus okinawensis (Takai et al., 2002)), ou des 

hyperthermophiles pour lesquels la température de croissance est supérieure à 80 °C. En 

comparaison aux Bacteria¸ la diversité des Archaea isolées de sources hydrothermales est plus 

faible. 

La première Archaea hydrothermale isolée et décrite appartient au phylum des 

Euryarchaeota, qui est le phylum comprenant le plus d’espèces. Il s’agit de l’espèce 

Methanocaldococcus janaschii, décrite en 1983 (Kurr et al., 1991) et qui appartient à la classe 

des Methanococci, des Archaea méthanogènes thermophiles et hyperthermophiles ne 

comprenant qu’un ordre. C’est également le cas des Methanopyri, représentées par l’espèce 

Methanopyrus kandleri (Kurr et al., 1991). Une classe d’Archaea parmi les plus étudiées est 

celle des Thermococci, qui comprend trois genres : Thermococcus (Zillig et al., 1983), 

Pyrococcus (Fiala & Stetter, 1986) et Paelaeococcus (Takai et al., 2000) représentés par 

respectivement 33, 6 et 3 espèces décrites. Ces trois genres peuvent être différenciés par leurs 

températures optimales de croissance ; aux alentours de 80 °C pour les Thermococcus et 

Palaeococcus, et 95 °C pour les Pyrococcus (Schut et al., 2014). La classe des Archaeoglobi 

comprend également trois genres thermophiles et hyperthermophiles, Archaeoglobus (Burggraf 

et al., 1990), Geoglobus (Kashefi et al., 2002) et Ferroglobus (Hafenbradl et al., 1996). Bien 

que la seule espèce de ce dernier genre ait été isolée d’une source hydrothermale côtière, des 

phylotypes proches ont déjà été détectés et enrichis à partir d’échantillons hydrothermaux 

océaniques profonds (Callac et al., 2015). Un isolat décrit mais dont la taxonomie n’est pas 

officiellement établie, Aciduliprofundum boonei, est la première souche thermo-acidophile 

isolée d’une cheminée hydrothermale (température et pH optimaux de croissance 70 °C et 4,5) 

(Reysenbach et al., 2006). Cette souche pourrait appartenir à la lignée des DHVE-2 (Deep-Sea 

Hydrothermal Vent Euryarchaeotic group 2) parmi la classe des Thermoplasmata (Takai & 

Horikoshi, 1999). 

Le second phylum d’Archaea cultivées vivant dans les écosystèmes hydrothermaux est 

celui des Crenarchaeota, qui comprend la classe des Thermoprotei. Un des cinq ordres de cette 
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classe, les Desulfurococcales, est représenté dans ces écosystèmes par plusieurs genres 

hyperthermophiles avec entre autre les genres Pyrodictium (Pley et al., 1991) et Pyrolobus, le 

second comprenant l’espèce Pyrolobus fumarii qui est un des organismes les plus thermophiles 

décrits, avec une température optimale de croissance de 106 °C (Blöchl et al., 1997). Parmi cet 

ordre on compte également l’espèce Aeropyrum camini¸ qui est la seule Archaea isolée d’une 

source hydrothermale utilisant l’oxygène comme unique accepteur terminal d’électrons 

(Nakagawa et al., 2004). Un genre de cet ordre, Ignicoccus (Huber et al., 2000), est connu pour 

la symbiose dans laquelle il est impliqué ; en 2002 une co-culture d’une souche du genre 

Ignicoccus et de coques de petite taille a été réalisée (Huber et al., 2002). L’analyse des gènes 

codant les ARNr 16S de ces petites cellules a montré qu’elles appartenaient à une nouvelle 

espèce. Le nom Nanoarchaeum equitans (Figure 10) a été proposé pour nommer cette espèce 

parmi le phylum Nanoarchaeota. Cette lignée semble être présente dans différents habitats à 

haute température (Hohn et al., 2002). 

 

 
Figure 10 : Image de microscopie en fluorescence de la co-culture de Nanoarchaeum equitans 
(en rouge) et Ignicoccus sp. (en vert). Publié par (Huber et al., 2002) 

 

3) Lignées de microorganismes incultivés 

 

 Le développement des méthodes moléculaires depuis les années 1990 (Amann et al., 

1995) a permis de montrer l’existence de nombreux microorganismes incultivés dans les 



30

écosystèmes hydrothermaux. Les premières lignées incultivées ont été détectées par des études 

moléculaires ciblant les gènes codant les ARNr 16S, comme les DHVE (Deep-Sea 

Hydrothermal Vent Euryarchaeota) (Takai & Horikoshi, 1999). Cependant, ces méthodes 

basées sur l’amplification de gènes requièrent l’utilisation d’amorces spécifiques à ces gènes, 

qui sont mises au point à partir des séquences génétiques des taxa cultivés. Ainsi, les taxa 

incultivés dont les gènes présentent trop de divergence avec les gènes des organismes cultivés 

ne sont pas détectés par les amorces classiques (Teske & Sørensen, 2008). 

Les techniques de métagénomique, qui ne sont pas basées sur l’amplification de gènes 

spécifiques par PCR, permettent d’éviter ces biais et de détecter un plus grand nombre de taxa. 

De plus, les génomes assemblés à partir de métagénomes (MAGs) apportent des informations 

putatives sur la physiologie, le métabolisme et l’écologie de ces organismes (Adam et al., 2017). 

Cela permet également de mieux déterminer leur position phylogénétique en utilisant des gènes 

concaténés, ce qui est plus précis que l’utilisation de gènes seuls comme les gènes codant les 

ARNr 16S (Hug et al., 2016, Schulz et al., 2017, Spang et al., 2017).  

Actuellement le domaine des Archaea est représenté par 6 phyla cultivés. Les techniques 

moléculaires ont permis de compléter l’arbre phylogénétique des Archaea en proposant 21 

phyla potentiels (Baker et al., 2020). Entre les premières études qui ont détecté ces organismes 

à partir de séquences de gènes codant les ARNr 16S et les études de métagénomique qui ont 

proposé des classifications taxonomiques, les noms de ces groupes et leur taxonomie ont été 

remaniées plusieurs fois et ne font pas toujours consensus. Les phyla proposés ont récemment 

été regroupés en superphyla afin de clarifier la taxonomie. Ainsi, d’après la taxonomie proposée 

par Baker et al. (Baker et al., 2020), le superphylum des DPANN (Rinke et al., 2013) regroupe 

les phyla des Micrarchaeota, Parvarchaeota, Pacearchaeota, Aenigmarchaeota, 

Diapherotites, Woesearchaeota, Altiarchaeota, Nanoarchaeota, Nanohaloarchaeota et les 

Huberarchaeota. Le superphylum TACK (Guy & Ettema, 2011) regroupe les Korarchaeota, 

Vertraetearchaeota, Nezhaarchaeota, Crenarchaeota, Aigarchaeota, Thaumarchaeota, 

Bathyarchaeota, Geothermarchaeota, Geoarchaeota et Marsarchaeota, et le superphylum 

Asgard (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017) comprend les Lokiarchaeota, Thorarchaeota, 

Odinarchaeota, Heimdallarchaeota et les Helarchaeota. 

Le nombre de lignées de Bacteria connues a aussi fortement augmenté avec l’apport des 

informations génomiques sur les lignées incultivées, qui constituent le «Candidate Phyla 

Radiation » ou CPR (Brown et al., 2015). Parmi cet important groupe on peut citer les lignées 

majoritaires que sont les Microgenomates (anciennement la lignée OP11 pour « Obsidian 
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Pool », le nom de la source chaude du parc de Yellowstone où ce groupe a été détecté en 

premier) (Hugenholtz et al., 1998, Harris et al., 2004) et les Parcubacteria (anciennement OD1 

pour « OP11-derived 1 ») (Harris et al., 2004). Ces deux lignées pourraient être chacune 

composées de respectivement plus de 60 et 120 phyla, pour un total de plus de 250 phyla parmi 

la division des CPR en comptant les autres lignées (Brown et al., 2015). Cette diversité de 

Bacteria incultivée est donc très importante en comparaison du nombre de phyla bactériens 

validés et de phyla candidats (respectivement plus de 30 et plus de 60). 

 

 Bien qu’il soit difficile de faire des inférences sur les traits physiologiques d’un 

organisme à partir d’informations génomiques, il a été démontré chez des souches isolées que 

le contenu en bases G et C des gènes codant les ARN ribosomaux était corrélé avec leur 

température optimale de croissance (Galtier & Lobry, 1997). Ainsi une gamme de température 

de croissance a été proposée pour plusieurs lignées incultivées à partir des génomes disponibles, 

et certaines lignées sont considérées comme thermophiles ou hyperthermophiles. Cela concerne 

des Archaea comme les Korachaeota, Aigarchaeota, Aenigmarchaeota et les 

Hydrothermachaeota ainsi que des Bacteria comme les Parcubacteria, Microgenomates et les 

Acetothermia (Auchtung et al., 2006, Hedlund et al., 2015). 

 

 La présence de gènes de fonctions dans les génomes assemblés à partir de métagénomes 

peuvent également apporter des informations putatives concernant le métabolisme des lignées 

incultivées. Dans certains cas, des cartes métaboliques précises ont été reconstituées, 

notamment chez les Diapherotites et les Woesearchaeota et des interactions entre les différentes 

lignées ont été proposées entre les DPANN et les CPR (Castelle et al., 2015, Castelle et al., 

2018). Ainsi les informations apportées peuvent permettre de mieux comprendre le 

fonctionnement général de l’écosystème, en déterminant la contribution des microorganismes 

incultivés dans les cycles biogéochimiques. Par exemple de nombreux organismes incultivés 

sont potentiellement impliqués dans les cycles du carbone, du soufre et de l’hydrogène 

(Wrighton et al., 2012, Dombrowski et al., 2017, Anantharaman et al., 2018). 

 L’analyse des nombreux génomes des lignées DPANN et CPR reconstruits à partir de 

métagénomes a montré que ces organismes possédaient généralement des génomes de petite 

taille (en moyenne inférieure à 1 Mb), comparable aux génomes de microorganismes 

symbiotiques connus (Wrighton et al., 2012, Brown et al., 2015, Castelle et al., 2015, Nelson 

& Stegen, 2015, Castelle et al., 2018). De plus, les cellules de certains de ces organismes sont 

également de petite taille, ce qui semble indiquer un mode de vie symbiotique (Brown et al., 
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2015, Castelle et al., 2015, Luef et al., 2015) comme c’est le cas chez les Nanoarchaeota (Huber 

et al., 2002, Wurch et al., 2016). 

Cependant la plupart des informations concernant ces lignées restent hypothétiques car 

tant que les techniques actuelles ne permettent pas de les cultiver ou du moins de les enrichir, 

il n’est pas possible d’affirmer que ces organismes pratiquent ou non certaines réactions 

métaboliques en se basant uniquement sur la présence ou l’absence de certains gènes. Par 

exemple il a été montré que la réversibilité de certaines enzymes, notamment celles impliquées 

dans l’oxydation ou la réduction des composés soufrés, pouvait mener à des conclusions 

erronées si l’on se base uniquement sur des informations génomiques (Crane, 2019). Il est donc 

indispensable de poursuivre les efforts de culture afin de mieux connaître le mode de vie des 

organismes actuellement incultivés.  

4) Adaptation aux conditions de fortes pression et température

Dans les environnements où la température est relativement élevée, comme dans les 

zones des sources hydrothermales océaniques profondes et les environnements géothermaux, 

de nombreux composants cellulaires des microorganismes mésophiles sont instables tandis que 

les microorganismes thermophiles et hyperthermophiles produisent des molécules qui restent 

fonctionnelles à haute température (Stetter, 1999, Madigan et al., 2010). C’est le cas notamment 

des lipides membranaires dont la fluidité augmente avec la température. Chez les Archaea, dont 

de nombreux représentants cultivés sont des hyperthermophiles, les liaisons esters de lipides 

sont remplacées par des liaisons éthers plus stables à haute température. Concernant les 

protéines, elles sont généralement dénaturées à haute température et deviennent non 

fonctionnelles. Les microorganismes hyperthermophiles produisent des enzymes dont les 

structures primaires sont assez similaires à celles des mésophiles. Elles comportent cependant 

quelques différences modifiant leur structure secondaire, qui leur confèrent une meilleure 

stabilité à haute température. De plus, de nombreuses « heat-shock proteins », des protéines 

chaperonnes, sont produites afin de préserver les autres protéines de la dénaturation thermique 

(Phipps et al., 1993). Les hyperthermophiles possèdent également plusieurs mécanismes de 

réparation et de protection de l’ADN, dont une enzyme qui leur est spécifique, la reverse gyrase. 

Contrairement à la gyrase des autres microorganismes qui provoque un surenroulement négatif 

de l’ADN, la reverse gyrase des hyperthermophiles provoque un surenroulement positif qui 

stabilise la structure de l’ADN à haute température (De La Tour et al., 1990). 
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 La pression hydrostatique est un autre paramètre physique qui influence la distribution 

des microorganismes en milieu océanique. Elle augmente proportionnellement avec la 

profondeur, à raison de 0,1 MPa (environ la pression atmosphérique) pour 10 mètres de 

profondeur. Tout comme la température, la pression impacte différents composants et processus 

cellulaires, notamment la structure des protéines, l’assemblage des protéines multimériques, la 

motilité et la traduction des ARNm en protéines. Contrairement à la température, une 

augmentation de la pression diminue la fluidité des membranes (Oger & Jebbar, 2010). Bien 

que la plupart des microorganismes connus soient sensibles à la pression et présentent un taux 

de croissance qui diminue avec l’augmentation de la pression (piézosensibles et 

piézorésistants), certains organismes isolés de l’océan profond présentent une pression optimale 

de croissance supérieure à la pression atmosphérique ; ils sont dits piézophiles. C’est le cas 

notamment de Thermococcus piezophilus dont la pression optimale de croissance est de 50 MPa 

(Dalmasso et al., 2016). Les microorganismes qui se développent uniquement dans une gamme 

de pression supérieure à la pression atmosphérique sont dits piézophiles stricts comme 

Pyrococcus yayanosii (Yayanos et al., 1979, Yayanos, 1995, Birrien et al., 2011). 

 Ces organismes présentent plusieurs adaptations, notamment une plus forte proportion 

d’acides gras insaturés dans les membranes cellulaires, l’accumulation d’osmolytes et 

l’expression de gènes spécifiques (des gènes présents uniquement dans le génome des 

microorganismes piézophiles, ou exprimés uniquement dans des conditions de forte pression) 

(Simonato et al., 2006, Oger & Jebbar, 2010, Picard & Daniel, 2013). 

 

 Les températures et pressions optimales de croissance des microorganismes sont 

cohérentes avec les environnements d’où ils ont été isolés : les souches provenant des zones 

sédimentaires de suintements froids de l’océan profond sont piézophiles et psychrophiles, 

tandis que les souches piézophiles des sources hydrothermales océaniques profondes sont 

mésophiles ou thermophiles (Picard & Daniel, 2013). 

 

2) Diversité métabolique 

 

1) Présentation des différents types métaboliques 

 



34

Les différents métabolismes pratiqués par les microorganismes sont définis d’après la 

source d’énergie, les donneurs d’électrons et la source de carbone qu’ils utilisent. Il existe deux 

sources d’énergie potentielles : lumineuse ou chimique. Les écosystèmes hydrothermaux 

océaniques profonds étant localisés dans la zone aphotique des océans, qui ne reçoit pas de 

lumière, les microorganismes qui y vivent appartiennent exclusivement à la deuxième 

catégorie, et sont qualifiés de chimiotrophes. 

Les chimiotrophes sont séparés en deux catégories selon les donneurs d’électrons qui 

leur fournit l’énergie chimique nécessaire à l’anabolisme : les chimiolithotrophes, qui oxydent 

des composés minéraux inorganiques comme source d’électrons et les chimioorganotrophes qui 

oxydent des molécules organiques. Lorsque la source de carbone est inorganique 

(majoritairement du CO2 dissous sous forme de bicarbonate) on qualifie le type trophique 

d’autotrophie, à l’inverse de l’hétérotrophie où la source de carbone est organique.  

Les producteurs primaires des écosystèmes hydrothermaux sont des microorganismes 

autotrophes chimiolithotrophes qui fixent le bicarbonate dissous dans l’eau, et l’énergie utilisée 

pour leur anabolisme est produite par l’oxydation des composés réduits du fluide hydrothermal. 

Les hétérotrophes chimioorganotrophes à l’inverse ont besoin de molécules organiques comme 

sources de carbone et d’énergie. Celles-ci peuvent être produites de manière abiotique lors de 

la formation du fluide hydrothermal, ou proviennent de la production biotique par les 

chimioautolithoautotrophes. Une troisième catégorie, les hétérotrophes chimiolithotrophes 

présentent un métabolisme mixte et sont capables d’utiliser une source de carbone organique, 

tout en oxydant des composés inorganiques. 

De nombreux microorganismes sont capables de pratiquer plusieurs métabolismes : on 

qualifie de mixotrophes ceux qui sont capables d’incorporer du carbone organique ou 

inorganique. Il existe ainsi une grande diversité de métabolismes car dans chaque type trophique 

(autotrophe ou hétérotrophe), plusieurs couples de donneurs (H2, H2S, S0, S2O32-, Fe2+…) et 

d’accepteurs d’électrons (O2, NO3-, SO42-, S0…) peuvent être utilisés selon la disponibilité en 

substrats. Lorsque l’accepteur terminal d’électrons est exogène, il s’agit d’un métabolisme 

respiratoire qui est qualifié d’aérobie si l’accepteur est l’oxygène, ou d’anaérobie dans les autres 

cas. A la suite de l’oxydation de matière organique, si l’accepteur terminal d’électrons n’est pas 

exogène mais est une molécule dérivée de la matière organique consommée, il s’agit d’une 

fermentation. 

Les donneurs et accepteurs d’électrons les plus communément utilisés par 

les microorganismes isolés de sources hydrothermales sont présentés dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 : D
onneurs et accepteurs d’électrons utilisés par les genres isolés de sources hydrotherm

ales. Les genres sont groupés selon leur 
tem

pérature optim
ale de croissance ( >

 80 °C
 : hypertherm

ophiles ; 60 - 80 °C
 : therm

ophiles ; 30 - 60 °C
 : m

ésophiles). (sp) : seulem
ent certaines 

espèces du genre pratiquent la réaction ; (M
) : certaines souches sont m

ixotrophes et utilisent de la m
atière organique pour leur croissance ; (H

) : 
utilise un donneur d’électrons inorganique m

ais une source de carbone m
inérale ; (F) : réalise une ferm

entation m
ais est aussi capable d’utiliser 

un accepteur d’électrons inorganique ; (C
O

) : est aussi capable d’oxyder du m
onoxyde de carbone. Les inform

ations présentées dans ce tableau 
sont basées sur une liste regroupant les souches isolées et décrites ainsi que leurs caractéristiques m

étaboliques et leur tem
pérature optim

ale de 
croissance. C

ette liste a été réalisée et m
ise à jour par plusieurs anciens doctorants du LM

2E et est présentée dans la thèse de C
écile D

alm
asso 

(D
alm

asso, 2016). 

Donneurs 
d'électrons 

Accepteurs 
d'électrons 

G
enres hypertherm

ophiles 
G

enres therm
ophiles 

G
enres m

ésophiles 

M
atière 

organique 
(aussi utilisée 

com
m

e 
source de 
carbone) 

Soufre 
Therm

ococcus , Palaeococcus (F), Pyrococcus , 
Pyrodictium

 (sp, F) 

Aciduliprofundum
, M

arinitoga , M
esoaciditoga, 

Kosm
otoga, Therm

otom
aculum

, Therm
osipho, 

O
ceanitherm

us, Anoxybacter (F), Tepidibacter 
(F), Deferrisom

a, Hippea 

M
arinitoga, M

esoaciditoga, 
Therm

otom
aculum

, Deferrisom
a, N

autilia (sp) 

Sulfate 
Archaeoglobus (sp) 

Palaeococcus (sp, F), Desulfotherm
us 

Desulfovibtrio 

N
itrate 

- 
Vulcanibacillus, Piezobacter, Geotherm

obacter, 
Alcanivorax (F) O

ceanitherm
us 

Exiguobacterium
, Janibacter, Kribbella, 

Brevirhabdus, Fulvim
arina, Vulcanibacillus, 

Geotherm
obacter, Klebsiella, Pseudom

onas 

Fer ferrique 
- 

Aciduliprofundum
, Anoxybacter (F), 

Caloranaerobacter (F), Therm
osipho (sp), 

Deferrisom
a, Geotherm

obacter 

W
ukongibacter, Deferrisom

a, 
Geotherm

obacter 
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Donneurs 
d'électrons 

Accepteurs 
d'électrons 

G
enres hypertherm

ophiles 
G

enres therm
ophiles 

G
enres m

ésophiles 

M
atière 

organique 
(aussi utilisée 

com
m

e 
source de 
carbone) 

Ferm
entation 

Therm
ococcus , Pyrococcus  

Caloranaerobacter, Cam
inicella, Therm

osipho, 
Carboxydobrachium

 (CO
), M

arinitoga , 
Clostridium

, Exilispira 

Abyssivirga, Clostridium
, Crassam

inicella, 
Exiguobacteriu, Tepidibacter, Vallitalea, 

W
ukongibacter, M

arinitoga, M
esoaciditoga, 

Therm
otom

aculum
, Cam

inicella, 
Vulcanibacillus, Exilispira, Piezobacter, 

Klebsiella 

O
xygène 

Aeropyrum
 

M
arinitherm

us, O
ceanitherm

us, 
Rhabdotherm

us, Therm
us, Vulcanitherm

us, 
Bacillus, Geobacillus, Rhodotherm

us, 
Piezobacter 

Lutibacter, Pontibacter, Bacillus, 
Exiguobacterium

, Janibacter, Kribbella, 
Rhodococcus, Kocuria, Brevirhabdus, 

Citrom
icrobium

, Defluviim
onas, Fulvim

arina, 
Glycocaulis, M

ethyloceanibacter, 
O

ceanibaculum
, Parvibaculum

, Salipiger, 
Thioclava, Alterom

onas, Am
phritea, 

Halom
onas, Idiom

arinas, Klebsiella, 
Alterom

onas, Pseudom
onas, Psychrobium

, 
Salinisphaera, Vibrio 
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Donneurs 
d'électrons 

Accepteurs 
d'électrons 

G
enres hypertherm

ophiles 
G

enres therm
ophiles 

G
enres m

ésophiles 

Hydrogène 

Soufre 
Ignicoccus, Pyrodictium

 (sp, H), 
M

ethanocaldococcus, M
ethanococcus 

Persephonella (sp), Balnearium
, 

Desulfurobacterium
 (sp), Phorcysia, 

Therm
osulfidibacter, Therm

ovibrio, 
Deferribacter (M

), Hippea, Hydrogenim
onas, 

Cam
inibacter (M

), Cetia, Lebetim
onas, N

autilia 

Desulfonauticus, Cetia, Hydrogenim
onas, 

Lebetim
onas, N

autilia, Sulfurovum
, 

Thioreductor, Thiofractor 

Thiosulfate 
Pyrolobus, Archaeoglobus (sp) 

Desulfurobacterium
 (sp), N

autilia (sp) 
Desulfonauticus, Desulfovibtrio, N

autilia, 
Sulfurovum

 

Sulfate 
Archaeoglobus (M

) 
Desulfurobacterium

 (sp), Therm
odesulfatator 

(M
), Therm

odesulfobacterium
 

Desulfonauticus, Desulfovibtrio 

Sulfite 
Archaeoglobus (sp, M

) 
- 

Desulfonauticus, Desulfovibtrio 

N
itrate 

Pyrodictium
 (sp), Pyrolobus 

Desulfurobacterium
 (sp), Persephonella, 

Phorcysia, Therm
ovibrio, Caldithrix (M

), 
O

ceanitherm
us (sp, M

), Vulcanitherm
us (H), 

Deferribacter (M
), Piezobacter, 

Hydrogenim
onas, N

itratiruptor, Cam
inibacter 

(M
), Cetia, Lebetim

onas (sp), N
autilia (sp) 

Piezobacter, Cetia, Hydrogenim
onas, 

Lebetim
onas, Sulfurim

onas (sp), Sulfurovum
, 

Thioreductor 

Fer ferrique 
Pyrodictium

 (sp), Geoglobus (M
) 

Deferribacter (M
) 

Dioxyde de 
carbone 

M
ethanocaldococcus, M

ethanococcus, 
M

ethanopyrus 
M

ethanotherm
ococcus, M

ethanotorris 

O
xygène 

Pyrolobus 
Persephonella, Vulcanitherm

us (H), 
Piezobacter, Hydrogenim

onas, N
itratiruptor 

Thiobacillus, Hydrogenim
onas, Sulfurim

onas 
(sp) 
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Donneurs 
d'électrons 

Accepteurs 
d'électrons 

G
enres hypertherm

ophiles 
G

enres therm
ophiles 

G
enres m

ésophiles 

Soufre 

Dism
utation 

- 
Therm

osulfurim
onas, Therm

osulfuriphilus, 
Dissulfuribacter 

  

N
itrate 

- 
Hydrogenivirga, Therm

osulfuriphilus, 
Piezobacter, Thioprofundum

 
Piezobacter, Thiolapillus, Thioprofundum

, 
Sulfurim

onas (sp), Sulfurovum
 

O
xygène 

- 
Hydrogenivirga, Persephonella, Piezobacter, 

Thioprofundum
 

Thiobacillus, Thiogranum
, Thiolapillus, 

Thiom
icrospira, Thioprofundum

, Sulfurim
onas 

(sp), Sulfurovum
 

Thiosulfate 

Dism
utation 

- 
Therm

osulfuriphilus, Dissulfuribacter 
  

N
itrate 

- 
Hydrogenivirga, Piezobacter, Thioprofundum

 
Piezobacter, Thiolapillus, Thioprofundum

, 
Sulfurim

onas (sp), Sulfurovum
 

O
xygène 

- 
Hydrogenivirga, Persephonella, Piezobacter, 

Thioprofundum
 

Piezobacter, Thiobacillus, Salinisphaera, 
Thiogranum

, Thiolapillus, Thiom
icrospira, 

Thioprofundum
, Sulfurim

onas, Sulfurovum
 

Sulfite 
Dism

utation 
- 

Therm
osulfuriphilus, Dissulfuribacter 

- 
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2) Les cycles biogéochimiques

Les molécules qui servent de sources de carbone, de donneurs ou d’accepteurs 

d’électrons dans les métabolismes microbiens font partie des cycles biogéochimiques. Au cours 

de ces cycles, les éléments chimiques (carbone, azote, hydrogène, soufre, fer…) sont associés 

à des molécules organiques ou minérales que les microorganismes utilisent et modifient au 

cours de leur métabolisme. Les réactions métaboliques impliquées dans ces cycles sont 

présentées dans les sections suivantes. 

Métabolismes du carbone 

Les réactions métaboliques catalysées par les microorganismes pour dégrader la matière 

organique sont au cœur du cycle du carbone (Figure 11). En consommant des molécules 

carbonées, les microorganismes hétérotrophes minéralisent le carbone de la matière organique 

sous forme de CO2 inorganique. Les molécules organiques peuvent être de différents types : 

glucides (simples ou complexes), lipides, protéines, ou des acides organiques (acétate, 

lactate…). Différents accepteurs d’électrons peuvent être utilisés lors de l’oxydation de la 

matière organique (principalement soufre, sulfate, nitrate, fer ferrique et oxygène). 

Les microorganismes hyperthermophiles hétérotrophes isolés de sources 

hydrothermales sont peu nombreux, ils appartiennent uniquement au domaine des Archaea et 

utilisent un nombre limité d’accepteurs d’électrons. Des organismes caractéristiques sont les 

représentants des genres Thermococcus, Pyrococcus et Palaeococcus de la classe des 

Thermococcales. Ils pratiquent des métabolismes hétérotrophes en oxydant différents types de 

molécules carbonées (protéines, acides organiques, glucides…) soit par fermentation, avec 

production d’H2 et de CO2, soit en réduisant le soufre élémentaire en H2S. Cette voie 

métabolique alternative évite l’accumulation d’H2, qui limite leur croissance lorsque la 

concentration est trop élevée (Bertoldo & Antranikian, 2006, Schut et al., 2014). Plusieurs 

espèces des genres Archaeoglobus et Geoglobus (Stetter, 1988, Kashefi et al., 2002) sont 

mixotrophes et se développent en oxydant des acides organiques (lactate, acétate, pyruvate…) 

et en réduisant les sulfates, bien que ces genres soient principalement hydrogénotrophes. Seule 

l’espèce Aeropyrum camini (Nakagawa et al., 2004) oxyde la matière organique et réduit 

l’oxygène à haute température. 
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Figure 11 : Réactions métaboliques du cycle du carbone. Les flèches pleines indiquent un 
métabolisme pratiqué par des microorganismes isolés de sources hydrothermales. Les flèches 
en pointillés (…) indiquent des métabolismes pour lesquels il n’existe aucun représentant 
cultivé, et les pointillés (---) ceux pour lesquels des signatures moléculaires ou des mesures 
d’activité ont mis en évidence leur possible existence. Publié par (Godfroy et al., in press) 
d’après (Madigan et al., 2010).  

 

 La respiration aérobie est cependant très répandue parmi les Bacteria mésophiles et 

thermophiles. C’est le cas de nombreux genres notamment parmi les Actinobacteria 

(Janibacter, Kribella, Rhodococcus, Kocuria), les Deinococci (Marinithermus, 

Oceanithermus, Rhabdothermus, Vulcanithermus), les Alphaproteobacteria (Brevirhabdus, 
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Defluviimonas, Citromicrobium, Fulvimarinas, Glycocaulis, Methyloceanibacter, 

Oceanibaculum, Parvibaculum, Salipiger, Thioclava) et les Gammaproteobacteria 

(Alteromonas, Amphritrea, Halomonas, Idiomarina, Klebsiella, Psychrobium). Plusieurs de ces 

genres sont anaérobies facultatifs et peuvent se développer en anaérobiose en réduisant les 

nitrates, ou par fermentation comme certaines Clostridia (Abyssivirga, Anoxybacter, 

Caminicella, Carboxydobrachium, Clostridium, Caminicella, Vallitalea). Les métabolismes 

hétérotrophes anaérobies impliquant d’autres accepteurs d’électrons inorganiques sont détaillés 

ci-dessous dans les sections correspondantes. 

A l’inverse des métabolismes hétérotrophes qui minéralisent le carbone, les 

métabolismes autotrophes permettent de produire de la matière organique à partir du carbone 

minéral. Ce processus peut être réalisé par différentes voies de fixation du carbone comme le 

cycle de Calvin ou le cycle rTCA (reductive Tricarboxylic Acid), qui sont les deux cycles les 

plus pratiqués par les microorganismes autotrophes dans les écosystèmes hydrothermaux 

(Hügler & Sievert, 2011, Mangiapia & Scott, 2016). Les autres voies de fixation du carbone 

utilisées par les microorganismes des sources hydrothermales sont la voie de Wood-Ljundhal 

et le cycle du dicarboxylate/4-Hydroxybutyrate (DC/4-HB) (Nakagawa & Takai, 2008). 

L’énergie n’étant pas apportée par la source de carbone comme c’est le cas pour les 

hétérotrophes, il est alors nécessaire aux microorganismes d’utiliser une source d’énergie 

inorganique, sous forme de molécules réduites qui servent de donneurs d’électrons. 

La carboxydotrophie est un métabolisme autotrophe dans lequel le monoxyde de 

carbone (CO) sert à la fois de source de carbone et d’énergie, lors de son oxydation qui produit 

du dioxyde de carbone et de l’hydrogène. Elle est pratiquée par Carboxydobrachium pacificum 

(Sokolova et al., 2001) une Clostridia thermophile anaérobie en autotrophie. Plusieurs isolats 

du genre Thermococcus utilisent également le monoxyde de carbone comme donneur 

d’électrons pour produire de l’énergie, mais nécessitent néanmoins une source de carbone 

organique (Sokolova et al., 2004, Kozhevnikova et al., 2016). Une étude métagénomique 

ciblant les Hydrothermarchaeota, des Archaea incultivées, indique que des représentants de 

cette lignée peuvent pratiquer un métabolisme carboxydotrophe (Adam et al., 2018). 

La méthanogénèse est un métabolisme important du cycle du carbone, dont le principal 

produit métabolique est le méthane. Bien qu’il existe plusieurs voies de méthanogénèse (Evans 

et al., 2019), seule la voie de la méthanogénèse hydrogénotrophe est réalisée par les 
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microorganismes isolés de sources hydrothermales. Ce métabolisme est donc décrit dans la 

section suivante, qui concerne les métabolismes de l’hydrogène. 

 

 Les deux derniers métabolismes impliqués dans le cycle du carbone présentés dans la 

figure (Figure 11) sont la méthanotrophie aérobie et l’AOM (Anaerobic Oxidation of 

Methane). L’oxydation aérobie du méthane est pratiquée par des Bacteria, mais actuellement 

aucune souche pratiquant cette réaction n’a été isolée de sources hydrothermales. Des mesures 

d’activité réalisées sur des sites hydrothermaux, comme Rainbow (Pimenov et al., 2000) 

montrent que cette réaction est réalisée dans ces écosystèmes par des microorganismes vivant 

en symbiose avec des animaux (Duperron et al., 2006, Zbinden et al., 2008). Il en est de même 

pour l’AOM ; aucun microorganisme pratiquant cette réaction n’a été isolé. Les organismes 

oxydant le méthane en anaérobiose sont des Archaea incultivées appartenant au groupe des 

ANMEs (Anaerobic Methanotrophic Archaea) qui forment des consortia en syntrophie avec 

des Deltaproteobacteria sulfato-réductrices appartenant aux genres Desulfusarcina, 

Desulfococcus et Desulfobulbus (Caldwell et al., 2008, Knittel & Boetius, 2009, Wegener et 

al., 2015). Des ANMEs ont cependant été détectées dans des environnements hydrothermaux 

tels que Lost City et dans le bassin de Guaymas. Des mesures d’activité montrent également 

que l’AOM est possible à haute température (Brazelton et al., 2006, Biddle et al., 2012). 

 

Métabolismes de l’hydrogène 
 

 L’hydrogène est présent dans les fluides hydrothermaux en concentrations variables et 

peut ainsi être une importante source d’énergie pour les microorganismes autotrophes ou 

mixotrophes lorsqu’il est suffisamment concentré. C’est le cas, en particulier, dans les sites 

ultramafiques où la concentration peut atteindre plus de 10 mM (McCollom, 2007, Perner et 

al., 2010).  

 L’oxydation de l’H2 couplée à la réduction du CO2 peut être réalisée par les organismes 

acétogènes ou méthanogènes. Actuellement, aucun microorganisme homoacétogène n’a été 

isolé d’une source hydrothermale, et la méthanogénèse est la seule voie de fixation du carbone 

avec oxydation d’H2 sans utilisation d’un autre accepteur d’électrons. Ce métabolisme 

strictement anaérobie est pratiqué par plusieurs genres d’Archaea méthanogènes thermophiles 

et hyperthermophiles parmi les Methanococci (Methanocaldococcus, Methanococcus, 

Methanothermococcus, Methanotorris) et les Methanopyri (Methanopyrus kandleri). 
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D’autres Archaea hyperthermophiles autotrophes oxydent l’hydrogène, en utilisant 

différents accepteurs d’électrons. Les composés soufrés, comme le sulfate, le soufre élémentaire 

et le thiosulfate, peuvent être utilisés par plusieurs genres d’Archaea parmi les Archaeoglobi 

(Archaeoglobus, Geoglobus) dont le second peut aussi réduire le fer ferrique. Les trois 

composés soufrés cités, ainsi que le sulfite sont utilisés par plusieurs genres de la classe des 

Thermoprotei (Ignicoccus, Pyrodictium, Pyrolobus). Ces deux derniers genres sont également 

capables d’utiliser du nitrate comme accepteur d’électrons, ainsi que de l’oxygène dans le cas 

de l’espèce Pyrolobus fumarii qui est la seule Archaea autotrophe hyperthermophile aérobie 

facultative décrite (Blöchl et al., 1997).  

A des températures légèrement plus basses (60-80 °C) de nombreuses Bacteria 

autotrophes oxydent l’hydrogène, notamment les Aquificae (Balnearium, Deuslfurobacterium, 

Hydrogenivirga, Persephonella, Phorcysia, Thermosulfidibacter, Thermovibrio) en utilisant 

les accepteurs d’électrons cités précédemment (composés soufrés, nitrate, oxygène). La plupart 

de ces microorganismes sont d’ailleurs capables d’utiliser plusieurs accepteurs d’électrons et 

font ainsi preuve d’une forte plasticité métabolique. C’est également le cas des 

Epsilonbacteraeota (Hippea, Cetia, Hydrogenimonas, Caminibacter, Lebetimonas, Nautilia, 

Sulfurovum, Sulfurimonas, Thiofractor, Thioreductor) (Waite et al., 2017) qui se développent 

dans une large gamme de température (30 à 60 °C) en oxydant l’hydrogène en conditions 

aérobie et/ou anaérobie selon les espèces. 

Métabolismes du soufre 

Le soufre possédant plusieurs degrés d’oxydation (de +6 pour le sulfate à -2 pour les 

sulfures), les composés soufrés sont nombreux (S0, H2S, S2O32-, SO42-, SO3-…) et peuvent être 

utilisés comme donneurs ou accepteurs d’électrons (Figure 12). Ces composés soufrés (soufre 

élémentaire, thiosulfate, sulfite, hydrogène sulfuré) servent ainsi de source d’énergie à certains 

microorganismes autotrophes en conditions aérobie ou anaérobie. Certaines Aquificae 

(Hydrogenivirga, Persephonella) et des Epsilonbacteraeota (Sulfurimonas, Sulfurovum), dont 

la versatilité du métabolisme a été soulignée dans le paragraphe précédent, sont capables 

d’oxyder le soufre élémentaire ou le thiosulfate à la place de l’hydrogène avec de l’oxygène ou 

du nitrate comme accepteurs d’électrons. Plusieurs genres des Gammaproteobacteria oxydent 

également les composés soufrés en réduisant l’oxygène et/ou le nitrate (Thiogranum, 

Thiolapillus, Thiomicrospira, Thioprofundum). 
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Figure 12 : Réactions métaboliques du cycle du soufre. Les flèches pleines indiquent un 
métabolisme pratiqué par des microorganismes isolés de sources hydrothermales. Les flèches 
en pointillés (…) indiquent des métabolismes pour lesquels il n’existe aucun représentant 
cultivé. Publié par (Godfroy et al., in press) d’après (Madigan et al., 2010). 

Il est important de noter qu’actuellement aucune Bacteria hyperthermophile ni aucune 

Archaea sulfo-oxydantes n’ont été isolées d’environnements hydrothermaux (Tableau 1). Les 

métabolismes autotrophes d’oxydation des composés soufrés semblent donc avoir lieu 

uniquement dans les zones de température plus basses (< 80 °C). C’est d’ailleurs le cas des tapis 

microbiens, composés de Gammaproteobacteria filamenteuses sulfo-oxydantes proches des 

genres Beggiatoa et Thioploca vivant à basse température au niveau des zones d’émission de 

fluides diffus (Crepeau et al., 2011). 

Ce n’est cependant pas le cas des métabolismes de réduction des composés soufrés, qui 

ont lieu en anaérobiose sur toute la gamme de température considérée. En effet, les Archaea 

hyperthermophiles décrites précédemment (Thermococcales, Thermoprotei, certaines 

Methanococcales) sont capables de réduire le soufre élémentaire, le sulfate, le thiosulfate et le 
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sulfite (Archaeoglobales, Thermoprotei) en condition anaérobie. C’est également le cas de 

plusieurs genres hétérotrophes parmi l’ordre bactérien des Thermotogales (Marinitoga, 

Kosmotoga, Mesoaciditoga, Thermosipho) ainsi que les Aquificae et Epsilonbacteraeota citées 

précédemment. 

La dismutation, ou disproportionation est un procédé métabolique qui permet aux 

microorganismes qui le pratiquent d’utiliser un même composé soufré comme donneur et 

accepteur d’électrons. Il en résulte la formation d’une espèce soufrée réduite et une oxydée ; 

par exemple la dismutation du soufre élémentaire (S0) produit du sulfate (SO42-) et de 

l’hydrogène sulfuré (H2S). C’est le cas des genres Thermosulfurimonas et 

Thermodesulfuriphilus parmi les Thermodesulfobacteria, ou du genre Dissulfuribacter parmi 

les Deltaproteobacteria, qui peuvent dismuter le thiosulfate et le sulfite ainsi que le soufre 

élémentaire pour Thermosulfurimonas. Actuellement, les seuls organismes isolés de sources 

hydrothermales capables de pratiquer la dismutation sont des Bacteria thermophiles. 

Métabolismes du fer 

Figure 13 : Réactions métaboliques du cycle du fer. Les flèches pleines indiquent un 
métabolisme pratiqué par des microorganismes isolés de sources hydrothermales. Publié par 
(Godfroy et al., in press) d’après (Madigan et al., 2010). 
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 Le fer est présent dans les sources hydrothermales sous forme de minéraux ferreux 

(pyrite FeS2, chalcopyrite CuFeS2…) ou sous forme dissoute à deux états d’oxydation ; le fer 

ferreux (Fe2+) ou le fer ferrique (Fe3+) qui est la forme la plus oxydée. Selon sa forme, il peut 

donc servir de donneurs ou d’accepteur d’électrons (Figure 13). 

 Le fer ferrique peut ainsi être réduit par des microorganismes anaérobies répartis dans 

plusieurs taxa, qui utilisent une source d’électrons organique, comme l’Archaea thermo-

acidophile Aciduliprofundum boonei, ou des Bacteria thermophiles (Thermosipho, 

Deferribacteres, Anoxybacter, Deferrisoma) et mésophiles (Wukongibacter, Deferrisoma, 

Geothermobacter). La réduction du fer ferrique peut aussi être couplée à l’oxydation de 

l’hydrogène dans des métabolismes autotrophes ou mixotrophes, par des Archaea 

hyperthermophiles comme Pyrodictium delaneyi, Geoglobus acetivorans ainsi que certaines 

espèces du genre Thermococcus et G. ahangari et par plusieurs espèces du genre bactérien 

thermophile Deferribacter (Slobodkin et al., 2001). 

 

 En milieu hydrothermal, l’oxydation du fer ferreux comme source d’énergie est 

pratiquée à basse température en microaérophilie par des Zetaproteobacteria, dont la première 

espèce, Mariprofundus ferrooxydans a été isolée en 2007 (Emerson et al., 2007). Deux autres 

représentants de cette classe, M. micogutta et Ghiorsea bivora pratiquant cette réaction, ont été 

isolées en 2017 (Makita et al., 2017, Mori et al., 2017). D’autres Bacteria mésophiles, 

communément détectées dans les environnements hydrothermaux, sont capables d’oxyder le 

fer ferreux ; comme un isolat du genre Thiomicrospira (Barco et al., 2017). Cependant aucune 

espèce de ce genre pratiquant ce métabolisme n’a été isolée de sources hydrothermales 

océaniques profondes. C’est également le cas de l’Archaea hyperthermophile F. placidus qui 

peut oxyder le fer ferreux et réduire le nitrate (Hafenbradl et al., 1996). Cette espèce n’a pas été 

isolée d’une source hydrothermale profonde mais d’un site côtier. Néanmoins, un phylotype 

phylogénétiquement proche a été enrichi dans une culture en bioréacteur à partir d’un 

échantillon de cheminée hydrothermale du Bassin de Guaymas (Callac et al., 2015). 

  



48

Métabolismes de l’azote 

Figure 14 : Réactions métaboliques du cycle de l’azote. Les flèches pleines indiquent un 
métabolisme pratiqué par des microorganismes isolés de sources hydrothermales. Les flèches 
en pointillés (…) et les pointillés (---) indiquent les métabolismes pour lesquels des signatures 
moléculaires ou des mesures d’activité ont mis en évidence leur possible existence. Publié par 
(Godfroy et al., in press) d’après (Madigan et al., 2010). 

De nombreuses réactions impliquant des molécules azotées peuvent être catalysées par 

les microorganismes (Figure 14). L’azote étant un constituant des acides aminés composant les 

protéines, sa fixation est un processus métabolique important dans un écosystème. Bien que ce 

métabolisme ait été peu étudié dans les écosystèmes hydrothermaux, il a été démontré qu’une 

souche d’Archaea méthanogène proche de l’espèce Methanocaldococcus jannashii était 

capable de fixer l’azote à haute température ( > 90 °C) (Mehta & Baross, 2006). De plus, la 
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détection des gènes impliqués dans la fixation de l’azote (nifH) indique que d’autres 

microorganismes hydrothermaux peuvent réaliser ce métabolisme (Mehta et al., 2003). 

 

 La réduction du nitrate, ou dénitrification, est un métabolisme anaérobie dans lequel le 

nitrate sert d’accepteur terminal d’électrons et est réduit en nitrite ou en diazote. Comme il a 

été précisé précédemment, de nombreux microorganismes autotrophes ou hétérotrophes isolés 

de sources hydrothermales sont capables de pratiquer cette réaction. La plupart de ces 

organismes sont aéro-anaérobies facultatifs et peuvent utiliser le nitrate comme accepteur 

d’électrons en anaérobiose ou l’oxygène en conditions aérobies (Aquificae, 

Epsilonbacteraeota). 

 

 L’oxydation anaérobie de l’ammonium (Anammox) n’est pas réalisée par les 

microorganismes isolées de sources hydrothermales, mais plusieurs études ciblant des gènes de 

fonction ou des mesures d’activité ont montré qu’il était probable que des organismes incultivés 

pratiquent ce métabolisme (Byrne et al., 2009, Russ et al., 2013). 

 A l’inverse, il n’y a pas d’indices d’oxydation aérobie de l’ammonium en deux étapes 

(nitrification) ou en une étape (Comammox) dans ces écosystèmes. 

 

Conclusions sur la diversité métabolique des microorganismes hydrothermaux 
 

 Pour résumer, les microorganismes isolés d’environnements hydrothermaux présentent 

des capacités métaboliques variées. Les communautés microbiennes formées par ces espèces 

sont ainsi capables de catalyser des réactions impliquées dans les grands cycles 

biogéochimiques. La plupart de ces métabolismes sont liés à plusieurs cycles biogéochimiques 

à la fois, car ils impliquent l’utilisation de plusieurs éléments (par exemple l’oxydation de 

l’hydrogène liée à la réduction d’un composé soufré). 

 Bien que certaines réactions biochimiques ne soient catalysées par aucun isolat des 

écosystèmes hydrothermaux, il est probable qu’elles puissent être réalisées soit par des 

organismes actuellement incultivés (comme les ANMEs pour l’oxydation anaérobie du 

méthane), soit par des organismes vivant dans le pôle froid des écosystèmes, notamment par les 

microorganismes qui entretiennent une relation symbiotique avec des espèces animales. 

 A cette importante diversité métabolique est également associée une forte redondance 

fonctionnelle car de nombreux microorganismes partagent des métabolismes similaires. Dans 

certains cas, lorsque les organismes se développent dans une même gamme de température, il 
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s’agit d’une compétition directe car ils utilisent les mêmes substrats et occupent ainsi les mêmes 

niches écologiques. A l’inverse, des organismes dont la gamme de température de croissance 

est différente (mésophiles, thermophiles ou hyperthermophiles) pratiquent le même 

métabolisme. Ainsi la fonction métabolique est assurée dans une large gamme de température. 

C’est le cas pour de nombreux métabolismes, qui sont réalisés par les Bacteria mésophiles ou 

thermophiles de 30 à 80 °C, et par des Archaea hyperthermophiles au-delà de 80 °C.  

Cependant, certains métabolismes ne sont pas réalisés à haute température par les 

organismes isolés. C’est le cas de la réduction du nitrate ou du fer ferrique lors de l’oxydation 

de la matière organique, et également de tous les processus d’oxydation des composés soufrés, 

qui ne sont pratiqués par aucun organisme dont la température optimale de croissance est 

supérieure à 80 °C (Tableau 1). 

Ces observations peuvent être expliquées par le processus de dilution du fluide 

hydrothermal et de l’eau de mer. Les donneurs d’électrons étant principalement apportés par le 

fluide hydrothermal chaud, et les accepteurs d’électrons par l’eau de mer froide, leur 

disponibilité varie dans le gradient de dilution. Ainsi à certaines températures, tous les substrats 

ne sont pas disponibles simultanément. La thermodynamique permet de formaliser ce principe 

par le calcul de l’enthalpie libre des réactions métaboliques pratiquées par les microorganismes 

(voir partie « Influence de l’environnement sur les communautés microbiennes »). 

La plupart des microorganismes hydrothermaux sont adaptés à ces environnements 

riches en donneurs et accepteurs d’électrons variés et sont capables de pratiquer plusieurs 

métabolismes. Les exemples les plus communs de la versatilité métabolique sont les phyla des 

Epsilonbacteraeota et des Aquificae. 

3) Un exemple d’adaptation métabolique et physiologique : les Aquificota et le
genre Persephonella 

Le phylum Aquificota 

Le phylum des Aquificota (Whitman et al., 2018), anciennement Aquificae (Reysenbach 

et al., 2001), est représenté par de nombreux isolats provenant d’écosystèmes hydrothermaux 

ou géothermaux. Lors de sa description en 2001, ce phylum contenait une famille, les 

Aquificaceae, représentée par Aquifex pyrophilus (Huber et al., 1992). Les familles 

Hydrogenothermaceae et Desulfurobacteraceae ont ensuite été décrites et ajoutées au phylum 

(Eder & Huber, 2002, L'Haridon et al., 2006). Les deux premières familles sont 
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phylogénétiquement proches et font partie de l’ordre des Aquificales tandis que les 

Desulfurobacteraceae ont été séparées dans un second ordre, les Desulfurobacteriales (Gupta 

& Lali, 2013).  

 Les caractéristiques physiologiques et métaboliques de ces microorganismes montrent 

une forte adaptation aux conditions de vie des environnements hydrothermaux océaniques 

profonds : ce sont des thermophiles ou des hyperthermophiles qui partagent un métabolisme 

autotrophe strict ou facultatif basé sur l’oxydation de l’hydrogène ou des composés soufrés et 

à la réduction du nitrate, ainsi que de l’oxygène pour les membres des Aquificales. Ces 

caractéristiques physiologiques et métaboliques ne sont pas spécifiques à ce phylum. Ce sont 

les séquences des gènes codant les ARNr 16S ainsi que les insertions et délétions conservées 

parmi les génomes des Aquificota (Gupta & Lali, 2013) qui le séparent des autres phyla. La 

base de données GTDB (Genome Taxonomy Database) basée sur les génomes a proposé une 

modification de la taxonomie de ce phylum, en séparant la famille des Hydrogenothermaceae 

dans un nouvel ordre ; les Hydrogenothermales, groupé avec les Aquificales dans la classe des 

Aquificae (Parks et al., 2018). La famille des Hydrogenothermaceae comprend trois genres, 

Hydrogenothermus, Sulfurhydrogenibium et Persephonella. 

 

Le genre Persephonella 
 

 Le genre Persephonella comprend trois espèces isolées de sources hydrothermales 

océaniques profondes : P. marina, la souche type, P. guaymasensis isolées d’un site de l’Océan 

Pacifique (Götz et al., 2002) et P. hydrogeniphila provenant de l’Arc Izu-Bonin au sud-est du 

Japon (Nakagawa et al., 2003). Ces trois isolats sont thermophiles (température optimale de 

croissance de 70 à 75 °C) et pratiquent un métabolisme strictement autotrophe en fixant le 

carbone par le cycle rTCA (reductive Tricarboxylic Acid) (Hügler et al., 2007). Les sources 

d’énergie de P. marina et P. guaymasensis sont l’hydrogène, le thiosulfate et le soufre 

élémentaire, ce qui les différencie de P. hydrogeniphila qui oxyde seulement l’hydrogène. 

L’oxygène peut être utilisé comme accepteur d’électrons en conditions de microaérophilie, mais 

le taux de croissance est plus élevé lors de la réduction du nitrate en anaérobiose.  

 Des souches du genre Persephonella ont été isolées de sites hydrothermaux de l’est et 

de l’ouest de l’Océan Pacifique, de l’Océan Indien ainsi que de l’Atlantique (Reysenbach et al., 

2002, Ferrera et al., 2014), ce qui montre leur vaste distribution parmi des sites hydrothermaux 

géographiquement éloignés. Il semble qu’il y ait un lien entre la distance géographique et la 

diversité génétique des souches du genre Persephonella au niveau de sites proches (Mino et al., 
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2013), cependant l’utilisation des gènes codant les ARNr 16S n’est pas suffisamment sélective 

pour expliquer la biogéographie du genre à de plus grandes échelles spatiales (Reysenbach et 

al., 2002). 

Il s’agit donc d’un genre bactérien particulièrement adapté aux écosystèmes 

hydrothermaux, tout comme les Epsilonpbacteraeota (Campbell et al., 2006) qui sont 

ubiquistes dans ces environnements et pratiquent des métabolismes similaires. Cependant, les 

représentants du genre Persephonella se développent à plus haute température, leur température 

optimale de croissance étant de 70 à 75 °C contre 25 à 60 °C pour les Epsilonbacteraeota. Grâce 

à ces adaptations physiologiques et métaboliques à leur environnement, des isolats ou des 

phylotypes du genre Persephonella ont été enrichis, isolés ou détectés dans de nombreuses 

études culturales ou moléculaires (Takai et al., 2003, Nakagawa et al., 2005, Kormas et al., 

2006, Houghton et al., 2007, Perner et al., 2007, Takai et al., 2008, Takai & Nakamura, 2011, 

Rommevaux et al., 2019, Trembath-Reichert et al., 2019). 

 Etude des communautés microbiennes des écosystèmes 
hydrothermaux 

1) Méthodes in situ et méthodes culturales

1) Colonisateurs in situ 

Un moyen d’étudier les communautés microbiennes des écosystèmes hydrothermaux 

utilisé depuis la fin des années 1980 est le déploiement de colonisateurs in situ (Karl et al., 

1988). Le principe est de déployer sur une cheminée hydrothermale, ou au niveau d’une zone 

d’émission de fluide hydrothermal, une structure dans laquelle circule le fluide hydrothermal, 

afin de permettre aux microorganismes d’y adhérer. Ensuite le colonisateur est récupéré afin 

d’étudier les communautés microbiennes qui l’ont colonisé. 

Le Vent Cap (Figure 15) est un colonisateur in situ qui a été utilisé dans plusieurs études 

(Karl et al., 1988, Reysenbach et al., 2000, Corre et al., 2001, Miroshnichenko et al., 2003, 

Nercessian et al., 2003, Miroshnichenko et al., 2004). Il est composé d’une chambre de 
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colonisation dans laquelle circule le fluide hydrothermal. Différentes surfaces peuvent être 

mises en place à l’intérieur (céramique, acier, verre, basaltes par exemple) afin de servir de 

substrat à l’adhésion des microorganismes. Un mécanisme d’ouverture permet de maintenir la 

chambre de colonisation fermée avant son déploiement, de l’ouvrir lorsqu’elle est en place, puis 

de la refermer lors de sa récupération. Enfin, une sonde de température reliée à un enregistreur 

de données permet de relever les variations de température durant toute la durée du déploiement 

du Vent Cap. Après la récupération du colonisateur, il est ensuite possible d’étudier les 

communautés qui l’ont colonisé par des méthodes moléculaires (généralement le séquençage 

des gènes codant les ARNr 16S) ou culturales (cultures d’enrichissement ou d’isolement). 

 

 
Figure 15 : Représentation schématique du Vent Cap. A : Sonde de température avec 
enregistreur de données ; B : Mécanisme d’ouverture ; C : Chambre de colonisation. Publié 
par (Reysenbach et al., 2000). 

 

 L’un des résultats communément mis en avant lors d’études impliquant des 

colonisateurs in situ est la prépondérance de phylotypes appartenant au phylum des 

Epsilonbacteraeota. Ces Bacteria mésophiles ou thermophiles modérées ont été détectées 

principalement dans des colonisateurs dont la température mesurée était comprise entre 20 et 

60 °C, ce qui correspond à la gamme de température de croissance des Epsilonbacteraeota 

isolées et décrites. 
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La première étude soulignant ce phénomène a été réalisée en 2001 par Corre et al. qui 

ont déployé un colonisateur de type Vent Cap sur une cheminée hydrothermale du site Snake 

Pit pendant 5 jours (Corre et al., 2001). Durant cette période, la température a varié entre 13 et 

30 °C, avec une moyenne de 20 °C. La diversité microbienne a été analysée par clonage-

séquençage des gènes codant les ARNr 16S. Cela a permis de mettre en évidence pour la 

première fois la forte diversité des Epsilonbacteraeota en milieu hydrothermal, alors qu’à 

l’époque les seules espèces décrites étaient des pathogènes (Campylobacter et Helicobacter par 

exemple). Les premiers représentants de ce phylum isolés de sources hydrothermales ont été 

décrits à partir de 2002 (Alain et al., 2002). Aucune séquence d’Archaea n’avait été détectée. 

Des résultats similaires ont été obtenus en 2004 par Alain et al. après le déploiement de 

colonisateurs près d’une colonie de vers du genre Alvinella pendant une à trois semaines sur un 

site de la dorsale Est-Pacifique (13 °N). Durant cette période la température a varié entre 1,5 et 

65,8 °C (Alain et al., 2004). Les Bacteria majoritaires étaient des Epsilonbacteraeota, et aucune 

Archaea n’a été détectée. Les hypothèses avancées pour expliquer ces résultats étaient que le 

temps de déploiement avait été trop court, ou les températures trop basses. 

Des études de colonisation ont également été réalisées sur des sédiments hydrothermaux 

du champ hydrothermal Lucky Strike de la ride médio-Atlantique. Lopez et al. ont mis en place 

des colonisateurs, à proximité du site Tour Eiffel, constitués de différents substrats (riches en 

matière organique, en fer ou en pierre ponce) pendant deux semaines et ont comparé la diversité 

microbienne du sédiment adjacent avec la diversité des microorganismes qui se sont développés 

dans les colonisateurs (López‐García et al., 2003). L’étude moléculaire a montré que les 

sédiments contenaient une importante diversité bactérienne, cependant la majorité des 

séquences issues des colonisateurs étaient affiliées à des Epsilonbacteraeota indépendamment 

des substrats déployés. 

Une étude plus longue a été réalisée, portant sur des colonisateurs déployés sur du 

sédiment hydrothermal d’un site de la dorsale est-Pacifique (9°50’ N) à différentes distances 

des cheminées (Sylvan et al., 2012). Les pièges à sédiment ont été échantillonnés plusieurs fois 

pendant 4 mois. Durant les premiers échantillonnages, à environ 40 et 75 jours, les phylotypes 

identifiés dans les banques de clones étaient majoritairement des Epsilonbacteraeota (environ 

la moitié des banques de clones), tandis qu’au bout d’environ 120 jours plus de 75 % des 

séquences étaient affiliées à des Gammaproteobacteria. Ces résultats ont montré que la 

diversité des communautés microbiennes provenant des particules du panache hydrothermal 

pouvait varier sur des échelles de temps de l’ordre de la semaine. 
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 L’influence du temps de déploiement des colonisateurs sur la diversité des 

communautés microbiennes a également été montrée par Callac et al. lors du déploiement du 

colonisateur AISICS sur des sédiments hydrothermaux du Bassin de Guaymas (Callac et al., 

2013). Le colonisateur a été mis en place durant 8 et 22 jours et contenait différents substrats 

basaltiques. La température relevée était en moyenne de 40 à 45 °C. Les communautés 

microbiennes étaient constituées en majorité d’Epsilonbacteraeota et d’Aquificales pour les 

Bacteria, et de Thermococcales pour les Archaea et variaient principalement en fonction de la 

durée de déploiement des colonisateurs, et de la profondeur à laquelle ils étaient installés. Des 

séquences affiliées aux ANMEs, un groupe d’Archaea méthanogènes incultivées ont également 

été détectées. 

 

 A l’inverse des études portant sur les communautés bactériennes dans lesquelles les 

résultats principaux sont congruents, les études ciblant les Archaea ont parfois produit des 

résultats opposés. Nercessian et al. (Nercessian et al., 2003) ont déployé des colonisateurs 

durant 2 à 11 jours sur trois cheminées hydrothermales d’un site de la dorsale est-Pacifique (13 

°N) et analysé les changements de composition des communautés microbiennes par clonage-

séquençage des gènes codant les ARNr 16S entre deux prélèvements (7 et 11 jours pour un 

colonisateur, 4 et 5 jours pour l’autre). Dans les deux cas, les phylotypes appartenaient pour la 

plupart à l’ordre des Thermococcales (des Archaea hyperthermophiles hétérotrophes) et la 

proportion d’OTUs de cet ordre diminuait entre les deux prélèvements au profit des 

Archaeoglobales, Methanopyrales et des Methanococcales (des Archaea majoritairement 

autotrophes). Cela indique donc qu’il y a eu une colonisation rapide de microorganismes 

hétérotrophes, et que leur proportion a diminué au cours du temps en faveur de plusieurs taxa 

d’autotrophes. 

 Des résultats opposés ont été présentés par McCliment et al., indiquant que dans des 

colonisateurs déployés 92 heures sur un site de la dorsale est-Pacifique (9 °N), les premiers 

organismes présents appartenaient au genre Ignicoccus (des Archaea autotrophes 

hyperthermophiles oxydant l’hydrogène) et à leurs symbiontes, des Nanoarchaeota 

(McCliment et al., 2006). De même, Pagé et al. ont déployé des colonisateurs de type 

thermocouple sur deux cheminées hydrothermales du bassin de Guaymas pendant 4 et 72 jours, 

mesuré la température in situ et identifié les microorganismes ayant colonisé les dépôts 

minéraux (Pagé et al., 2008). Après 4 jours, les premiers microorganismes présents étaient des 

Methanocaldococcus, et après 72 jours des hétérotrophes putatifs ont été détectés.  
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Rommevaux et al. ont travaillé avec des colonisateurs in situ constitués de tubes Falcon 

en polypropylène percés contenant des verres basaltiques afin d’étudier la colonisation des 

basaltes par les microorganismes des sources hydrothermales (Rommevaux et al., 2019). Deux 

colonisateurs ont été déployés sur de longues périodes, entre 9 et 13 mois entre 2009 et 2011 à 

proximité de la cheminée Aisics (site Tour Eiffel) du champ hydrothermal Lucky Strike de la 

ride médio-Atlantique. Un des deux colonisateurs était équipé d’une sonde de température 

autonome qui a mesuré et enregistré la température toutes les trois minutes pendant la durée du 

déploiement du colonisateur. Les communautés microbiennes ayant colonisé les basaltes, ainsi 

que les communautés microbiennes de la cheminée Aisics, ont été identifiées par séquençage 

des gènes codant les ARNr 16S. En complément des analyses de diversité, la composition 

chimique du fluide hydrothermal a été analysée chaque année pour étudier un potentiel impact 

des phénomènes magmatiques sur les communautés microbiennes. Un événement de dégazage 

du magma a ainsi été mis en évidence en 2010, ce qui a notamment fait augmenter la 

concentration en CO2 dans le fluide hydrothermal (variations de 1,5 à 118,8 mM). Ce 

changement dans la composition chimique du fluide hydrothermal a été corrélé à l’émergence 

de microorganismes fixant le dioxyde de carbone, comme des Archaea hyperthermophiles 

anaérobies sulfato-réductrices proches de l’espèce Archaeoglobus veneficus, et des Bacteria 

thermophiles anaérobies réduisant le soufre et les nitrates (Nautiliales et Nitratiruptoraceae). 

Ces résultats ont donc mis en avant un lien possible entre les événements magmatiques 

survenant en subsurface, et la dynamique des communautés microbiennes. 

Les résultats des études basées sur le déploiement de colonisateurs in situ sur des sources 

hydrothermales, ou à proximité, ont donc apporté de nombreuses informations sur la 

colonisation des édifices hydrothermaux par les microorganismes. Il semble que la température 

soit un des principaux facteurs influençant les communautés microbiennes. Cependant, la 

dynamique temporelle des communautés est difficile à appréhender avec ces approches. 

Bien que la température puisse être mesurée régulièrement, il y a peu de contrôle sur les 

paramètres environnementaux et l’installation des colonisateurs peut être compliquée car elle 

est opérée à l’aide d’engins sous-marins. Il y a également des contraintes sur le nombre de 

colonisateurs qui peuvent être installés ainsi que sur la durée de leur déploiement, qui dépendent 

de l’organisation des campagnes océanographiques. 

De plus, toutes ces études ont été réalisées sur différents sites parfois très distants (Lucky 

Strike et Rainbow de la ride médio-Atlantique, ou des sites de la dorsale est-Pacifique) ce qui 
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peut expliquer les résultats contradictoires obtenus dans certains cas, car les paramètres 

environnementaux peuvent être très variables entre les sites hydrothermaux. 

 Enfin, cette technique créé un biais en faveur des microorganismes capables d’adhérer 

à une surface. Ceux-ci sont ainsi plus facilement piégés par les colonisateurs in situ, tandis que 

les organismes qui ne possèdent pas cette capacité ne seront pas détectés même s’ils sont 

présents dans l’écosystème. 

 

2) Méthodes culturales 

 

 Les méthodes culturales réalisées ex situ en laboratoire, permettent d’étudier les 

microorganismes viables cultivables, en ayant un contrôle sur les conditions de culture. En 

faisant varier ces conditions, il est possible d’observer les réponses des microorganismes. C’est 

grâce à la réalisation de cultures d’enrichissement et d’isolement que la physiologie et le 

métabolisme de nombreux microorganismes hydrothermaux ont pu être étudiés en détail. 

 

Culture en bioréacteur 
 

 La plupart des études culturales ciblant des microorganismes sont réalisées en milieu 

fermé, on parle alors de cultures « en batch ». Il s’agit de la méthode la plus simple et rapide à 

mettre en place pour cultiver des microorganismes. Cependant cette technique ne convient pas 

à la culture de tous les microorganismes, car certains métabolismes mènent à l’accumulation de 

produits qui peuvent être toxiques pour les cellules. Cela peut également modifier les 

paramètres physico-chimiques du milieu. Par exemple une accumulation d’acides organiques 

par un métabolisme fermentaire provoque une baisse de pH, qui peut inhiber la croissance de 

certains microorganismes. 

 

 La réalisation de cultures en continu permet de résoudre ces problèmes méthodologiques 

liés aux cultures en batch. Le principe est de réaliser la culture dans un bioréacteur, dans lequel 

le milieu de culture est constamment renouvelé. Il y a ainsi un apport de substrats et une 

élimination des produits du métabolisme. De plus, l’utilisation d’un bioréacteur permet de 

contrôler les conditions de culture (pH, température composition la phase gazeuse…). Si le 

débit d’entrée et de sortie de milieu de culture est correctement ajusté au temps de division des 

microorganismes cultivés il est possible de maintenir la culture en phase exponentielle.  
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Un exemple de bioréacteur permettant la culture en continu de microorganismes 

provenant d’environnements hydrothermaux est le bioréacteur Gas-lift, dont le fonctionnement 

est présenté en détail dans la section Cultures en bioréacteur. Il a été utilisé notamment pour 

améliorer la production de biomasse de Pyrococcus furiosus (Raven et al., 1992), ainsi que pour 

étudier en détail le métabolisme de Thermococcus hydrothermalis (Godfroy et al., 1997, Postec 

et al., 2005), des Archaea hyperthermophiles hétérotrophes.  

Des cultures de communautés ont également été réalisées en bioréacteur Gas-lift en 

utilisant des échantillons de cheminées hydrothermales comme inoculum, et un milieu de 

culture artificiel. En utilisant ce système Postec et al. ont ainsi identifié des interactions 

syntrophiques entre les microorganismes enrichis à partir d’un échantillon hydrothermal 

(Postec et al., 2007). Byrne et al. ont étudié la réponse des communautés microbiennes 

hydrothermales à des changements des conditions de culture comme la température, la 

concentration en matière organique ainsi que la disponibilité en différents donneurs et 

accepteurs d’électrons (Byrne et al., 2009). Callac et al. ont également inoculé le bioréacteur 

avec un échantillon de cheminée hydrothermale, mais ont utilisé du fluide hydrothermal comme 

milieu de culture afin de simuler au mieux les conditions in situ (Callac et al., 2015). Cela a 

permis d’enrichir des microorganismes de plusieurs taxa (Thermococcus, Archaeoglobus, 

Geoglobus, Sulfurimonas et Thermotoga), dont les représentants isolés pratiquent des 

métabolismes variés (hétérotrophie, réduction du soufre, du sulfate, du fer, oxydation de 

l’hydrogène…). Un prélèvement quotidien du milieu de culture a été réalisé afin d’analyser les 

consommations et productions de métabolites par les communautés microbiennes. Un modèle 

présentant les interactions entre les communautés microbiennes, le fluide hydrothermal et les 

minéraux dans le bioréacteur a ainsi été proposé. 

Houghton et al. ont également réalisé des cultures en bioréacteur à haute température 

(70 et 90 °C), en utilisant comme inoculum des échantillons de cheminées hydrothermales. La 

principale différence avec les études citées précédemment est le fait qu’ils aient incubé les 

cultures à haute pression (250 bar). La méthodologie employée ainsi que les résultats sont 

présentés dans la section Interactions entre les microorganismes et les minéraux.  

La culture en continu en bioréacteur permet de cultiver une plus grande diversité de 

microorganismes que la culture en batch, tout en contrôlant les conditions de culture. Il s’agit 

néanmoins d’une technique plus laborieuse à mettre en place, et qui nécessite un équipement 
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spécialisé ainsi qu’un suivi quotidien. C’est probablement pourquoi peu d’équipes utilisent 

cette méthode malgré les avantages qu’elle apporte. 

 

Enrichissements MPN 
 

 Une méthode qui est plus simple à appliquer, et qui requiert le même matériel que pour 

des cultures classiques est la technique d’enrichissement MPN (Most Probable Number). Elle 

est utilisée depuis plusieurs dizaines d’années par les microbiologistes pour estimer la 

concentration en cellules viables cultivables dans un échantillon (Cochran, 1950, Alexander, 

1983, Woomer, 1994). Le principe est de réaliser successivement des dilutions à partir d’un 

échantillon et d’observer jusqu’à quelle dilution une croissance microbienne se produit. En 

réalisant des réplicats et en diluant la culture jusqu’à extinction, il est possible d’estimer 

statistiquement la concentration initiale en microorganismes viables cultivables dans 

l’échantillon. 

 Cette technique permet d’enrichir spécifiquement certains microorganismes en fonction 

des conditions de culture qui sont imposées (source de carbone, donneurs et accepteurs 

d’électrons, pH, température…). Cela peut être un avantage pour une étude portant sur des 

organismes qui pratiquent un métabolisme en particulier. A l’inverse, si le but est d’étudier de 

manière exhaustive la diversité d’organismes cultivables, il est nécessaire de multiplier le 

nombre de conditions de culture pour pouvoir enrichir un maximum d’organismes. 

 

 Des enrichissements MPN ont été réalisés à partir d’échantillons de cheminées 

hydrothermales ou de fluides hydrothermaux dans différentes études afin d’estimer la 

concentration en microorganismes cultivables dans les échantillons, et de les identifier. Cette 

méthode est généralement pratiquée de manière complémentaire avec d’autres techniques et 

permet de répondre à différentes questions. 

 

 Par exemple Takai et al. ont réalisé des enrichissements MPN pour étudier la 

distribution des microorganismes dans une cheminée hydrothermale, en séparant la structure de 

la cheminée en plusieurs sous-échantillons (Takai et al., 2001). Les conditions de culture mises 

en place ciblaient des Thermococcus (milieu riche en matière organique incubé à 55, 75 et 90 

°C) et des Haloarcula, des Archaea halophiles (milieu à forte concentration en sel incubé à 30 

et 45 °C). Les résultats ont été complétés par des études moléculaires (clonage-séquençage, 
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quantification d’ARNr par hybridation dot blot, T-RFLP) et des comptages en microscopie à 

épifluorescence. 

Cette méthode a été appliquée par Topçuoglu et al. (Topçuoğlu et al., 2016) pour étudier 

les phénomènes de syntrophie entre des Archaea méthanogènes hydrogénotrophes et les 

microorganismes produisant de l’hydrogène dans les zones d’émission de fluide diffus à 55 et 

80 °C. Des conditions de culture favorables à ces deux métabolismes ont été mises en place, et 

la production de méthane ou d’hydrogène a été mesurée après les incubations. 

L’avantage de cette méthode est qu’elle est simple à mettre en place, et que le fait de 

contrôler les conditions de culture permet de cibler des microorganismes en fonction du 

métabolisme qu’ils pratiquent et des paramètres qui permettent leur croissance, comme la 

température. 

Cependant cette méthode comprend généralement un biais car les microorganismes 

présentant les plus forts taux de croissance sont plus facilement enrichis et détectés par rapport 

à ceux dont la croissance est plus lente. De plus, bien que les milieux de culture soient définis 

afin de cibler un métabolisme en particulier, il n’est pas toujours possible de déterminer quel 

métabolisme a été réalisé par les microorganismes cultivés, ni de faire un lien entre la 

concentration cellulaire calculée et l’activité métabolique de ces microorganismes. 

Mesures d’activité 

Une technique permettant de mesurer l’activité métabolique d’un microorganisme ou 

d’une communauté microbienne est l’utilisation de substrats radiomarqués. Le principe est 

d’introduire dans le milieu de culture des molécules comportant un isotope radioactif dont 

l’activité de désintégration radioactive initiale est connue. Ainsi, la quantité de molécules 

métabolisées par les microorganismes à l’issue de la culture peut être déterminée en mesurant 

l’activité radioactive dans les cellules. 

Cette méthode a principalement été employée lors d’études portant sur les communautés 

microbiennes des sédiments marins pour mesurer l’activité de différentes réactions 

métaboliques comme par exemple l’oxydation de composés soufrés (Jørgensen & Bak, 1991), 

la sulfato-réduction (Robador et al., 2009), la méthanogénèse (Roussel et al., 2015, Vigneron 

et al., 2015), l’acétogénèse (Roussel et al., 2015) ou l’oxydation de l’acétate (Roussel et al., 
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2015). Les sédiments mélangés à l’eau de mer (slurries) sont ensuite incubés en présence des 

substrats radiomarqués. 

 

 Des mesures d’activité par marquage radioactif ont également été réalisées dans 

quelques études sur les écosystèmes hydrothermaux. Perner et al. ont réalisé des mesures 

d’activité de fixation du carbone à partir d’échantillons de fluide hydrothermal (Perner et al., 

2010, Perner et al., 2011, Perner et al., 2013), tandis qu’Olins et al. se sont focalisés sur les 

communautés microbiennes anaérobies des cheminées hydrothermales. Les mesures d’activité 

ont été faites sur des mésocosmes préparés à partir de quatre échantillons de cheminées 

hydrothermales, incubés à 4, 25, 50 et 90 °C durant 72 h en présence de sulfure, de sulfate, de 

nitrate et de bicarbonate marqué au 14C, sous une atmosphère constituée d’azote. Ils ont montré 

que le taux de fixation de carbone inorganique par les communautés anaérobies était plus 

important à 4 °C, et diminuait avec l’augmentation de la température. En revanche il n’y avait 

pas de corrélation entre les taux de fixation du CO2 mesurés et la géochimie des sites où ont 

été prélevés les échantillons de cheminées. 

 

 Cette technique permet ainsi de réaliser avec précision des mesures d’activité 

métaboliques à partir de différents types d’échantillons (sédiments, fluide hydrothermal, 

cheminées hydrothermales…). Ses avantages sont la spécificité et la précision des mesures, 

cependant il s’agit d’une méthode complexe à mettre en place à cause des risques liés à la 

manipulation de sources radioactives non scellées. De plus, les résultats sont très dépendants 

des conditions d’incubation mises en place, notamment l’apport de substrats, qui peuvent 

favoriser la croissance et l’activité métabolique de certains organismes. Il est donc 

indispensable de mettre au point un protocole expérimental cohérent et de comparer uniquement 

des résultats acquis avec la même méthodologie. 

 

2) Etudes moléculaires 

 

 Bien qu’elles apportent de nombreuses informations et soient complémentaires entre 

elles, les méthodes culturales présentées comportent toutes le même biais car les 

microorganismes cultivables ne représentent qu’une faible partie de la diversité totale. De ce 

fait les résultats peuvent être sous-estimés, qu’il s’agisse de la concentration cellulaire pour les 

enrichissements MPN, ou les activités mesurées par marquage radioactif des substrats. Bien 
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que les cultures en continu en bioréacteur permettent d’enrichir une plus grande diversité de 

microorganismes que les cultures en batch, il reste une part non négligeable d’organismes qui 

ne peuvent pas être cultivés avec les techniques actuelles. 

Identification des microorganismes par des approches moléculaires 

Les techniques moléculaires, dont le développement est constant depuis la découverte 

des écosystèmes hydrothermaux, ont été utilisées dans de nombreuses études pour identifier les 

microorganismes qui y vivent. 

Une méthode communément employée est la réalisation d’inventaires moléculaire par 

clonage-séquençage ou séquençage haut-débit des gènes codant les ARNr 16S. La réalisation 

d’une banque de clones permet d’obtenir quelques dizaines à quelques centaines de séquences 

d’une longueur pouvant couvrir la quasi-totalité du gène. Le séquençage haut-débit, mis au 

point plus récemment, produit jusqu’à plusieurs dizaines de milliers de séquences par 

échantillon, d’une longueur maximale d’environ 500 pb pour du séquençage Illumina MiSeq 

paired-reads. 

L’identification des phylotypes microbiens par les approches moléculaires est rarement 

la seule technique utilisée dans une étude, au contraire il s’agit d’une approche complémentaire 

aux autres méthodes. Dans la plupart des études culturales, les phylotypes enrichis sont 

identifiés par séquençage des gènes codant les ARNr 16S. C’est le cas des différentes études 

présentées précédemment, qu’elles soient basées sur des approches culturales (cultures en 

batch, en continu, enrichissements MPN) ou basées sur le déploiement de colonisateurs in situ. 

Les amorces PCR spécifiques aux gènes ribosomaux sont nombreuses et évoluent au fur et à 

mesure que les bases de données de séquences s’enrichissent (Herlemann et al., 2011, 

Klindworth et al., 2013, Takahashi et al., 2014, Parada et al., 2016, Walters et al., 2016). 

Les premières réalisations de banques de clones à partir d’échantillons issus 

d’écosystèmes hydrothermaux ont permis de mettre en évidence l’importante diversité 

microbienne de ces environnements, ainsi que la présence de phylotypes incultivés comme par 

exemple les DHVE et les Epsilonbacteraeota avant que ces dernières ne soient isolées et 

décrites (Takai & Horikoshi, 1999, Corre et al., 2001, Hoek et al., 2003).  

Cependant les informations apportées par les études descriptives sont limitées, c’est 

pourquoi les inventaires moléculaires sont généralement associées à des mesures de paramètres 

physico-chimiques comme la minéralogie des cheminées (Zhou et al., 2009, Lin et al., 2016, 
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Li et al., 2017) ou la composition chimique du fluide hydrothermal (Flores et al., 2011, Lin et 

al., 2016, Ding et al., 2017). 

 

 Par exemple Li et al. ont couplé des données de minéralogie obtenues par diffraction 

aux rayons X (XRD) avec des données de séquençage haut-débit issues d’échantillons de trois 

cheminées hydrothermales du site Dudley de la dorsale Juan de Fuca (Li et al., 2017). Ils ont 

ainsi proposé un modèle conceptuel expliquant la succession des communautés microbiennes à 

différents stades d’évolution des cheminées hydrothermales. Ils ont alors tenté de répondre avec 

une approche moléculaire aux mêmes problématiques que des études citées précédemment, qui 

étaient basées sur le déploiement de colonisateurs in situ, ou basées sur des méthodes culturales. 

Les résultats de Li et al. ont montré la dominance de Bacteria hétérotrophes et dénitrifiantes 

dans une cheminée de sulfate (représentant le premier stade de formation des cheminées 

hydrothermales) et l’absence d’Archaea dans cette cheminée, ce qui est en partie congruent 

avec les résultats d’études impliquant de colonisateurs in situ (Corre et al., 2001, Alain et al., 

2004). 

 

 Bien que les inventaires moléculaires réalisés à partir de séquences de gènes codant les 

ARNr 16S permettent d’identifier les microorganismes présents dans l’écosystème et de 

déterminer leur diversité phylogénétique, ils n’apportent pas d’informations fonctionnelles 

fiables. Il est néanmoins possible d’inférer des caractères physiologiques ou métaboliques d’un 

phylotype à partir de sa taxonomie en se basant sur les données disponibles concernant les 

isolats les plus proches. Cependant ces données restent hypothétiques, car même si certains 

traits sont partagés entre tous les représentants cultivés d’un taxon donné, cela n’assure pas que 

ce soit le cas pour les représentants non cultivés. 

 

Séquençage de gènes fonctionnels et métagénomique 
 

 L’identification de gènes fonctionnels dans un génome permet d’obtenir des 

informations plus robustes concernant les métabolismes des microorganismes. Le fait de 

détecter un gène de fonction dans le génome d’un phylotype n’assure pas que le gène soit 

transcrit et que l’organisme pratique la réaction métabolique associée. Cependant, il s’agit 

généralement d’un indicateur plus fiable que les informations putatives issues de la taxonomie. 
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Deux principales techniques sont utilisées pour étudier les métabolismes 

potentiellement pratiqués par les microorganismes d’une communauté : l’amplification 

spécifique de gènes fonctionnels, ou les études de métagénomique. 

L’amplification de gènes fonctionnels est basée sur le même principe que 

l’amplification des gènes codant les ARNr 16S, mais cible des gènes codant pour des protéines 

dont la fonction métabolique est connue. Plusieurs métabolismes ont ainsi été étudiés, comme 

la méthanogenèse avec les gènes mcrA (Nercessian et al., 2005, Roussel et al., 2011, Olins et 

al., 2013), la méthanotrophie aérobie avec les gènes pmoA (Nercessian et al., 2005, Roussel et 

al., 2011), la sulfato-réduction avec les gènes dsrA (Nercessian et al., 2005, Roussel et al., 

2011), la fixation du carbone inorganique avec les gènes acl et cbb (Voordeckers et al., 2008, 

Crepeau et al., 2011, Olins et al., 2013), l’oxydation de l’ammonium avec les gènes amoA 

(Wang et al., 2009), l’oxydation de l’hydrogène avec les hydrogénases (Perner et al., 2010) et 

l’oxydation des composés soufrés avec les gènes sox et aprA (Crepeau et al., 2011). 

Cependant, comme dans le cas des inventaires moléculaires de gènes ribosomaux, cette 

approche est limitée par la couverture des amorces PCR (voir la section Lignées de 

microorganismes incultivés). Si les gènes fonctionnels des microorganismes étudiés ne sont pas 

couverts par les amorces utilisées, ils ne seront pas détectés. 

Les études de métagénomique ne sont pas concernées par cette contrainte et permettent 

d’obtenir des données plus complètes sur les génomes des organismes d’un écosystème si la 

profondeur de séquençage est suffisante. Le second avantage de cette approche est qu’elle n’est 

pas centrée sur un gène en particulier, et que le séquençage d’un échantillon permet d’étudier 

de nombreuses voies génétiques simultanément. Le nombre d’études de métagénomiques 

réalisées sur les écosystèmes hydrothermaux est relativement faible, surtout à partir 

d’échantillons de cheminées hydrothermales. Les biomasses parfois faibles ainsi que la 

présence de nombreux métaux peuvent être une cause, car cela rend difficiles les extractions 

d’ADN et les études moléculaires qui en découlent. Quelques études ont néanmoins été 

réalisées, notamment par Xie et al. qui ont séquencé des métagénomes à partir d’une cheminée 

de la dorsale Juan de Fuca dans l’Océan Est-Pacifique (Xie et al., 2011). Ces données ont permis 

d’identifier les microorganismes présents et d’inférer de potentiels traits physiologiques ou 

métaboliques à partir des gènes de fonction détectés. Ils ont ainsi mis en avant une importante 

proportion de transposases, pouvant être impliquées dans les transferts génétiques horizontaux, 

ainsi que la présence de gènes impliqués dans le chimiotactisme, la motilité, l’oxydation du 
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soufre et la fixation du carbone inorganique. Meier et al. ont également utilisé des outils 

métagénomiques et métaprotéomiques mais ont ciblé leur étude sur les cheminées inactives 

(Meier et al., 2018). Ils ont ainsi pu associer des caractéristiques taxonomiques à des 

métabolismes putatifs concernant les microorganismes qui colonisent les sites inactifs. Dans 

une autre optique que les études présentées ci-dessus qui se sont intéressées à l’intégralité des 

communautés microbiennes, les données de métagénomique peuvent être utilisées pour 

apporter des informations sur des microorganismes incultivés ciblés. Par exemple Brazelton et 

al. ont ainsi comparé les données d’un métagénome, séquencé à partir d’un échantillon de 

cheminée hydrothermale du site Lost City, au génome d’une souche du genre Thiomicrospira 

isolée d’un site basaltique de l’Océan Pacifique afin de comparer leurs potentiels génomiques 

(Brazelton & Baross, 2010). 

 

Limites des approches moléculaires 
 

 Les approches moléculaires permettent de s’affranchir des méthodes culturales pour 

étudier les microorganismes des environnements hydrothermaux et apportent ainsi de 

nombreuses informations supplémentaires sur les microorganismes non cultivables. Cependant, 

ces différentes techniques commencent toutes par une étape d’extraction d’ADN, qui présente 

plusieurs biais. 

 

 Les extractions d’ADN consistent à séparer l’ADN des autres molécules de 

l’échantillon : le substrat (cheminée hydrothermale broyée, panache hydrothermal proximal, 

milieu de culture liquide ou solide…) et les composants cellulaires (protéines, lipides…). Selon 

le substrat, différentes techniques sont utilisées. Par exemple pour un substrat liquide comme 

un échantillon de fluide hydrothermal, les cellules sont généralement concentrées sur un filtre, 

puis l’extraction d’ADN est réalisée sur ce même filtre (Cruaud et al., 2017). Pour un 

échantillon de cheminée hydrothermale, les minéraux sont broyés finement et les cellules sont 

séparées des minéraux à l’aide de microbilles. 

 Le moyen le plus rapide et répétable d’extraire les ADN est d’utiliser un kit commercial. 

De nombreux kits sont disponibles pour chaque type de substrat environnemental (fluide, 

sédiment…) et pour la plupart la lyse cellulaire est basée sur une lyse chimique et/ou 

mécanique. Cependant, même si l’approche est similaire entre ces kits, les différents protocoles 

peuvent mener à des résultats variables. Dans certains cas, l’utilisation de plusieurs méthodes 

d’extraction sur un même échantillon a produit des résultats variables dans l’analyse de 
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diversité (Luna et al., 2006, Carrigg et al., 2007). Dans d’autres cas, seule la quantité ou la 

qualité des ADN extraits étaient influencées (Ramírez et al., 2018). 

 Le choix de la méthode d’extraction est donc primordial pour limiter les biais dans les 

analyses en aval. 

Un autre risque possible est l’extraction d’ADN exogène conjointement à l’extraction 

d’ADN des cellules présentes dans l’échantillon. Cela concerne notamment les contaminations, 

qui peuvent provenir de l’environnement de travail, de l’expérimentateur ou encore des kits 

d’extraction. Ce risque augmente lorsqu’il s’agit d’un échantillon de faible biomasse, 

cependant, la réalisation des extractions d’ADN dans un environnement de travail dédié et 

aseptique permet de prévenir ces risques. Si une contamination ne peut être évitée lors des 

manipulations, il est nécessaire de retirer les contaminants dès les premières étapes d’analyse 

des données. Dans ce cas, les contaminants peuvent être identifiés en réalisant un blanc 

d’extraction dans lequel aucun ADN n’est censé être présent. Si de l’ADN est détecté et 

amplifié dans un blanc d’extraction, il s’agit d’une contamination entre échantillons ou d’une 

contamination exogène (Tanner et al., 1998, Salter et al., 2014, Zhong et al., 2018). 

Il est également possible que de l’ADN extracellulaire soit présent dans l’échantillon, 

alors que généralement le but des études moléculaires est d’analyser uniquement l’ADN des 

microorganismes viables. Néanmoins, l’influence de ces ADN extracellulaires sur les analyses 

semble être mineure car la stabilité des ADN dans le temps est limitée (Ramírez et al., 2018, 

Torti et al., 2018). 
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3) Interactions entre les microorganismes et leur environnement 

 

1) Influence de l’environnement sur les communautés microbiennes 

 

Influence de la composition du fluide hydrothermal sur les communautés microbiennes 
 

 Les paramètres physico-chimiques du fluide hydrothermal étant parfois très contrastés 

entre les différents sites hydrothermaux (voir la section Influence du substrat rocheux), ils 

peuvent avoir une influence importante sur les communautés microbiennes. 

 Les réactions métaboliques catalysées par les microorganismes, tout comme les 

réactions abiotiques, sont soumises aux lois de la thermodynamique. Il est ainsi possible de 

déterminer l’énergie potentiellement produite par une réaction métabolique, en fonction des 

conditions physico-chimiques, en calculant l’enthalpie libre ou énergie libre de Gibbs. De 

nombreuses études de thermodynamique ont été réalisées afin de déterminer l’énergie produite 

par les réactions métaboliques pratiquées par les microorganismes isolés ou par des réactions 

métaboliques supposées, qui ne sont pas pratiquées par les microorganismes cultivés (Thauer 

et al., 1977, Kelly, 1999, Amend & Shock, 2001, Amend et al., 2011, Amend & LaRowe, 2019, 

Amend et al., 2020). 

 

 Cependant l’énergie pouvant être produite par une réaction métabolique est très 

dépendante des conditions environnementales (pH, température, concentration en substrats et 

produits notamment). Il est donc important de prendre en compte ces paramètres afin de 

déterminer l’énergie que peut produire une réaction dans les conditions de vie des 

microorganismes. Plusieurs auteurs ont travaillé à partir de données de chimie et de température 

du fluide hydrothermal, mesurées in situ, et ont également intégré d’autres paramètres comme 

la structure et la composition minéralogique des cheminées hydrothermales, ce qui modifie la 

diffusion du fluide hydrothermal (McCollom & Shock, 1997, McCollom, 2000, McCollom, 

2007, Takai & Nakamura, 2011). Ces données théoriques ont également été couplées aux 

données de diversité microbienne (Houghton & Seyfried, 2010, Perner et al., 2011, Lin et al., 

2016, Dahle et al., 2018). 

 Des études ont également fait le lien entre les paramètres du fluide hydrothermal et la 

diversité ou l’activité des communautés microbiennes, sans intégrer de prévisions 
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thermodynamiques (Nakagawa et al., 2005, Perner et al., 2007, Perner et al., 2010, Flores et 

al., 2011, Olins et al., 2013, Steen et al., 2016, Fortunato et al., 2017, Olins et al., 2017). 

Les calculs thermodynamiques d’enthalpie libre des réactions in situ sont généralement 

basés sur un modèle de dilution entre le fluide hydrothermal et l’eau de mer, dont la composition 

chimique et la température ont été mesurées in situ.  

McCollom et al. ont réalisé plusieurs études basées sur cette méthodologie, dont deux 

études à partir des données d’un site de l’Océan Pacifique, EPR 21 °N (McCollom & Shock, 

1997, McCollom, 2000). Ils ont ainsi montré que, dans un même site hydrothermal, l’énergie 

produite par les réactions chimiolithoautotrophes variait dans le gradient thermique créé par la 

dilution du fluide hydrothermal par l’eau de mer. Ainsi, pour les températures inférieures à 38 

°C (dans les zones à forte influence de l’eau de mer) les réactions les plus favorables 

énergétiquement sont l’oxydation du sulfure d’hydrogène, du méthane, du fer ferreux et du 

manganèse. A l’inverse, pour les températures supérieures à 38 °C, la méthanogénèse et la 

réduction du soufre élémentaire ou du sulfate sont plus favorables. En prenant en compte les 

concentrations des différents substrats, qui sont limitantes dans les réactions métaboliques, le 

calcul de l’énergie pouvant être fournie par les métabolismes étudiés indique que la réaction la 

plus énergétique est l’oxydation aérobie du soufre, suivie dans l’ordre de l’oxydation aérobie 

de l’hydrogène, la méthanogénèse, la réduction du sulfate et l’oxydation du méthane. 

Takai et al. ont synthétisé des données issues de plusieurs études et ont présenté 

l’énergie produite par 14 réactions métaboliques dans deux gammes de température (< 50 °C et 

50 à 125 °C) pour 6 sites hydrothermaux (Takai & Nakamura, 2011). La synthèse de ces 

résultats, présentée dans la figure (Figure 16), montre que l’énergie maximale produite par les 

réactions chimiolithoautotrophes étudiées est principalement influencée par le site 

hydrothermal (et donc par la composition chimique du fluide hydrothermal). Bien qu’il ait été 

présenté dans le paragraphe précédent que l’énergie produite variait dans les différentes zones 

du gradient thermique, ce phénomène reste secondaire. L’exemple de la disponibilité en 

hydrogène a été mis en avant et montre une corrélation entre la concentration en hydrogène, 

l’énergie disponible pour la réaction de méthanogénèse et le nombre de cellules viables 

cultivables par gramme de cheminée. 
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Figure 16 : Représentation graphique de l’énergie maximale produite par des métabolismes 
chimiolithoautotrophes dans deux gammes de température (« Mesophilic zone » : inférieure à 
50 °C et « Thermophilic zone » : 50 à 125 °C) pour plusieurs sites hydrothermaux. Figure 
publiée par Takai et al. (Takai & Nakamura, 2011). 

 

 L’enthalpie libre de plusieurs réactions métaboliques a été calculée pour des conditions 

physico-chimiques de plusieurs sites hydrothermaux ultramafiques ou basaltiques par Amend 

et al. (Amend et al., 2011). Les sites ultramafiques présentent généralement une concentration 

supérieure en hydrogène liée au substrat mantellique par rapport aux sites basaltiques (voir la 

section Influence du substrat rocheux). Ainsi, pour les sites ultramafiques, l’oxydation de 

l’hydrogène serait le métabolisme le plus énergétique pour les températures inférieures à 45 °C. 

A l’inverse, aux températures plus élevées, les réactions les plus énergétiques seraient 

l’oxydation du méthane, du fer ferreux et du manganèse. Concernant les sites basaltiques, 

l’oxydation des sulfures serait plus énergétique à toutes les températures étudiées. L’énergie 

requise pour assurer les processus anaboliques par les microorganismes chimiolithoautotrophes 
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(synthèse d’acides aminés, nucléotides, lipides, glucides) serait plus faible dans les basses 

températures (22 à 32 °C). Ces réactions nécessiteraient un coût métabolique moins élevé dans 

les sites ultramafiques que dans les sites basaltiques, facilitant ainsi la croissance des 

microorganismes. Les auteurs émettent l’hypothèse que cela pourrait favoriser la présence 

d’une plus forte diversité des communautés microbiennes dans les sites ultramafiques. 

Ces hypothèses basées sur les calculs thermodynamiques, qui proposent une corrélation 

entre la chimie du fluide hydrothermal et le développement de microorganismes selon le 

métabolisme qu’ils pratiquent, ont été validées par plusieurs études. 

Dans cette optique, Flores et al. ont étudié la diversité des communautés microbiennes 

de deux sites hydrothermaux de la ride médio-Atlantique : Rainbow et Lucky Strike (Flores et 

al., 2011). Le premier étant un site ultramafique et le second un site basaltique, les 

concentrations en hydrogène dans le fluide hydrothermal sont différentes (respectivement 16,9 

mM contre 0,071 mM au maximum) et font de Rainbow un site présentant des conditions 

chimiques plus réductrices. 

L’analyse des gènes codant les ARNr 16S, mcrA et dsrB (impliqués respectivement dans 

la méthanogénèse et la réduction des composés soufrés) a montré que des Archaea 

méthanogènes étaient présentes sur Rainbow et absente de Lucky Strike (Nercessian et al., 

2005). Les gènes mcrA ont également été détectés sur Rainbow mais pas sur Lucky Strike, et 

le nombre de copies des gènes dsrB était plus élevé sur les échantillons du site Rainbow. Il 

semble donc que ce soient les conditions physico-chimiques du site ultramafique Rainbow, 

incluant une concentration en hydrogène plus élevée, qui permettent la croissance d’Archaea 

méthanogènes qui sont des organismes anaérobies oxydant l’hydrogène. 

Dahle et al. ont calculé l’énergie disponible pour plusieurs réactions métaboliques à 

partir des données physico-chimiques de deux sites hydrothermaux de la dorsale de l’Océan 

Arctique (Dahle et al., 2018). L’un des deux sites, Bruse, était fortement enrichi en méthane et 

en hydrogène en comparaison du second site, Soria Moria (concentrations respectives en 

méthane 5400 et 0,4 µM et en hydrogène 10 et0,30 µM). La concentration en sulfure 

d’hydrogène était moins contrastée entre les deux sites (respectivement 0,41 et 0,18 mM). De 

ce fait, l’énergie disponible pour les réactions d’oxydation du méthane était fortement 

supérieure à celle des réactions d’oxydation des composés soufrés pour le site Bruse, et 

inversement pour le site Soria Moria. 
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 L’analyse de la diversité microbienne dans plusieurs échantillons de ces deux sites par 

séquençage 454 des gènes codant les ARNr 16S a montré que la proportion relative de 

microorganismes oxydant le méthane (Methanococcales et ANME-1) était de 10 à 60 % pour 

les échantillons du site Bruse, et de 20 % au maximum pour les microorganismes sulfo-

oxydants (Epsilonbacteraeota). Tandis que pour le site Soria Moria, les organismes sulfo-

oxydants représentaient jusqu’à 90 % de la diversité et peu d’organismes oxydant le méthane 

avaient été détectés. Les calculs d’enthalpie libre des différentes réactions métaboliques ont 

donc permis d’expliquer en partie les différences observées entre les communautés 

microbiennes de ces deux sites. 

 

 Rommevaux et al. ont lié l’utilisation de colonisateurs in situ à une analyse des 

variations de la composition du fluide hydrothermal au cours du temps (cette étude est présentée 

dans la section Colonisateurs in situ). Ils ont ainsi montré qu’il existait potentiellement un lien 

entre l’évolution temporelle de la composition chimique du fluide hydrothermal et la diversité 

des communautés microbiennes (Rommevaux et al., 2019). 

  

 Ces résultats mettent donc en évidence la forte influence exercée par les paramètres 

physico-chimique du fluide hydrothermal sur les communautés microbiennes. Ils sont confortés 

par d’autres études qui ont montré que cette influence concernait la diversité phylogénétique et 

fonctionnelle des communautés microbiennes (Perner et al., 2010, Lin et al., 2016, Steen et al., 

2016, Fortunato et al., 2017) ainsi que leur activité métabolique (Perner et al., 2011, Perner et 

al., 2013). 

 

Influence de la structure des cheminées hydrothermales sur les communautés 
microbiennes 
 

 Comme il a été présenté dans la section Formation des cheminées de type fumeur noir, 

la structure des cheminées hydrothermales est fortement hétérogène : le conduit central est 

entouré de sulfures massifs et les zones périphériques sont constituées d’un mélange de sulfures 

et de sulfates. Ces différents minéraux ne présentent pas la même porosité, par conséquent le 

fluide hydrothermal et l’eau de mer ne circulent pas aussi librement dans les zones internes des 

cheminées que dans les parties périphériques. 

 Il en résulte la formation de nombreux micro-habitats pour les microorganismes qui 

présentent des conditions physico-chimiques sont différentes (température, pH, disponibilité en 
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donneurs et accepteurs d’électrons…). Ces conditions favorisent une séparation spatiale des 

microorganismes dans les cheminées hydrothermales. 

Cette séparation des communautés microbiennes dans les différentes zones des 

cheminées hydrothermales a été mise en évidence par plusieurs études, dans lesquelles des 

cheminées ont été sous-échantillonnées. La diversité microbienne a ensuite été étudiée par des 

méthodes culturales (enrichissements MPN par exemple) ou moléculaires (séquençage des 

gènes codant les ARNr 16S) et les concentrations en microorganismes ont été déterminées par 

comptage en microscopie à épifluorescence ou PCR quantitative. 

Un résultat commun à ces études est la variation de la concentration cellulaire entre les 

différentes zones des cheminées hydrothermales. La concentration en microorganismes est plus 

élevée dans les parties périphériques des cheminées, dans les premiers millimètres aux premiers 

centimètres en partant de la surface extérieure, ainsi que dans les zones supérieures (Harmsen 

et al., 1997). Selon les études et les cheminées échantillonnées, la concentration estimée dans 

ces zones est dans un ordre de grandeur de 1.107 à 1.108 cellules par gramme de cheminée 

(Takai et al., 2001, Schrenk et al., 2003, Li et al., 2014), tandis que dans les zones internes des 

cheminées, à proximité du conduit central, la concentration est de l’ordre de 1.104 à 1.105 

cellules par gramme de cheminée. 

Ces résultats sont expliqués par le gradient de température qui traverse les cheminées : 

le fluide hydrothermal qui circule dans le conduit central peut atteindre une température 

supérieure à 300 °C, qui est largement trop élevée pour permettre le développement de 

microorganismes. Les minéraux au contact direct du fluide hydrothermal présentent également 

une température trop élevée, mais en s’éloignant du conduit central et du fluide hydrothermal, 

des zones de température plus modérées (autour de 100 °C) sont adaptées au développement de 

microorganismes hyperthermophiles. 

Les travaux de Li et al. résument bien la complexité de la structure des cheminées 

hydrothermales et l’impact que cela provoque sur l’installation des communautés microbiennes 

dans les différentes zones des cheminées (Li et al., 2014). 

Une cheminée hydrothermale du site Dudley de la dorsale Juan de Fuca a été prélevée, 

coupée transversalement et sous-échantillonnée en 10 parties (Figure 17). La composition 

minéralogique de chaque sous-échantillon a été déterminée par diffraction aux rayons X (XRD). 

La diversité microbienne a été étudiée par RFLP et clonage-séquençage des gènes codant les 
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ARNr 16S et les biomasses ont été estimées par PCR quantitative des gènes codant les ARNr 

16S.  

 

 
Figure 17 : Photographie et schémas présentant le sous-échantillonnage réalisé sur la 
cheminée étudiée par Li et al. (Li et al., 2014). a : surfaces extérieures ; b : zones externes des 
couches intermédiaires ; c : zones internes des couches intermédiaires ; d : zones internes 
proches des conduits ; e : conduit central actif. Py : pyrite ; Mar : marcasite ; Sph : sphalérite ; 
Wur : wurtzite ; Cpy : chalcopyrite. Thm : Thermococcales ; Des : Desulfurococcales ; 
DHVE : deep-sea hydrothermal vent Euryarchaeota. 

 

 La figure (Figure 17) illustre la complexité que peut présenter la structure interne d’une 

cheminée hydrothermale. Deux conduits sont visibles, le conduit noté P qui était encore ouvert 

au moment du prélèvement de la cheminée, où circulait le fluide hydrothermal, et le conduit Q 

qui était fermé par la précipitation des minéraux. Les autres sous-échantillons des parties 

internes sont séparés en trois zones (couches intermédiaires internes et externes, et zones 

internes proches des conduits). Ces différentes zones présentent des compositions 

minéralogiques variées : le conduit central (P0) est principalement composé chalcopyrite et de 
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pyrite (49,4 et 34,8 %), les zones internes proches du conduit (P3 et Q3) sont surtout composées 

de pyrite (70 %) tout comme les zones internes des couches intermédiaires (P4, P5 et P6) qui 

sont les parties qui présentent la plus forte porosité. Les zones périphériques (P1 et Q1) sont 

constituées majoritairement de marcasite et de pyrite. 

Les extractions d’ADN n’ont pas permis d’extraire une concentration en ADN 

quantifiable à partir de l’échantillon P0, ce qui confirme les résultats des études présentées 

précédemment. La température au niveau du conduit où circule le fluide hydrothermal doit être 

trop élevée pour permettre la croissance de microorganismes. La concentration en 

microorganismes estimée à partir des concentrations d’ADN est de l’ordre de 1.104 cellules par 

gramme de cheminée dans les zones internes (P3 et Q3) contre 1.107 dans les zones externes 

(P1 et Q1), avec des valeurs moyennes de 1.105 et 1.106 dans les zones intermédiaires. Cela 

confirme donc que la température est un des principaux facteurs contrôlant les populations 

microbiennes. Dans l’ensemble, la concentration en ADN d’Archaea subit moins de variations 

que la concentration en ADN de Bacteria entre les différentes zones.  

La disponibilité en substrat permet aussi d’expliquer la distribution des communautés 

microbiennes. Ainsi, l’intérieur de la cheminée est principalement colonisé par des 

microorganismes hyperthermophiles dont les représentants cultivés pratiquent un métabolisme 

de réduction du soufre (Thermococcales et Desulfurococcales). Tandis que les zones externes 

sont surtout colonisées par des organismes mésophiles sulfo-oxydants (Epsilonbacteraeota et 

Gammaproteobacteria). 

La température dans les différentes zones de la cheminée a été estimée d’après les 

températures de croissance connues des microorganismes détectées. Ainsi la température du 

conduit central (P0) est estimée entre 120 et 330 °C, une température élevée à laquelle aucun 

microorganisme connu ne peut se développer. Le gradient thermique dans cette zone est donc 

très abrupt. Dans les zones internes proches des conduits (P3 et Q3), la température est estimée 

à environ 120 °C et est donc adaptée à la croissance d’Archaea hyperthermophiles qui y ont été 

détectées. Dans les couches intermédiaires, la température de l’ordre de 40 à 90 °C, serait 

adaptée à la croissance d’organismes mésophiles et thermophiles tandis que la température à la 

surface de la cheminée (P1 et Q1) serait diminuée à 15 à 40 °C par la présence d’eau de mer. 

Ainsi les seuls microorganismes détectés dans les zones internes des cheminées 

hydrothermales sont des Archaea hyperthermophiles comme des Thermococcales, 

Archaeoglobales, Desulfurococcales ou des Archaea méthanogènes (Harmsen et al., 1997, 

Schrenk et al., 2003, Kormas et al., 2006, Pagé et al., 2008). 
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 A l’inverse, dans les zones périphériques, sont également présentes des Bacteria 

thermophiles comme des Aquificales et des Thermales ainsi que des mésophiles comme 

certaines Epsilonbacteraeota et Gammaproteobacteria (Kormas et al., 2006, Li et al., 2014). 

Des Archaea sont aussi détectées dans ces parties dont la température est plus modérée, 

notamment des groupes d’Archaea marines incultivées adaptées aux basses températures 

(Schrenk et al., 2003). Nakagawa et al. ont montré la présence d’Archaea hyperthermophiles 

comme des Thermococcales dans les trois premiers millimètres de la surface d’une cheminée. 

Cela indique que le gradient thermique peut parfois être plus abrupt et que la température peut 

être élevée même dans les parties externes des cheminées. 

 

2) Interactions entre les microorganismes et les minéraux 

 

 Les microorganismes des écosystèmes hydrothermaux entretiennent de nombreuses 

interactions avec leur environnement. Tout d’abord, les processus métaboliques d’oxydation ou 

de réduction des composés minéraux (S0, H2, Fe3+, NO3-, SO42-, S2O32-… ), que les 

microorganismes catalysent pour produire de l’énergie, peuvent être considérés comme une 

interaction entre les microorganismes et leur environnement minéral (Edwards et al., 2005). 

Ces réactions métaboliques sont détaillées dans la section Diversité métabolique et sont 

qualifiées d’assimilatrices, si les composés minéraux sont incorporés dans la cellule, et sont 

dites dissimilatrices dans le cas contraire (Holden & Adams, 2003). 

 

 Certaines réactions catalysées par les microorganismes mènent à la précipitation 

d’éléments minéraux qui peuvent s’accumuler à l’intérieur des cellules où être excrétés dans le 

milieu (Ehrlich, 1999, Gadd, 2010). 

 Différents processus de ce type ont été ont été décrits pour des microorganismes isolés 

d’environnements hydrothermaux. C’est le cas d’Archaea hyperthermophiles, comme certaines 

souches de Thermococcus, qui produisent des nanocristaux de greigite (Fe3S4) en présence de 

sulfate de fer. Ces nanocristaux (Figure 18) peuvent rester stables dans le milieu de culture 

pendant plusieurs semaines (Gorlas et al., 2018). Deux souches appartenant aux genres 

Pyrodictium et Hyperthermus, des Archaea hyperthermophiles, ont été isolées d’une cheminée 

hydrothermale contenant des oxy-hydroxydes de fer. L’analyse de leur métabolisme ex situ a 

montré leur capacité à produire de la magnétite (Fe3O4) et du fer ferreux (Fe2+) à partir de 
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ferrihydrite [Fe10O14(OH)2)]. Ces deux souches sont donc capables de réduire un minéral 

ferreux par contact sans nécessiter la présence de Fe3+ dissous (Jennifer Lin et al., 2014). 

Figure 18 : Photographies en microscopie électronique à transmission présentant la 
production de greigite par des Thermococcales. A : T. nautili, barre d’échelle = 100 nm ; B : 
T. kodakarensis, barre d’échelle = 500 nm. Les nanocristaux de greigite sont indiqués par des 
flèches noirs. Publié par Gorlas et al. (Gorlas et al., 2018). 

Ces souches sont des exemples de la capacité de certains microorganismes à pratiquer 

des métabolismes peu documentés impliquant des processus de biominéralisation à haute 

température. Des processus similaires sont observés à plus basse température, notamment dans 

le cas de symbioses bactériennes avec des animaux comme la crevette hydrothermale Rimicaris 

exoculata. Cette espèce endémique des sources hydrothermales, qui vit dans le pôle froid à 

proximité des émissions de fluide diffus, héberge des communautés bactériennes dans sa cavité 

branchiale et perd ses symbiontes à chaque mue. Après la colonisation par les communautés 

bactériennes, un dépôt progressif d’oxyde de fer sous forme de ferrihydrite provoque une 

coloration des scaphognatites et des lames branchiales des crevettes (Gloter et al., 2004, Corbari 

et al., 2008). Il est supposé que cette accumulation d’oxydes de fer, qui est corrélée avec la 

colonisation des microorganismes, soit causée par des Bacteria symbiotiques ferro-oxydantes 

(Zbinden et al., 2004). 

Houghton et al. ont étudié ces processus en réalisant des cultures en continu en 

bioréacteur sous pression (250 bar) en utilisant des échantillons de cheminées hydrothermales 

comme inoculum et source de minéraux. Les cultures ont été incubées à deux températures (70 

ou 90 °C) en présence de nitrate (20 mM) (Houghton et al., 2007). Dans les deux cas, la 
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production de sulfate mesurée était trop élevée pour être due uniquement à la dissolution de 

l’anhydrite (CaSO4). Dans l’incubation à 70 °C, les auteurs suggèrent une oxydation de la 

pyrrhotite couplée à la réduction du nitrate, car les microorganismes enrichis appartenaient aux 

genres Persephonella, Hydrogenivirga et Desulfurobacterium dont les représentants isolés sont 

capables de réduire les nitrates. La principale différence observée à 90 °C est une production 

de fer ferreux (0,5 mM). Elle est potentiellement due à la réduction du fer ferrique par des 

phylotypes appartenant aux genres Aquifex ou Hydrogenivirga ou à des lignées d’Archaea 

incultivées (DHVE-3 et DHVE-5). 

 

 La plupart des métabolismes décrits sont basés sur l’oxydation ou la réduction de 

composés dissous, et les processus impliquant des minéraux sont encore peu documentés. Au 

vu de la diversité des minéraux composant les cheminées hydrothermales, ces processus doivent 

pourtant avoir un rôle important dans les écosystèmes hydrothermaux, notamment dans les sites 

inactifs lorsqu’il n’y a plus d’apport d’éléments réduits par le fluide hydrothermal (Li et al., 

2017, Hou et al., 2020). 
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Contexte et objectifs de l’étude 

This section is also presented in English below 

Contexte de l’étude 

Depuis la découverte des sources hydrothermales océaniques profondes en 1977, de 

nombreuses études ont permis de mieux comprendre le fonctionnement des écosystèmes qui y 

sont associés. Les communautés microbiennes présentes sont diversifiées tant du point de vue 

phylogénétique que métabolique, et les microorganismes entretiennent des interactions 

complexes et réciproques avec leur environnement. 

Plusieurs méthodologies ont été appliquées pour étudier les communautés microbiennes 

et leur relation avec l’environnement hydrothermal, et chacune présente des avantages ainsi que 

des inconvénients. Les principales approches employées sont le déploiement de colonisateurs 

in situ, la réalisation de cultures d’enrichissement et d’isolement ainsi que l’utilisation de 

méthodes moléculaires. 

Les colonisateurs in situ permettent de conserver au maximum les conditions naturelles 

de l’environnement hydrothermal. Cependant, les difficultés d’accès aux sites hydrothermaux 

océaniques profonds limitent l’utilisation des colonisateurs in situ et la durée de leur 

déploiement est généralement assez courte (de quelques jours à quelques semaines) comparée 

à l’échelle de temps de la formation d’une cheminée hydrothermale (de quelques jours à 

quelques années). Il est donc difficile d’étudier la dynamique temporelle des communautés sur 

une durée plus longue que celle qui correspond aux premiers stades de maturation des 

cheminées hydrothermales.  

Les méthodes culturales ex situ permettent de contrôler les conditions de culture pour 

étudier la physiologie, le métabolisme, la génétique et l’écologie des microorganismes 

hydrothermaux. Néanmoins, il faut prendre en compte que la réponse des microorganismes à 

ces conditions artificielles peut varier par rapport à leur mode de vie dans l’environnement. De 

plus, seule une faible partie de la diversité microbienne peut être cultivée avec les techniques 

actuelles et de nombreux microorganismes ne peuvent être étudiés grâce aux méthodes 

culturales. 
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Les approches moléculaires s’affranchissent de la nécessiter de cultiver les 

microorganismes pour les étudier. Elles permettent ainsi d’obtenir des données sur les 

communautés microbiennes cultivées et incultivées. Les techniques de séquençage haut-débit, 

qui profitent d’un développement rapide depuis plusieurs années, ont mis en avant la présence 

d’une importante diversité phylogénétique et fonctionnelle, grâce aux techniques de 

métagénomique. Ces grandes quantités de données sont néanmoins à prendre en compte avec 

un certain recul, car les informations obtenues restent généralement putatives. De plus, 

l’échantillonnage est une étape primordiale pour assurer la robustesse des résultats produits par 

les techniques moléculaires. De même que les études utilisant des colonisateurs in situ, les 

études moléculaires réalisées à partir d’échantillons provenant de sites différents produisent des 

résultats qu’il est difficile de comparer. 

Ces approches sont donc très différentes, mais surtout complémentaires. C’est pourquoi 

de nombreuses études couplent des techniques de culture ainsi que des méthodes moléculaires. 

La confrontation des résultats issus de ces approches à des données environnementales est 

généralement le meilleur moyen de comprendre le mode de vie et l’écologie des 

microorganismes vivant dans un environnement. 

Les processus de colonisation des édifices hydrothermaux par les microorganismes ainsi 

que la dynamique spatiale et temporelle des communautés microbiennes ont fait l’objet de 

recherches impliquant les méthodologies décrites précédemment. Cependant les résultats de ces 

études sont parfois contradictoires, ce qui indique que de nombreux facteurs influencent ces 

phénomènes. Il reste donc nécessaire de continuer l’effort de recherche afin de mieux 

comprendre comment les microorganismes colonisent les cheminées hydrothermales, et 

comment les communautés évoluent dans ces écosystèmes particuliers. 
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Problématique et objectifs de l’étude 

La présente étude a pour but de répondre à trois questions majeures : 

¾ Quels microorganismes sont les premiers colonisateurs des écosystèmes

hydrothermaux ?

¾ Comment se succèdent les communautés microbiennes au cours de la maturation des

édifices hydrothermaux ?

¾ Quels sont les interactions qu’entretiennent les microorganismes avec l’environnement

abiotique ?

Pour apporter des réponses à ces questions, des techniques complémentaires ont été 

utilisées. Une présentation globale de la méthodologie utilisée est résumée dans la Figure 19. 

Tout d’abord, l’étude est basée sur un échantillonnage rigoureux des cheminées 

hydrothermales et du panache proximal associé (cadre 1 sur la Figure 19). Les cheminées ont 

été prélevées en deux parties, lorsque cela était possible, afin de séparer les zones supérieures, 

constituées majoritairement de sulfates, et les zones inférieures, constitués majoritairement de 

sulfures. 

Les échantillons de cheminées hydrothermales ont été analysés par diffraction aux 

rayons X, et des sections polies de minéraux ont été observées au microscope pour déterminer 

la composition minéralogique des cheminées et estimer leur stade de maturation (6). 

Des extractions d’ADN ont été réalisées à partir des échantillons de cheminées 

hydrothermales et du panache proximal associé, puis les gènes codant les ARNr 16S ont été 

séquencés par la méthode Illumina MiSeq (3). Les données de diversité microbienne et de 

minéralogie ont été regroupées dans des analyses statistiques afin de chercher des relations entre 

le stade de maturation des cheminées hydrothermales et la diversité des communautés 

microbiennes. 

Les échantillons de cheminées hydrothermales ont été conditionnés pour permettre de 

réaliser des cultures de microorganismes. Ainsi, des enrichissements MPN et des mesures 

d’activité ont été réalisés à partir de quatre échantillons de cheminées hydrothermales 

représentatifs des deux principaux stades de maturation des cheminées. Plusieurs conditions de 

température et de disponibilité en substrats ont été mises en place pour les enrichissements 

MPN, afin d’estimer la concentration en microorganismes viables cultivables dans des 
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échantillons de cheminées hydrothermales (4). Les consommations et productions de 

métabolites ont été mesurées pour déterminer les métabolismes pratiqués par les 

microorganismes enrichis (8). Des mesures d’activité métabolique ont été réalisées à l’aide de 

molécules radiomarquées à partir des mêmes échantillons que les enrichissements MPN afin de 

mesurer les taux de fixation de carbone par les métabolismes autotrophes ou hétérotrophes à 

plusieurs températures d’incubation (5). 

 

 Des cultures d’enrichissement en bioréacteur ont été réalisées à bord durant les 

campagnes océanographiques pour étudier in vitro la croissance des microorganismes dans des 

conditions se rapprochant des conditions in situ (2). Des échantillons de panache hydrothermal 

proximal ont servi de milieu de culture et les bioréacteurs ont été inoculés avec des échantillons 

de cheminées hydrothermales. Les microorganismes enrichis ont été identifiés par séquençage 

haut-débit des gènes codant les ARNr 16S (3). 

 

 Des cultures d’enrichissement de Bacteria sulfo-oxydantes ont été réalisées à partir d’un 

échantillon de cheminée hydrothermale (7). A partir de ces enrichissements, une souche 

appartenant à une nouvelle espèce du genre Persephonella a été isolée et caractérisée. Ce genre 

étant un exemple concret d’adaptation des microorganismes à l’environnement hydrothermal, 

des expérimentations complémentaires ont été réalisées afin d’étudier en détail le métabolisme 

et la physiologie de la souche (8). Les résultats de cette étude ont été présentés dans un article 

qui a été publié en janvier 2021 dans la revue Systematic and Applied Microbiology. 

 

Plan du manuscrit 
 

 Les matériels et méthodes utilisés dans cette étude sont décrits dans le chapitre 2. Les 

résultats de l’analyse minéralogique des échantillons de cheminées hydrothermales ont été 

utilisés pour estimer le stade de maturation des cheminées et servent ainsi d’échelle de temps 

dans les autres études. Ils font donc l’objet d’une partie dédiée dans le chapitre 3. Le chapitre 4 

décrit ensuite la diversité phylogénétique et la structure des communautés microbiennes des 

cheminées hydrothermales et du panache proximal. Les résultats des cultures en continu en 

bioréacteur y sont également présentés. Le chapitre 5 complète ces résultats avec des données 

fonctionnelles obtenues en réalisant des enrichissements MPN et des mesures d’activité. Le 

chapitre 6 présente les travaux de caractérisation de la souche MO1340 du genre Persephonella, 

qui est un exemple d’adaptation des microorganismes à l’environnement hydrothermal. Enfin, 
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les résultats des différentes approches sont synthétisés et discutés dans le chapitre 7 qui tente 

de répondre à la problématique du sujet de thèse. 

Figure 19 : Résumé graphique de la méthodologie appliquée durant la présente étude. Cadres 
verts : techniques culturales ; Cadres bleus : techniques moléculaires ; Cadre brun : 
techniques minéralogiques ; Cadre rose : techniques d’analyse chimique. Détail dans le texte. 
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 Context and objectives of the study 
 

Context of the study 
 

 Since the discovery of deep-sea hydrothermal vents in 1977, numerous studies have 

provided a better understanding of hydrothermal ecosystems. The associated microbial 

communities exhibit high phylogenetic and metabolic diversity and the microorganisms 

maintain complex interactions with their environment. 

 

 Different methods were used to study the microbial communities and their interactions 

with hydrothermal environments, each method presenting advantages and limitations. It 

concerns deployment of in situ colonizers, enrichment and isolation cultures and molecular 

approaches. 

 

 The deployment of in situ colonizers is useful because it conserves the natural conditions 

of hydrothermal environment. However, because of the depth of hydrothermal vents the access 

to the sites is difficult and it limits the period of deployment to a few weeks or months. 

Compared to the time scale of hydrothermal chimneys growth this duration is very short. Hence 

it is complicated to study the temporal dynamics of microbial communities on a time scale that 

exceeds the first stage of chimneys growth. 

 The ex situ cultural methods give the possibility to control the culture conditions in order 

to investigate the physiology, metabolism, genetic and ecology of microbial communities of 

hydrothermal vents. Nevertheless it is important to keep in mind that the conditions are 

artificial, and that the microorganisms may present a different response in natural settings. 

Moreover, only a small fraction of the diversity of microorganisms can be cultivated by the 

actual techniques, and numerous microorganisms cannot be studies using cultural methods. 

 The molecular approaches do not require to cultivate the microbial communities and 

allow to study cultivated and uncultivated microorganisms. The high throughput sequencing 

methods benefit from a fast and regular development and have highlighted the great 

phylogenetic diversity of microbial communities, as well as the functional diversity owing to 

metagenomics. However, those big data must be interpreted carefully because most of time the 

information remain putative. Besides, the sampling step is essential to ensure robustness of the 

results produced by molecular methods. As for the studies using in situ colonizers, the results 
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produced by molecular approaches based on samples collected from different sites are uneasy 

to compare. 

Those methods are thus very different, but above all they are complementary. This is 

the reason why numerous studies employed cultural and molecular studies. Comparing the 

results from these approaches to environmental data is usually the most efficient way to 

understand the ecology and lifestyle of microorganisms in each environment. 

The colonization processes of hydrothermal vents by microorganisms, as well as spatial 

and temporal dynamics of microbial communities were investigated by studies that employed 

the methods described above. However these studies have sometimes produced contrasting 

results, meaning that numerous factors influence those phenomena. Thus it is still necessary to 

continue the investigations to better understand how the microorganisms colonize hydrothermal 

chimneys and how the communities succeed over time in these ecosystems. 

Problematics and aims of the study 

The objective of the current study is to answer to three main questions: 

¾ Which microorganisms are the first colonizers of hydrothermal ecosystems?

¾ How do the microbial communities succeed over the hydrothermal chimneys growth?

¾ How do microorganisms interact with their environment?

To answer to these questions, complementary methods were used. The methodological 

approach is presented in the Figure 20. 

First, the study is based on a meticulous sampling of hydrothermal chimneys and the 

associated plume (frame 1 on the Figure 20). The chimneys were collected in two steps when 

it was possible in order to separate the upper parts, mainly composed of sulfates, and the lower 

parts, mainly composed of sulfides. 

The hydrothermal chimney samples were analysed by X-ray diffraction, and 

microscopic observations of thin sections were realized. The aim was to determine the 

mineralogical composition of the samples in order and to estimate the growth stage of chimneys 

(6). 

DNA extractions were performed from hydrothermal chimneys and fluid samples then 

16S rRNA genes were sequenced by Illumina MiSeq (3). The data from microbial diversity 
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study and mineralogical study were statistically analysed to explore possible relations between 

the growth stage of hydrothermal chimneys and the diversity of microbial communities. 

 

 Hydrothermal chimney samples were also conditioned to realize microbial cultures. 

MPN enrichments and activity measurements were performed using four hydrothermal 

chimney samples that were representative of the two main stages of chimneys growth. 

Incubations were performed at different temperatures and in the presence of various substrates 

to estimate to concentration of viable culturable microorganisms in the chimney samples (4). 

The consumption of substrates and the production of metabolites were measured to identify the 

metabolisms performed by the enriched microorganisms (8). Activity measurements with 

radiolabelled substrates were realized using the same samples as the MPN enrichments to 

measure the carbon fixation rate by autotrophs and heterotrophs at different incubation 

temperatures (5). 

 

 Continuous cultures in bioreactor were performed on-board during the oceanographic 

cruises to study in vitro the microbial growth in conditions that tried to be closer to the in situ 

conditions (2). Hydrothermal proximal plume fluid samples were used as culture media and 

bioreactors were inoculated with hydrothermal chimney samples. The enriched microorganisms 

were identified by high-throughput sequencing of 16S rRNA genes (3). 

 

 Enrichment cultures of sulfur-oxidizing Bacteria we performed using  hydrothermal 

chimney sample as inoculum (7). From these enrichments, a strain belonging to a new species 

of the genus Persephonella was isolated and characterised. The genus being a concrete example 

of microbial adaptation to hydrothermal vents, complementary experimentations were realized 

to investigate the metabolism and physiology of the strain (8). The results from this study were 

published in January 2021 in the journal Systematic and Applied Microbiology. 

 

Manuscript plan 
 

 The materials and methods used in the present study are described in the chapter 2. The 

results of the mineralogical analysis of hydrothermal chimney samples were used to estimate 

the stage of growth of chimneys and so are used as time scale in the other studies. They are 

therefore the subject of a dedicated section in chapter 3. The chapter 4 describes the 

phylogenetic diversity and structure of microbial communities in hydrothermal chimneys and 
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proximal plume. The results of continuous cultures in bioreactor are also presented in this 

chapter. The chapter 5 completes these results with functional data obtained in MPN 

enrichments and activity measurements experiments. The chapter 6 presents the 

characterization and strain MO1340, which is an example of the adaptation of microorganisms 

to the hydrothermal environment. At least, the results of the different approaches are 

synthetized and discussed in the chapter 7, which attempts to respond to the problematics of the 

thesis subject. 

Figure 20 : Graphical summary of the methodology applied during this study. Green frames: 
cultivation techniques; Blue frames: molecular techniques; Brown frames: mineralogical 
techniques; Pink frames: chemical analysis techniques. See text for details. 
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Chapitre II - Matériel et méthodes 
 

 Sites d’étude 
 

 Ride médio-Atlantique 

 

 Tous les échantillons de cheminées hydrothermales et de panache proximal utilisés 

pendant cette étude ont été prélevés sur des sites du champ hydrothermal Lucky Strike de la 

ride médio-Atlantique (Figure 21), une dorsale lente dont la vitesse d’expansion est estimée à 

22 mm/an (DeMets et al., 1990, Cannat et al., 1999). La présence de cette dorsale médio-

océanique a d’abord été révélée au XIXème siècle grâce à des relevés bathymétriques, lors de 

l’expédition du H.M.S. Challenger, la première grande campagne océanographique au monde 

(Aitken & Foulc, 2018). 

 

 
Figure 21 : Localisation géographique des sites hydrothermaux de la ride médio-Atlantique 
référencés par la base de données InterRidge (marques bleues). Modifié d’après Beaulieu et 
al. (Beaulieu et al., 2013). 
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Plus d’un siècle plus tard, le premier site hydrothermal actif de la ride médio-Atlantique, 

Trans-Atlantic Geotraverse (TAG,) a été découvert en 1984 à 26 °N de latitude (Rona et al., 

1984). Il s’agit d’un site à substrat basaltique présentant des structures de type fumeurs blancs 

ou fumeurs noirs, et des massifs de sulfures inactifs. 

Le champ hydrothermal Lucky Strike 

Le champ hydrothermal où ont été prélevés les échantillons utilisés pendant cette étude, 

Lucky Strike, est situé à 400 km au sud-ouest des Açores à une latitude d’environ 37 °N. Suite 

à la découverte des premiers sites de la ride médio-Atlantique, un effort d’exploration a été fait 

afin de découvrir de nouveaux sites actifs plus au nord, en réalisant de la bathymétrie 

multifaisceaux, en recherchant des anomalies chimiques dans la colonne d’eau et en faisant des 

prélèvements de roches à l’aide de dragues. Lors d’un dragage du fond en 1992, un échantillon 

de sulfure hydrothermal recouvert de moules vivantes a rapidement été remonté, constituant 

une preuve incontestable de la présence d’un site actif dans la zone. Des plongées du sous-

marin Alvin ont ensuite confirmé cette observation. C’est ce « coup de chance » dans la 

découverte du site qui a inspiré le nom Lucky Strike (Langmuir et al., 1993, Langmuir et al., 

1997). 

Le champ hydrothermal Lucky Strike est localisé sur un segment de la ride médio-

Atlantique long de 65 km et large d’environ 11 km. La profondeur maximale de ce segment est 

de plus de 3000 mètres, mais Lucky Strike est situé sur un ancien volcan sous-marin étendu sur 

13 km par 7 km, qui est surélevé par rapport à la vallée axiale de la dorsale. Il s’agit donc de 

l’un des sites hydrothermaux les moins profonds de la dorsale (1650 mètres) avec Menez Gwen 

(850 mètres) (Fouquet et al., 1994). Trois cônes volcaniques, constituant le sommet de l’ancien 

volcan, entourent le champ hydrothermal. Ils sont nommés d’après leur localisation (Nord-

Ouest, Nord-Est et Sud). Un lac de lave fossile d’un diamètre d’environ 300 mètres est présent 

au milieu de ces trois cônes volcaniques, à une profondeur légèrement supérieure, de 1730 

mètres (Figure 22). D’après la vitesse d’expansion de la dorsale et la largeur du site, son âge 

est estimé à environ 45 000 ans et l’activité hydrothermale peut être estimée à plusieurs 

centaines ou milliers d’années. Les émissions de chaleur qui permettent au site de rester actif 

proviennent d’une chambre magmatique située environ 3 km sous la surface (Singh et al., 

2006). 
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Figure 22 : Carte bathymétrique du site Lucky Strike présentant la localisation des trois cônes 
volcaniques par rapport au lac de lave (en gris au centre). D’après Ondréas et al. (Ondréas et 
al., 2009) et Henri et al. (Henri, 2015). 

 

 Des levées bathymétriques, l’acquisition d’images et la reconstruction de mosaïques 

ainsi que des plongées d’exploration réalisées lors de nombreuses campagnes 

océanographiques ont permis de constituer des cartes bathymétriques détaillées de ce champ 

hydrothermal, et d’identifier les différents sites actifs ou inactifs, ainsi que les zones de 

diffusion de basse température (Ondréas et al., 2009, Barreyre et al., 2012). Les cheminées 

hydrothermales sont composées de minéraux classiques pour ce type de structures : des sulfates 

polymétalliques (pyrite, chalcopyrite, marcasite, sphalérite), et des sulfates (anhydrite) 

(Langmuir et al., 1997). Environ 30 sites hydrothermaux ont ainsi été identifiés, dont la majorité 

sont localisés dans la zone sud-est. 
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Figure 23 : Carte bathymétrique haute-résolution, campagne MoMARET’06 (Ondréas et al., 
2009), modifiée d’après (Barreyre et al., 2012). Les noms des sites échantillonnés durant 
l’étude sont notés sur un fond dont la couleur précise l’endmember auquel ils sont associés. 

Le fluide hydrothermal qui alimente ces sites emprunte différents « circuits » ou 

« endmembers » lors de sa circulation en subsurface, ce qui modifie ses propriétés physico-

chimiques. Ainsi les sites qui sont alimentés par un même endmember expulsent du fluide 

hydrothermal dont la composition chimique est plus proche en comparaison des sites des autres 

endmembers (Escartin et al., 2015, Chavagnac et al., 2018). La Figure 23 présente la 

localisation des sites échantillonnés durant l’étude, ainsi que les endmembers auxquels ils 

appartiennent (représentés par la couleur du fond). Les sites sont regroupés de la manière 

suivante : le groupe sud-est (Montsegur et Tour Eiffel, comprenant les cheminée Aisics et 

Montserrat/DEAFS), le groupe central (White Castle et Cypres) et le groupe nord-est (Y3). 

Un 6ème site a été échantillonné, mais n’est pas présenté sur la carte car il est localisé à 

1,5 km à l’est du centre du champ hydrothermal. Il s’agit du site Capelinhos, qui a été découvert 

en 2013, et dont les fluides présentent une composition chimique très contrastée par rapport aux 

autres sites, avec un appauvrissement en chlorures (concentration divisée par deux), un 



 
91 

enrichissement en fer (jusqu’à 5 fois plus concentré, environ 2,5 mM) et en manganèse. 

(Chavagnac et al., 2018). 

 

 
Figure 24 : Schéma représentant la circulation hydrothermale en subsurface dans le site Lucky 
Strike. Les flèches bleues représentent les flux d’eau de mer entrant dans le système, et les 
flèches rouges les flux de fluide hydrothermal chaud remontant par les failles. Publié par 
(Chavagnac et al., 2018). 

 

 Des modèles géologiques et hydrologiques (Figure 24), représentant la circulation 

hydrothermale en subsurface, permettent d’expliquer ces différences dans la composition 

chimique du fluide hydrothermal de chaque site (Crawford et al., 2013, Escartin et al., 2015, 

Chavagnac et al., 2018). Lorsque l’eau de mer atteint la zone de réaction à une profondeur 

d’environ 2600 mètres sous le lac de lave, les conditions de pression et de température (438 °C) 

sont propices à la séparation de phase. Le fluide hydrothermal remonte ensuite par deux circuits 

différents avant d’alimenter les sites centraux ou le site Capelinhos. Lors de la remontée au 

niveau du lac de lave vers les sites centraux, la distance est plus courte mais le substrat est 

moins perméable, donc le temps de résidence dans le substrat est plus élevé que lors de la 

remontée vers le site Capelinhos. Le refroidissement du fluide par conduction est ainsi plus 

important, ce qui mène à la précipitation de minéraux ferreux et appauvrit le fluide en fer 
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(jusqu’à 65 % de fer mobilisé dans la zone de réaction). A l’inverse, le fluide qui alimente 

Capelinhos conserve la majorité du fer, ce qui explique les fortes concentrations mesurées. 

Comparativement à d’autres sites de la ride médio-Atlantique comme Rainbow, les 

fluides hydrothermaux des sites du champ Lucky Strike sont moins riches en gaz réduits comme 

l’hydrogène et le méthane (respectivement 0,02 à 0,73 mM et 0,5 à 0,97 mM contre 16 et 2,5 

mM) car le substrat est basaltique. En revanche ils sont enrichis en dioxyde de carbone (13 à 

28 mM) (Charlou et al., 2000, Charlou et al., 2002). 

L’observatoire EMSO-Açores 

L’observatoire grand fond pluridisciplinaire EMSO-Açores (European 

Multidisciplinary Seafloor and water column Observatory)1 a été déployé sur le site Lucky 

Strike lors de la campagne MOMARSAT2010 en 2010 (Sarradin et al., 2010, Colaço et al., 

2011). Il s’agit d’un projet impliquant plusieurs disciplines de recherche (géologie, 

géophysique, géochimie, écologie, microbiologie) dont l’objectif est d’acquérir des données 

temporelles pour comprendre les phénomènes géologiques, volcaniques, sismiques, l’écologie 

des écosystèmes présents et les liens qui existent entre les compartiments biotiques et 

abiotiques. 

 L’observatoire EMSO Açores est un observatoire non câblé composé d’un réseau de 

plusieurs instruments déployés en permanence sur le site Lucky Strike. Les différents éléments 

sont entretenus et améliorés durant les campagnes annuelles MOMARSAT. L’infrastructure est 

composée de deux nœuds, SEAMON ouest et SEAMON est, des plateformes sur lesquelles 

sont connectés les instruments et capteurs (Figure 25). Les données obtenues sont ensuite 

transmises par acoustique à la bouée BOREL qui les transmet par satellite au centre Ifremer de 

Brest. Une partie de ces données est accessible en temps réel sur le site internet de 

l’observatoire2. Le nœud ouest est relié à des capteurs de pression et de température ainsi que 

des sismomètres utilisés dans les études de géophysique et géochimie. Le second nœud est 

équipé d’instruments pour les études d’écologie et de microbiologie. Il comprend notamment 

un module d’acquisition d’images, TEMPO, (Sarrazin et al., 2007), un analyseur in situ pour le 

dosage du fer, CHEMINI (Vuillemin et al., 2009) et une optode à oxygène. L’infrastructure 

1 https://www.emso-fr.org/fr/EMSO-Azores 
2 http://www.emso-fr.org/charts/azores/ 
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comporte également un réseau de sondes de températures autonomes, des OBS (Ocean Botttom 

Sismometer), et un mouillage d’océanographie physique. 

 

 
Figure 25 : Schéma de l’organisation des principaux éléments du réseau EMSO-Açores (détails 
dans le texte). Publié par (Colaço et al., 2011). 

 

 Un colonisateur microbien, CISICS (Connected In Situ Instrumented Colonizing 

System) a été déployé pour la première fois en 2013. Sa conception est basée sur celle du 

colonisateur AISICS (Autonomous In Situ Instrumented Colonizing System), qui a donné son 

nom à la cheminée Aisics, située à proximité de l’édifice principal du site Tour Eiffel (Callac 

et al., 2013). Ce prototype permet de prélever du fluide hydrothermal selon une séquence 

préprogrammée ou par un déclenchement à distance. Le module électronique (à gauche de la 

cheminée Aisics sur la Figure 26) contient une carte électronique et une pompe qui commande 

le déclenchement des prélèvements. Après chaque prélèvement, une solution saline saturée en 

EDTA et DMSO est injectée afin de préserver l’ADN jusqu’à la récupération du module. Le 

module de colonisation, relié au module électronique, est composé d’un cylindre en titane (à 

droite sur la Figure 26) contenant 8 colonisateurs en titane. Deux sondes de température sont 

également installées, et permettent de mesurer la température toutes les 5 minutes. 
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Figure 26 : Photographie du déploiement du colonisateur CISICS sur la cheminée Aisics du 
site Tour Eiffel lors de la campagne MOMARSAT2016. 

 Prélèvement des échantillons 

Campagnes océanographiques 

Le prélèvement des échantillons a principalement été réalisé par Anne Godfroy, chercheuse au 

LM2E et Françoise Lesongeur, technicienne au LM2E. J’ai également participé aux 

campagnes océanographiques et à l’échantillonnage en 2018 et 2019. 

De par leur localisation, les cheminées hydrothermales océaniques profondes 

nécessitent des moyens spécifiquement adaptés pour réaliser un échantillonnage lors de 

campagnes océanographiques, à bord de navires hauturiers capables d’embarquer des engins 

sous-marins. Les échantillons étudiés durant cette thèse ont été prélevés sur le champ 

hydrothermal Lucky Strike entre 2008 et 2019 durant les campagnes MOMAR2008 (Escartin, 

2008), BATHYLUCK 2009 (Escartin & Cannat, 2009), MOMARSAT2013 (Blandin & 

Sarradin, 2013), MOMARSAT2014 (Sarradin & Cannat, 2014), MOMARSAT2015 (Sarradin 

& Cannat, 2015), MOMARSAT2016 (Cannat & Sarradin, 2016), MOMARSAT2017 (Sarradin 

& Cannat, 2017), MOMARSAT2018 (Cannat, 2018) et MOMARSAT2019 (Sarradin & 
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Legrand, 2019). Une courte campagne de trois jours, LuckyDivMic (Godfroy, 2019) a été 

associée aux campagnes MOMARSAT de 2018 (un jour) et 2020 (deux jours) afin de bénéficier 

de temps de plongée dédiés et de réaliser un échantillonnage plus complet. Ces différentes 

campagnes ont été menées sur deux navires de la Flotte Océanographie Française, le Pourquoi 

pas ? et l’Atalante (Figure 27 A et B), embarquant soit le sous-marin habitable Nautile (Figure 

27 C), soit le ROV (Remotely Operated Vehicle) Victor 6000 (Figure 27 D), un robot télé-

opéré depuis le navire. 

 

 
Figure 27 : Photographies des navires et engins sous-marins impliqués dans les campagnes 
MOMARSAT. A : N/O Pourquoi pas ? ; B : N/O Atalante ; C : HOV Nautile ; D : ROV Victor 
6000 

 

 Prélèvement des échantillons 

 

1) Echantillons de cheminées hydrothermales et de panache proximal 

 

 Afin de mieux comprendre les interactions existant entre les microorganismes et 

l’environnement, il est nécessaire de caractériser ce dernier dans son ensemble. Les cheminées 

hydrothermales sont formées par la précipitation des éléments minéraux du fluide 
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hydrothermal. Ses caractéristiques physico-chimiques telles que son pH et sa température 

influencent la structure des communautés microbiennes. La nature du fluide hydrothermal 

conditionne donc les processus qui s’opèrent dans cet écosystème et la connaissance de ses 

paramètres physico-chimiques est primordiale. 

Ainsi depuis la campagne MOMARSAT2017, les prélèvements des échantillons de 

cheminées hydrothermales ont été associés à un prélèvement systématique du fluide pur, avant 

sa dilution avec l’eau de mer. Etant donné qu’il s’agit d’un environnement dynamique, il est 

important d’associer dans le temps le prélèvement de ces deux types d’échantillons. La 

comparaison d’échantillons prélevés à différentes périodes risquerait d’être biaisée par les 

modifications que peut subir naturellement le fluide hydrothermal au cours du temps. Une 

séquence de prélèvement standardisée a été mise en place en collaboration avec Valérie 

Chavagnac, Christine Destrigneville et Alain Castillo du laboratoire Géosciences 

Environnement Toulouse, qui ont réalisé l’acquisition et le traitement des données de chimie 

des fluides. 

Lorsque cela était possible, les cheminées hydrothermales ont été prélevées en deux 

temps : tout d’abord la partie supérieure, composée majoritairement de sulfates, de couleur 

noire (Figure 28 A et B) ; ensuite la partie basse, à la base des édifices, composée 

majoritairement de sulfures, plus clairs (Figure 28 C). Les fragments de la cheminée (liste dans 

le Tableau 2) ont été prélevés en plusieurs fois avec la pince du Nautile ou du ROV (sur la 

droite des images, Figure 28A, B et C) et déposés dans une petite boîte de prélèvement étanche 

et isotherme (PBT, sur la gauche des images), préalablement décontaminée et remplie d’eau 

douce stérile. Le retrait de ces structures minérales libère ainsi la sortie de fluide et facilite le 

prélèvement du fluide hydrothermal. Une sonde de température équipée sur le sous-marin a 

permis de mesurer la température au niveau de la sortie de fluide afin d’identifier la zone précise 

où le fluide était expulsé de la cheminée, afin d’assurer un prélèvement de fluide pur à haute 

température, non dilué par l’eau de mer. Le fluide a ainsi été prélevé à l’aide d’une seringue 

titane pour réaliser les analyses de chimie (Figure 28 D). 
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Figure 28 : Prélèvement de la cheminée Aisics (site Lucky Strike) lors de la campagne 
MOMARSAT2018. A : positionnement du ROV Victor 6000 ; B : prélèvement de la partie 
supérieure de la cheminée ; C : prélèvement de la partie basse de la cheminée ; D : prélèvement 
du fluide hydrothermal avec une seringue titane 

2) Echantillons de panache hydrothermal proximal dans le gradient
thermique

Des échantillons de panache hydrothermal ont également été prélevés chaque année à 

partir de la campagne MOMARSAT2016. Les prélèvements ont été effectués à différents points 

dans le panache ascendant proximal, qui correspondent au gradient de dilution du fluide 

hydrothermal avec l’eau de mer, soit pour étudier la diversité microbienne dans le gradient ; 

soit pour être utilisé comme milieu de culture dans les bioréacteurs (Tableau 3). Pour des 

raisons techniques et d’organisation (espace et instruments disponibles à bord des engins sous-

marins, partage du temps de plongée…), le prélèvement de panache proximal dans le gradient 

de température n’a pas toujours été réalisé lors de la même séquence de prélèvement que les 

cheminées ou le fluide pur. Les prélèvements ont été réalisés soit par pompage par le préleveur 

d’eau PEPITO opéré par le ROV Victor 6000 (Sarrazin et al., 2006, Sarradin et al., 2007), soit 

par le préleveur PLUME opéré par le sous-marin Nautile, dont les canules associées à une sonde 
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de température ont été placées et maintenues aussi précisément que possible dans les zones de 

température ciblées (Figure 29).  

Figure 29 : Photographie de la canule de prélèvement du fluide hydrothermal dans le gradient 
de dilution avec l’eau de mer. Les températures sont données à titre d’exemple pour représenter 
le gradient thermique. 

C’est durant la mission de 2018, en profitant du temps de plongée de la campagne 

LuckyDivMic que l’échantillonnage a été le plus complet : il a en effet été possible pour chaque 

cheminée de réaliser le prélèvement des cheminées en deux parties (zone supérieure et base), 

ainsi que des prélèvements de panache hydrothermal dans le gradient de température sur les 

cinq sites étudiés. 
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Tableau 2 : Echantillons de cheminées hydrothermales utilisés durant l’étude. * : les 
échantillons de la cheminée Montsegur sont notés « DEAFS » suite au déploiement sur cette 
cheminée d’un instrument de prélèvement de fluide du même nom par l’équipe de géochimie de 
Toulouse. ** : échantillons utilisé pour inoculer les cultures en bioréacteur. 

Site Cheminée Campagne Année Plongée Zone de la 
cheminée 

Nom 
d'échantillon 

Lucky Strike Aisics MOMAR 2008 PL359_1 Supérieure MM1E1 
Lucky Strike Aisics MOMAR 2008 PL359_1 Base MM1E2 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2013 PL526_1 - M13 Aisic 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2016 PL625_2 - M16 Ais 1 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2017 PL668_2 Supérieure M17 Ais 1 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2017 PL668_2 Base M17 Ais 2** 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2017 PL675_9 Cheminée 

de 9 jours 
M17 Ais 3 

Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2018 PL697_2 Supérieure M18 Ais 1 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2018 PL697_2 Base M18 Ais 2 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2019 PL1939_1 Supérieure M19 Ais 1** 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2019 PL1939_1 Base M19 Ais 2 
Lucky Strike Montsegur MOMARSAT 2017 PL669_3 - M17 Mont 
Lucky Strike Montsegur MOMARSAT 2018 PL698_3 - M18 DEAFS * 
Lucky Strike Montsegur MOMARSAT 2019 PL1947_9 - M19 DEAFS * 
Lucky Strike Cypres MOMARSAT 2015 PL599_3 - M15 Cyp 
Lucky Strike Cypres MOMARSAT 2016 PL631_8 - M16 Cyp 
Lucky Strike Cypres MOMARSAT 2018 PL704_9 Supérieure M18 Cyp 1 
Lucky Strike Cypres MOMARSAT 2018 PL704_9 Base M18 Cyp 2 
Lucky Strike Y3 MOMARSAT 2017 PL671_5 - M17 Y3 
Lucky Strike Y3 MOMARSAT 2018 PL702_7 Supérieure M18 Y3 1 
Lucky Strike Y3 MOMARSAT 2018 PL702_7 Base M18 Y3 2 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2014 PL583_8 - M14 Cap 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2015 PL602_6 - M15 Cap 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2016 PL628_5 - M16 Cap 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2017 PL670_4 - M17 Cap 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2018 PL698_3 Supérieure M18 Cap 1 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2018 PL698_3 Base M18 Cap 2** 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2019 PL1945_7 Supérieure M19 Cap 1 
Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2019 PL1945_7 Base M19 Cap 2 
Lucky Strike White 

Castle 
MOMARSAT 2016 PL627_4 - M16 WC 

Lucky Strike White 
Castle 

MOMARSAT 2018 PL700_5 Supérieure M18 WC 1 

Lucky Strike White 
Castle 

MOMARSAT 2018 PL700_5 Base M18 WC 2 

Lucky Strike White 
Castle 

MOMARSAT 2019 PL1941_3 - M19 WC 
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Tableau 3 : Echantillons de panache hydrothermal proximal utilisés durant l’étude. * : 
échantillons utilisés pour les cultures en bioréacteur à bord. ** : échantillons conservés à 4 °C 
pour les utiliser lors de futures cultures en bioréacteur au laboratoire. 

Site Cheminée Campagne Année Plongée Température (°C) Nom d'échantillon 
Lucky Strike Aisics MOMARSAT 2016 PL632_9 90-100 M16 Ais E3 

MOMARSAT 2016 PL632_9 60 M16 Ais E2 
MOMARSAT 2017 PL668_2 100 M17 Ais A1 * 
MOMARSAT 2017 PL669_3 100 M17 Ais E1 * 
MOMARSAT 2017 PL669_3 100 M17 Ais E2 * 
MOMARSAT 2018 PL699_4 20-30 M18 Ais D1 
MOMARSAT 2018 PL699_4 50-60 M18 Ais D2 
MOMARSAT 2018 PL699_4 80-100 M18 Ais D3 
MOMARSAT 2019 PL1939_1 100-150 M19 Ais PL1939-1 

PLUME 2 * 
MOMARSAT 2019 PL1939_1 100-150 M19 Ais PL1939-1 

PLUME 3 * 
MOMARSAT 2019 PL1941-3 100-150 M19 Ais PL1941-3 

PLUME 2 * 
MOMARSAT 2019 PL1941-3 100-150 M19 Ais PL1941-3 

PLUME 3 * 
MOMARSAT 2019 PL1941-3 100-150 M19 Ais PL1941-3 

PLUME 4 * 
Lucky Strike Cypres MOMARSAT 2016 PL631_8 50-95 M16 Cyp D3 

MOMARSAT 2018 PL704_9 20-30 M18 Cyp A1 
MOMARSAT 2018 PL704_9 50-60 M18 Cyp C1 
MOMARSAT 2018 PL704_9 80-100 M18 Cyp E1 

Lucky Strike Y3 MOMARSAT 2016 PL632_9 80-100 M16 Y3 E1 
MOMARSAT 2018 PL702_7 20-30 M18 Y3 A3 
MOMARSAT 2018 PL702_7 50-60 M18 Y3 C3 
MOMARSAT 2018 PL702_7 80-100 M18 Y3 E3 

Lucky Strike Capelinhos MOMARSAT 2016 PL628_5 55 M16 Cap C1 
MOMARSAT 2016 PL628_5 95-100 M16 Cap C2 
MOMARSAT 2018 PL701_6 50-60 M18 Cap B2 
MOMARSAT 2018 PL698_3 100-150 M18 Cap E1 * 
MOMARSAT 2018 PL701_6 100-150 M18 Cap B3 * 
MOMARSAT 2018 PL701_6 100-150 M18 Cap C1 * 
MOMARSAT 2018 PL706_11 100-150 M18 Cap B2 ** 
MOMARSAT 2018 PL706_11 100-150 M18 Cap B3 ** 
MOMARSAT 2019 PL1945_7 20-30 M19 Cap A1 
MOMARSAT 2019 PL1945_7 50-60 M19 Cap A2 
MOMARSAT 2019 PL1945_7 80-100 M19 Cap A3 

Lucky Strike White 
Castle 

MOMARSAT 2018 PL700_5 20-30 M18 WC B1 
MOMARSAT 2018 PL700_5 50-60 M18 WC B2 
MOMARSAT 2018 PL700_5 80-100 M18 WC B3 
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 Conditionnement des échantillons 

 

 Les échantillons de panache hydrothermal proximal prélevés dans le gradient thermique 

ont été conditionnés de deux façons : les poches ayant servi à alimenter le bioréacteur ont été 

maintenues fermées hermétiquement à 4°C jusqu’à leur utilisation ; les échantillons destinés à 

l’étude de diversité ont été filtrés sur des filtres Sterivex 0,22 µm (Millipore) à l’aide d’une 

pompe péristaltique, et les Sterivex conservés à -80 °C jusqu’à l’extraction d’ADN. 

 Après leur remontée à bord, les échantillons de cheminées hydrothermales ont été sortis 

des boîtes de prélèvement sous une hotte à flux laminaire et transférés dans des mortiers stériles. 

Ils ont ensuite été rapidement transférés dans une enceinte anaérobie afin d’éviter leur 

oxydation, avant d’être broyés au mortier le plus finement possible. Les échantillons ont été 

traités un par un dans l’enceinte anaérobie afin d’éviter les contaminations croisées (Figure 

30). Cette étape de broyage avait pour but d’homogénéiser les échantillons, afin d’améliorer la 

répétabilité des manipulations. 

 

 
Figure 30 : Photographie de l’échantillon M18 WC 2 dans un mortier (campagne MOMARSAT 
2018) 

 

 Les fragments de cheminées ont ensuite été conditionnés dans différentes conditions :  

- Dans des flacons Schott de 100 mL ou des fioles Pénicilline de 50 mL fermés hermétiquement 

par des bouchons en caoutchouc ou en butyle respectivement, sous une atmosphère d’azote et 

conservés à 4 °C pour les cultures de microorganismes  

- Dans des tubes Falcon de 50 mL conservés à -80 °C pour les analyses de diversité et les 

analyses minéralogiques 
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- Dilués au 1/10ème dans des fioles bouchées hermétiquement et contenant l’eau de mer formolée 

(2 %) pour la réalisation de dénombrements par comptage en épifluorescence 

Afin de réaliser les cultures d’enrichissement MPN et les mesures d’activité, qui 

nécessitent de connaître la masse de cheminée utilisée comme inoculum, les échantillons M19 

Ais 1, M19 Ais 2, M19 Cap 1 et MOM 19 Cap 2 ont été conservés dans des flacons Schott 

contenant 750 mL d’eau de mer artificielle anoxique stérile, pesés au préalable. Le flacon 

contenant l’échantillon M19 Cap 1 ayant été brisé durant son transport jusqu’au laboratoire, il 

a été remplacé par l’échantillon M19 DEAFS pour les enrichissements MPN, mais la quantité 

prélevée n’était pas suffisante pour réaliser les mesures d’activité. 

 Caractérisation minéralogique des échantillons de cheminées 
hydrothermales 

Analyse par diffraction aux rayons X 

1) Principe de l’analyse par XRD

Les analyses minéralogiques ont été réalisées en collaboration avec Ewan Pelleter et Sandrine 

Chéron du Laboratoire Cycle Géochimique et ressources du département Géosciences Marines 

de l’Ifremer. 

La composition minéralogique des échantillons a été analysée par diffraction aux rayons 

X (XRD). Le principe de cette méthode est de bombarder un échantillon avec des rayons X, des 

rayonnements électromagnétiques, selon différents angles d’incidence. Les photons entrent en 

interaction avec le nuage électronique des atomes de l’échantillon avant d’être diffusés. Un 

détecteur enregistre l’intensité de cette diffusion et la convertit en signal électrique. Le nombre 

de pics, leur position sur le diffractogramme ainsi que leur intensité sont spécifiques des 

différentes phases minérales composant l’échantillon, ce qui permet de les identifier et de 

connaître leur quantité relative. 
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2) Protocole de l’analyse par XRD 

 

 Afin de pouvoir traiter conjointement les données issues de l’étude de diversité 

microbienne par séquençage haut débit et les données minéralogiques, un protocole standardisé 

a été appliqué pour le traitement de chaque échantillon. Lors de la première étape des 

extractions d’ADN, chaque échantillon a été broyé finement dans un mortier en conditions 

stériles et quelques grammes ont été aliquotés pour l’analyse minéralogique avant de continuer 

l’extraction sur le reste de l’échantillon. Ainsi, les deux analyses (microbiologique et 

minéralogique) ont été systématiquement réalisées sur les mêmes sous-échantillons homogènes 

afin de limiter l’influence de la structure hétérogène des cheminées hydrothermales. Les 

aliquots destinés à l’analyse minéralogique ont été séchés à l’étuve à 60 °C puis analysés 

rapidement par XRD afin de limiter l’altération des minéraux par l’humidité.  

 L’analyse par XRD nécessitant une poudre homogène très fine, les échantillons ont été 

broyés une seconde fois dans un mortier en agate. Cependant, l’analyse des premiers résultats 

a montré que cette méthode ne permettait pas de réaliser un broyage assez fin des sulfures et 

sous-estimait leur quantité relative. Par la suite, chaque échantillon a été broyé en utilisant un 

broyeur planétaire (deux cycles de deux minutes à 500 rpm en inversant le sens de rotation). 

Les mesures ont été réalisées à l’aide d’un diffractomètre D8 ADVANCE (Brücker-AXS) en 

réalisant un spectre allant de 5 à 70 ° avec un pas de 0,01 °. L’analyse des diffractogrammes a 

été menée à l’aide du logiciel EVA dans le but d’identifier les phases minérales associées à 

chacun de pics (exemple de diffractogramme Figure 31). La quantification relative des 

minéraux a ensuite été réalisée avec le logiciel TOPAS en utilisant la méthode Rietveld. La 

programmation du diffractomètre ainsi que l’acquisition des données ont été réalisées par Ewan 

PELLETER, et Sandrine CHERON. 
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Figure 31 : Diffractogramme obtenu lors de l’analyse par XRD de l’échantillon M17 Ais 2. 
Abscisse : diffraction angulaire du faisceau. Ordonnée : intensité de la diffusion. 

Classification ascendante hiérarchique 

 Les résultats de l’analyse par XRD ont permis de déterminer la composition 

minéralogique des échantillons de cheminées hydrothermales, contenant des sulfates, et des 

sulfures. Cette minéralogie a été utilisée comme échelle de temps relative pour classer les 

échantillons en fonction du stade de maturation des cheminées lors de l’étude de diversité 

microbienne par séquençage haut-débit. Ces résultats ont également permis d’obtenir des 

informations sur l’organisation spatiale des minéraux dans les cheminées, d’après les 

températures auxquelles ils précipitent ou se solubilisent. Cependant, afin de réaliser un 

traitement statistique de ces données, il était nécessaire de regrouper les échantillons de manière 

objective. Pour cela, une classification ascendante hiérarchique (CAH) a été appliquée. Le 

principe est de grouper les échantillons en différentes classes, en maximisant l’homogénéité 

intra-classe ainsi que l’hétérogénéité inter-classes. Une matrice de distance est utilisée (distance 

euclidienne dans ce cas) pour mesurer la distance entre les échantillons deux à deux. Les 

échantillons sont ensuite rassemblés de manière itérative pour produire un dendrogramme. La 

CAH et le dendrogramme regroupant les échantillons en fonction de leur composition 

minéralogique ont été réalisés à l’aide du logiciel R (version 3.5.0) en utilisant la commande 

hclust et la méthode Ward.D2. 
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 Préalablement à ce traitement statistique, les données brutes de minéralogie ont subi un 

premier traitement pour s’affranchir des biais liés au conditionnement. Tout d’abord, les 

pourcentages correspondant à la présence de gypse et de halite ont été retirés car la halite 

provient de la cristallisation des sels de l’eau de mer, et le gypse d’une hydratation de 

l’anhydrite pendant la conservation des échantillons. Les différents minéraux à base de sulfates 

(anhydrite, barytine, chalcanthite) ont ensuite été regroupés en une classe « sulfates » car la 

quasi-totalité de ces sulfates étaient de l’anhydrite. 

 

 Sections polies 

 

 Lorsqu’une quantité suffisante d’échantillon de cheminée était encore disponible après 

les analyses par XRD, des fragments minéraux de certains échantillons ont été utilisés pour 

réaliser des sections polies. Ces sections ont été observées en lumière réfléchie avec un 

microscope Olympus BX Advance afin de voir l’organisation spatiale des minéraux. Des 

photographies ont été prises à l’aide du logiciel Cell D. 

 

 Enrichissement et caractérisation de nouveaux phylotypes 
 

 Préparation des milieux de culture 

 

 Le fait de réaliser des cultures de microorganismes anaérobies nécessite de préparer des 

milieux de cultures anoxiques, exempts de toute trace d’oxygène afin de maintenir un potentiel 

d’oxydo-réduction suffisamment bas pour permettre la réalisation de métabolismes anaérobies 

stricts. Pour cela, tous les milieux de culture utilisés durant cette étude ont été préparés à partir 

d’une même base minérale, de l’eau de mer anoxique artificielle, selon un protocole inspiré de 

Widdel et al. (Widdel & Bak, 1992, Parkes et al., 2010) et modifié par Erwan Roussel. Lorsque 

d’autres modifications ont été apportées à cette base minérale, celles-ci sont détaillées dans les 

parties méthodologiques correspondantes. 
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Ce milieu contient, en g/L : NaCl (24,3), MgCl2.6H2O (10), CaCl2.2H2O (1,5), KCl 

(0,66), KBr (0,1), H3BO3 (0,025), SrCl2.6H2O (0,04), NH4Cl (0,021), KH2PO4 (0,0054), NaF 

(0,003). Sont également ajoutés 1 mL d’éléments traces et 0,2 mL de solution Sélénite-

Tungstate (détail des solutions dans Parkes et al. (Parkes et al., 2010)). Ces éléments sont 

ajoutés dans une fiole de Widdel en verre contenant un volume défini d’eau déminéralisée, sous 

agitation magnétique. Les masses et volumes suivants sont donnés pour un volume de 1 L. 

Parallèlement, une solution de NaHCO3 (2,52 g dans 60 mL d’eau déminéralisée) est préparée 

dans un flacon Schott de 250 mL fermé hermétiquement avec un bouchon en butyle, et flushé 

30 secondes sous N2:CO2 (80:20). La base minérale ainsi que la solution de bicarbonate sont 

stérilisées par un cycle d’autoclave de 60 minutes à 121 °C. A la fin de ce cycle, la fiole est 

sortie de l’autoclave et le milieu est maintenu sous agitation magnétique, et sous un flush de 

N2:CO2 (80:20). Cette étape est réalisée lorsque le milieu est encore chaud afin d’éliminer 

l’oxygène présent dans la phase gazeuse, car la température (80-90 °C) réduit la solubilité de 

l’oxygène dans la phase liquide. Après refroidissement, la solution de bicarbonate est ajoutée 

stérilement à la flamme. C’est à cette étape que sont ajoutés, lorsque nécessaire, 1,2 mL de Na2S 

(1 M) pour réduire le milieu, les vitamines de Balch (Balch et al., 1979) ou différents substrats 

(détaillés dans les parties méthodologiques correspondantes). Le pH est ensuite ajusté à la 

valeur souhaitée en ajoutant quelques millilitres d’acide chlorhydrique (1 M) ou d’hydroxyde 

de sodium (10 M).  

Pour la distribution du milieu, des fioles Penicilline sont préalablement stérilisées au 

four Pasteur pendant deux heures à 180 °C. La phase gazeuse de la fiole de Widdel est soumise 

à un balayage gazeux constant (N2:CO2 80:20) qui permet à la fois de balayer l’air présent dans 

les fioles Pénicilline et de faire refluer le milieu de culture jusqu’à la cloche de distribution. 

Après que le milieu ait été distribué dans les fioles, elles sont fermées hermétiquement avec un 

bouchon en butyle scellé par une capsule en aluminium. Les fioles sont ensuite pressurisées 

avec différents mélanges gazeux selon les besoins expérimentaux. Au minimum un jour après 

la distribution du milieu, une à plusieurs fioles sont ouvertes afin de mesurer les valeurs de pH 

et Eh. 
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 Enrichissement et isolement de Bacteria sulfo-oxydantes 

1) Cultures d’enrichissement et isolement 

 

 Des cultures d’enrichissements ciblant des microorganismes chimioautotrophes sulfo-

oxydant ont été réalisées dans des fioles Pénicilline de 50 mL contenant 20 mL d’eau de mer 

artificielle citée dans la section Préparation des milieux de culture. Les fioles ont été inoculées 

avec 0,5 à 2 mL de broyat de l’échantillon MM1E2 de la cheminée Aisics dilué dans l’eau de 

mer artificielle. Cette base minérale a été supplémentée avec plusieurs sources d’énergies : 

thiosulfate (8, 20 ou 40 mM), tétrathionate (5 mM), soufre élémentaire (0,5 %), ou sulfite (5 

mM). La phase gazeuse était constituée de N2:CO2 (80:20, 1,5 bar) et de l’oxygène a été ajouté 

en injectant stérilement différents volumes d’air (2 ou 10 mL) à la seringue afin de créer des 

conditions de microaérophilie (concentration finale de 3,6 ou 21 % d’O2 dans la phase gazeuse). 

Les cultures ont été incubées à différentes températures (12, 20, 25, 30, 40, 50 ou 60 °C) et 

incubées durant des périodes variables selon le temps de croissance des microorganismes 

enrichis. Les cultures positives ont été repiquées soit dans les mêmes conditions, soit en 

modifiant la température d’incubation ou la phase gazeuse afin d’augmenter la diversité des 

microorganismes enrichis. 

 

 A partir de ces enrichissements, des cultures d’isolement ont été réalisées par dilution à 

jusqu’à extinction. Les cultures ont été diluées 10 fois successivement au 1/10ème dans des tubes 

Hungate contenant 9 mL de milieu eau de mer artificielle (pH ajusté à 7) supplémenté de 8 mM 

de thiosulfate. Deux phases gazeuses ont été utilisées : N2:CO2:O2 (40:40:20) ; ou N2:CO2 

(80:20) avec injection de 1 mL d’air et les cultures ont été incubées respectivement à 30 ou 60 

°C. 

 

2) Identification des phylotypes enrichis et isolés 

 

 Des extractions d’ADN ont été réalisées sur 5 mL de culture, en utilisant le kit FastDNA 

Spin Kit for Soil (Mobio) ou une méthode d’extraction par PCI (Wery et al., 2001). 

 A partir des ADN extraits des souches isolées, les gènes codant les ARNr 16S ont été 

amplifiés par PCR, dans un volume réactionnel de 50 µL contenant : 3 µL d’ADN matrice ; 10 

µL de tampon 5X ; 4 µL de MgCl2 25 mM ; 1 µL de dNTP 10 mM ; 0,2 µL de chaque amorce 

0.1 mM ; 0,25 µL polymérase GoTaq G2 5u/L (Promega) ; eau milliQ qsp 50 µL, avec les 
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amorces E8F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) et 907R (CCGTCAATTCCTTTRAGTTT) 

(Eden et al., 1991, Ishii & Fukui, 2001). Le cycle suivant a été appliqué : 5’ à 94 °C ; 30 cycles 

(1’ à 94 °C - 1’ 30’’ à 57 °C - 2’ à 72 °C) ; 6’ à 72 °C. 

 Les produits PCR ont ensuite été purifiés à l’aide du kit PCR Clean-Up (Macherey-Nagel), 

puis séquencés par la méthode Sanger (prestataire GATC, Allemagne). Les séquences des gènes 

codant les ARNr 16S ont ensuite été comparées aux séquences de la base de données NCBI à 

l’aide du programme BLAST (Altschul et al., 1990) afin d’identifier les phylotypes isolés. 

Dans le but de réaliser un criblage rapide des cultures et de vérifier si les phylotypes 

ciblés ont été enrichis, des amorces PCR spécifiques ont été dessinées. Des séquences partielles 

d’environ 900 pb des gènes codant les ARNr 16S, obtenues durant mon stage de master 

(François, 2017) par clonage-séquençage des communautés bactériennes d’un échantillon de la 

cheminée Aisics (MM1E2), ont servi de références pour dessiner les amorces. Des extractions 

d’ADN plasmidiques ont été réalisées à l’aide du kit Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel) à 

partir de clones issus des banques réalisées précédemment (François, 2017). Les plasmides ont 

servi de témoins positifs (3 séquences affiliées au genre Thiomicrospira) et de témoins négatifs 

(séquences affiliées aux genres Nitratiruptor, Persephonella, Desulfobulbus, Vulcanithermus, 

Thioprofundum ou à des Gammaproteobacteria non identifiées).  

Les amorces ont été dessinées à l’aide des programmes Primer Blast (Ye et al., 2012) et 

ARB (Ludwig et al., 2004) et leur température de fusion a été calculée avec l’outil en ligne Tm 

Calculator3. Des couples d’amorces ont été créés de manière à respecter des critères de longueur 

et de composition en bases G et C. Ils sont référencés dans le Tableau 4 ainsi que leur longueur 

et leur température de fusion. La température optimale d’hybridation de ces couples 

garantissant une amplification spécifique a été déterminée expérimentalement par PCR en 

réalisant des gradients de température de 52 à 63 °C. Les PCR ont été réalisées en plaques 96 

puits avec les réactifs cités précédemment, en modifiant les quantités pour ajuster le volume 

réactionnel à 15 µL. Le cycle suivant a été appliqué : 5’ à 94 °C ; 30 cycles (1’ à 94 °C - 1’ 30’’ 

au gradient de température - 2’ à 72 °C) ; 6’ à 72 °C. Un plasmide portant une séquence du gène 

codant les ARNr 16S affiliée au genre Thiomicrospira a servi de témoin positif, et un plasmide 

portant une séquence affiliée au genre Nitratiruptor a servi de témoin négatif. 

Les couples d’amorces ayant amplifié de manière aspécifique les témoins négatifs à 

différentes températures ont été éliminés. La spécificité des couples restants a été testée vis-à-

3 https://tmcalculator.neb.com/#!/main 
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vis de tous les témoins positifs et négatifs (respectivement 3 et 9), en utilisant les plasmides 

purs ou dilués au 1/20ème ou 1/100ème, à la température d’hybridation optimale déterminée 

précédemment.  

A la suite de la mise au point des couples d’amorces spécifiques, les ADN extraits des 

cultures d’enrichissement ont été testés en PCR afin de détecter la présence éventuelle de 

Bacteria affiliées au genre Thiomicrospira. 

Tableau 4 : Liste des couples d’amorces spécifiques « Thiomicrospira » dessinés durant cette 
étude, avec leurs caractéristiques. 

Nom Séquence Longueur 
(nt) 

Tm 
amorce F 

(°C) 

Tm 
amorce R 

(°C) 

Tm du couple 
d'amorces (°C) 

Tms442F GTAGGGAGGAAGAGTAKAWG  
465 58-60 57-60 58-61 

907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 
Tms439F TCAGTAGGGAGGAAGAGTAT  

468 60 57-60 58-61 
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 
E8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

430 64 61 62 
Tms438R ATACTCTTCCTCCCTACTGAA 
Tms374F ATGGACGCAAGTCTGATG 

268 62 58 59 
Tms642R CTTAAACTCTAGATGACCAGT 
Tms469F CCTTATATTTTGACGTTACCTAC 

162 57 56 57 
Tms641R TTAAACTCTAGATGACCAGTA 
Tms439F TCAGTAGGGAGGAAGAGTAT 

203 60 58 59 
Tms642R CTTAAACTCTAGATGACCAGT 

Description de la souche Persephonella MO1340 

Une partie des expérimentations de caractérisation de la souche Persephonella 

MO1340 ont été réalisées par Clémentine Mathien dans le cadre de son stage de Master 1 à 

l’UBO. 

1) Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour caractériser la souche MO1340 a été préparé en utilisant 

la même base minérale que les autres milieux de cette étude. Cependant, il a été préparé avec 

une technique différente afin de réduire le temps de préparation au vu du nombre de conditions 

expérimentales à mettre en place. Bien que la souche MO1340 tolère et utilise l’oxygène (elle 
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a été isolée en conditions de microaérophilie), le milieu a été préparé en anaérobiose afin de 

pouvoir contrôler la concentration finale en oxygène dans les fioles. Le protocole de préparation 

du milieu est décrit ci-dessous : 

Les différents sels et solutions sont introduits dans un Erlenmeyer contenant de l’eau 

déminéralisée, aux quantités précisées précédemment. Le milieu est ensuite porté à ébullition 

pendant 30 minutes sur une plaque chauffante, et maintenu sous un balayage gazeux de N2:CO2 

(80:20) pour en chasser l’oxygène. Les substrats et les vitamines de Balch (6 mL) sont ajoutés 

et le pH est ajusté après le refroidissement du milieu par ajout d’acide chlorhydrique (1 M) ou 

d’hydroxyde de sodium (10 M). 

Pour la distribution du milieu, l’oxygène contenu dans les fioles Penicilline ou les tubes 

Bellco est d’abord chassé par un flush de N2:CO2 (80:20), puis le milieu y est distribué à l’aide 

d’une propipette automatique. Les fioles sont ensuite bouchées, puis la phase gazeuse est 

balayée avec le mélange gazeux souhaité. Elles sont enfin stérilisées avec un cycle d’autoclave 

de 30 minutes à 100 °C dans le but de ne pas dégrader les vitamines de Balch ou de provoquer 

la fusion du soufre (dont la température de fusion est proche de 115 °C) lorsqu’il est ajouté 

comme substrat. 

2) Caractéristiques morphologiques

La morphologie de la souche MO1340 a été déterminée par des observations au 

microscope à contraste de phase BX60 (Olympus) sur des cultures actives. Afin de déterminer 

précisément la morphologie et la taille des cellules, des observations au microscope 

électronique à transmission (MET) ont été réalisées. 1 mL de culture en phase exponentielle de 

croissance a été centrifugé 5 minutes à 10 000 g, puis 5 µL du surnageant ont été prélevés et 

déposés sur des grilles métalliques adaptées au MET. Après avoir laissé les grilles au repos 5 

minutes pour que les cellules s’y déposent, l’excès de liquide a été retiré avec du papier 

Whatman. Les préparations ont ensuite été observées au MET (JEM-1400, Jeol) à la Plateforme 

d’Imagerie et de Mesures en Microscopie de l’Université de Bretagne Occidentale. Les 

dimensions moyennes des cellules ainsi que les écart-types ont été calculés d’après la mesure 

des dimensions de 30 cellules. 
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3) Caractéristiques physiologiques et métaboliques 

 

Détermination des conditions optimales de croissance 
 

 Sauf indication contraire, toutes les expérimentations ont été réalisées en triplicats dans 

des tubes Bellco, remplis de 15 mL du milieu de culture décrit précédemment. Du CO2 (20 % 

de la phase gazeuse) et du bicarbonate de sodium (30 mM) ont été fournis comme source de 

carbone. Le pH a été ajusté à 6,8 et les cultures ont été incubées à 70 °C sans agitation. La 

croissance a été mesurée par dénombrement cellulaire en utilisant une cellule de Thoma, ou par 

cytométrie en flux (Cyflox Space, Partec). L’influence de la concentration en oxygène, de la 

salinité et du pH sur la croissance de la souche MO1340, a été déterminée par dénombrement 

cellulaire en point final, après une nuit d’incubation. Pour déterminer l’influence de la 

température, des dénombrements ont été réalisés environ toutes les heures pendant une journée 

pour mesurer le taux de croissance dans chaque condition. 

 La tolérance et les besoins en oxygène de la souche ont été déterminés en augmentant 

la concentration en O2 dans la phase gazeuse de 0 à 21 %, dans trois milieux différents, en 

utilisant respectivement comme donneurs d’électrons du thiosulfate (10 mM), du soufre 

élémentaire (1 %) à une pression de 1,5 bar, ou de l’hydrogène (80 % à une pression de 2 bar). 

 L’influence de la température sur le taux de croissance a été déterminée dans une gamme 

de 40 à 85 °C avec un pas de 5 °C, dans quatre conditions : en présence de thiosulfate (10 mM) 

sous une phase gazeuse composée de N2:CO2:O2 (77,5:20:2,5 ; 1,5 bar) ; de soufre élémentaire 

(1 %) sous une phase gazeuse composée de N2:CO2:O2 (66:20:14 ; 1,5 bar) ; d’hydrogène en 

conditions microaérophiles sous une phase gazeuse composée de H2:CO2:O2 (79:20:1 ; 2 bar) ; 

d’hydrogène en conditions anaérobies avec du nitrate (8 mM) comme accepteur d’électrons, 

sous une phase gazeuse composée de H2:CO2 (80:20 ; 2 bar). 

 Les effets de la concentration en NaCl, et du pH sur la croissance de la souche ont été 

déterminés en présence de thiosulfate (10 mM) sous une phase gazeuse composée de N2:CO2:O2 

(77,5:20:2,5 ; 1,5 bar). La concentration en NaCl a été testée entre 0,5 et 5,5 %, avec un pas de 

0,5 %. Le pH a été ajusté entre 4,5 et 6 en ajoutant des volumes croissants d’une solution stérile 

de NaHCO3 (1 %) à du milieu non tamponné, et entre 6 et 8 en ajoutant des volumes croissants 

d’une solution stérile de Na2CO3 (2 %) à du milieu tamponné avec 2 mM de NaHCO3 (au lieu 

de 30 mM dans le milieu standard). 
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Afin de déterminer l’influence de la température sur la croissance de la souche MO1340, 

des courbes d’Arrhenius ont été tracées. Le principe est de représenter graphiquement le 

logarithme népérien du taux de croissance spécifique en fonction de l’inverse de la température. 

La courbe présente généralement un segment linéaire pour les températures inférieures à la 

température optimale de croissance. La pente obtenue en calculant une régression linéaire à 

partir de ce segment est égale à : - Ea / 2,303R ; avec R la constante universelle des gaz parfaits 

(8,31 J.K-1.mol-1). Ea correspond à l’énergie d’activation. 

Caractéristiques métaboliques 

a) Sources d’énergies, de carbone et accepteurs d’électrons

La souche MO1340 a été incubée en présence de différents couples de donneurs et 

d’accepteurs d’électrons ajoutés à la base minérale, afin de déterminer ses capacités à 

métaboliser différents substrats. Chaque condition a été testée en duplicats et les cultures 

positives ont été repiquées trois fois sur le même milieu afin d’éviter une croissance due à 

l’apport de substrat par l’inoculum. Ces expérimentations ont également été réalisées dans les 

mêmes conditions avec la souche Persephonella hydrogeniphila 29WT (Nakagawa et al., 2003), 

obtenue auprès de la DSMZ (souche DSM 15103). 

Les donneurs d’électrons suivants ont été testés en présence soit d’oxygène (1,5 % ou 7 

% dans la phase gazeuse, 1,5 bar) soit de nitrate (8 mM) : hydrogène (80 % dans la phase 

gazeuse), formate (10 mM), acide succinique (10 mM), fer ferreux (10 mM), acétate (1 mM), 

chlorure d’ammonium (15 mM), soufre élémentaire (1 %). 

Les accepteurs suivants ont été testés en présence de H2:CO2 (80:20 ; 2 bar) : sulfate (10 

mM), sulfite (10 mM), nitrite (1 ou 14 mM), fer ferrique (10 mM), soufre élémentaire (1% w/v), 

acétate (1 mM), thiosulfate (10 mM). 

Afin de déterminer si la souche MO1340 était capable d’utiliser des molécules 

organiques comme source d’énergie ou de carbone, elle a été cultivée en présence de N2:CO2:O2 

(73:20:7, 1,5 bar) en ajoutant les substrats organiques suivants : extrait de levure (2 g/L), 

peptone (2 g/L), glucose (5 g/L), sucrose (5 g/L), fructose (5 g/L), lactose (5 g/L), sorbitol (5 

g/L). 
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 Le potentiel caractère mixotrophe de la souche MO1340 a été testé en remplaçant le 

bicarbonate de sodium par du PIPES (6 g/L) et le CO2 de la phase gazeuse par du N2. De 

l’hydrogène et du nitrate, ou du soufre, du thiosulfate et de l’oxygène ont été fournis comme 

sources d’énergie et accepteurs d’électrons. 

 La souche a également été cultivée dans un milieu standard (avec 10 mM de thiosulfate 

et une phase gazeuse composée de N2:CO2:O2 83:20:7, 1,5 bar), mais sans ajouter de vitamines 

de Balch, dans le but de tester son caractère strictement autotrophe comme il est conseillé par 

Srinivasan et al. (Srinivasan et al., 2012).  

 

b) Etude des voies métaboliques 

 

 Une étude approfondie des caractéristiques métaboliques de la souche MO1340 a été 

réalisée. Pour cela, des cultures ont été incubées à 70 °C en présence de quatre couples de 

donneurs/accepteurs d’électrons (S2O32-/O2; S0/O2; H2/O2; H2/NO3-) dans les conditions 

suivantes :  

- Thiosulfate (10 mM) ; phase gazeuse composée de N2:CO2:O2 (73:20:7 ; 1,5 bar) 

- Soufre élémentaire (1 %) ; phase gazeuse composée de N2:CO2:O2 (66:20:14 ; 1,5 bar) 

- Hydrogène ; phase gazeuse composée de H2:CO2:O2 (79:20:1 ; 2 bar) 

- Hydrogène, nitrate (8mM) ; phase gazeuse composée de H2:CO2 (80:20 ; 2 bar) 

 Dans chaque condition, des témoins négatifs ont été incubés en triplicats et de 3 à 10 

tubes ont été inoculés. La consommation des substrats ainsi que la production des produits 

métaboliques ont été quantifiées dans les témoins incubés et dans les cultures en point final en 

phase stationnaire, après une nuit d’incubation. La composition de la phase gazeuse a été 

analysée par micro-chromatographie en phase gazeuse. La consommation et la production 

d’anions ont été quantifiées par chromatographie ionique (section Analyses chimiques). 

Systématiquement, l’analyse de la phase gazeuse a été réalisée en premier, suivie du 

prélèvement de la phase liquide pour la chromatographie ionique afin de ne pas créer une baisse 

de pression dans les tubes qui aurait faussé les résultats de calcul de quantité de gaz. 

 

 Des cinétiques de croissance ont été réalisées pour les souches MO1340 et P. 

hydrogeniphila 29WT avec le couple de substrats S2O32-/O2 (thiosulfate 10 mM, concentration 

en oxygène de respectivement 7 % et 1,4 % selon la souche). Une cinétique a également été 

réalisée pour la souche P. hydrogeniphila 29WT avec le couple H2/NO3- (nitrate 8mM, phase 

gazeuse composée de H2:CO2 ; 80:20 ; 2 bar). Des témoins négatifs, non inoculés, ont été 
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incubés et 40 à 50 tubes ont été inoculés dans les mêmes conditions puis incubés à 70 °C. Les 

cultures ont été réalisées sur une durée d’environ 28 h. Trois tubes ont été sacrifiés à chaque 

temps (8 à 12 temps) afin de suivre la croissance cellulaire par dénombrement au microscope, 

ainsi que la consommation des substrats et la production de produits métaboliques avec la 

méthodologie décrite dans le paragraphe précédent. 

4) Caractérisation phylogénétique et génomique

L’assemblage du génome de la souche MO1340 a été réalisé par Johanne Aubé, ingénieure au 

LM2E. 

Afin d’étudier les caractéristiques phylogénétiques et génomiques de la souche 

MO1340, des extractions d’ADN génomique au PCI ont été réalisées (Wery et al., 2001). Les 

gènes codant les ARNr 16S ont été amplifiés par PCR (Kit GoTaq G2 Hot Start Master Mix, 

Promega), en utilisant les amorces universelles bactériennes E8F, U1492 (Eden et al., 1991) et 

l’amorce interne 907R (Ishii & Fukui, 2001). Les gènes ont été séquencés avec la méthode de 

Sanger par le prestataire Eurofins Scientific (Allemagne). La séquence de 1444 pb a été déposée 

dans les bases de données GenBank/EMBL/DDBJ sous le numéro d’accession MT396293. 

La séquence du gène codant les ARNr 16S de la souche MO1340 a été alignée à des 

séquences d’Aquificales issues de la base de données GenBank à l’aide du logiciel Geneious 

v10.2.3 (Kearse et al., 2012) et du programme MUSCLE (Edgar, 2004). Des arbres 

phylogénétiques ont été construits à l’aide du logiciel MEGA7 (Kumar et al., 2016) en utilisant 

la méthode du Neighbor-Joining (Jukes & Cantor, 1969) avec 1000 bootstraps. 

Le génome de la souche MO1340 a été séquencé par le prestataire Eurofins Scientific 

(Allemagne) avec la technologie Illumina HiSeq. Le génome a été assemblé à l’aide du 

programme spades v3.13.0 (Bankevich et al., 2012). La complétion et la contamination ont été 

calculées avec l’outil CheckM (Parks et al., 2015) et la qualité de l’assemblage a été déterminée 

avec l’outil QUAST(Gurevich et al., 2013). L’annotation du génome a été réalisée par l’outil 

PGAP de NCBI (Tatusova et al., 2016). Les valeurs d’ANI (Average Nucleotide Identity) ont 

été calculées avec l’outil en ligne OrthoANIu (Yoon et al., 2017). 
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5) Analyses chimiques 

 

Les manipulations, l’utilisation des appareils et le traitement des données de chromatographie 

ionique et de micro-chromatographie gazeuse ont été réalisés avec l’aide d’Erwan Roussel, 

chercheur au LM2E, et Xavier Philippon, technicien au LM2E. 

 

a) Expérimentations 

 

 Le métabolisme de la souche MO1340 a été étudié en mesurant la consommation et la 

production de différents anions et gaz par chromatographie ionique et micro-chromatographie 

gazeuse. Ces méthodes ont également été utilisées dans le cadre des enrichissements MPN 

(section Mise en place des enrichissements MPN). 

 

 Chromatographie ionique 

 

 La chromatographie ionique est une technique analytique séparative qui permet 

d’identifier les ions présents dans une solution et de mesurer leurs concentrations. Une 

chromatographie échangeuse d’ions ICS-2000 (Dionex/Thermo Scientific) a été utilisée durant 

cette étude pour analyser la concentration en différents anions dans des échantillons de culture. 

Cette instrumentation est équipée d’un générateur d’éluant qui fournit une solution de KOH 

selon un gradient de 8 à 65 mM pour notre application. Cet éluant permet de transporter 

l’échantillon et de jouer sur l’affinité entre les anions et la phase stationnaire de la colonne 

(AG15 + AS15, 0,9 ml/min, 30°C). Les analytes sont séparés dans la colonne et présentent un 

temps de rétention spécifique en fonction de leur taille, leur charge et leur hydrophobicité. 

L’éluant passe ensuite dans un suppresseur électrochimique (AERS 500) qui produit des ions 

hydronium et permet un échange de cations au travers des membranes. L’échange des ions 

sodium par des ions hydronium permet de diminuer le bruit de fond et permet d’augmenter la 

conductance des couples hydronium/anion. Cette conductance (µS), qui est proportionnelle à 

la concentration des ions analysés, est ensuite mesurée par une cellule de conductivité (DS6, 35 

°C). Le signal est enregistré sous la forme d’un chromatogramme et analysé avec le logiciel 

Chroméléon. Chaque analyte ayant une conductivité électrique spécifique, la réponse du 

détecteur est systématiquement calibrée pour les anions suivants : fluorure, acétate, lactate, 

chlorure, formate, propionate, acrylate, pyruvate, sulfate, oxalate, fumarate, phosphate, 
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bromure, nitrate et thiosulfate. Ce détecteur ne permet cependant pas une identification formelle 

du signal à l’instar des détecteurs de masse et ne peut garantir l’absence de co-élution avec un 

produit inconnu. 

Les échantillons de culture à analyser par chromatographie ionique ont préalablement 

été centrifugés à 16 000 g pendant 15 minutes afin de culoter les cellules. Les surnageants ont 

été récupérés dans des flacons Chromacol en verre borosilicaté, préalablement passés au four à 

pyrolyse à 450 °C, et conservés à -20 °C jusqu’à l’analyse. Avant injection, les échantillons ont 

été dilués au dixième dans de l’eau ultrapure car la concentration en ion chlorure des 

échantillons marins est généralement trop élevée pour le système d’analyse utilisé. 

Micro chromatographie en phase gazeuse 

La micro-chromatographie gazeuse (µGC) est également une technique d’analyse 

séparative. Cette fois-ci, le vecteur est un gaz et le détecteur un catharomètre. Cette technologie 

est dite « micro » car elle est composée d’un injecteur, une colonne, un détecteur (ces trois 

composant formant un module) de taille 1000 fois plus petite que les chromatographies 

classiques. Les analyses ont été réalisées avec un µGC Fusion (Inficon, revendu en France par 

Chemlys). Dans la configuration du système installé au laboratoire, deux modules sont dédiés 

à l’analyse de gaz différents. Un module A, avec une colonne molsieve 5A (flux d’argon, 10 

m, 65°C), permet la séparation de l’hydrogène, l’oxygène, l’azote, le monoxyde de carbone, et 

le méthane. Un module B, avec une colonne RT-Q (flux d’hélium, 12m, 60°C), permet de 

séparer l’azote, le dioxyde de carbone, le sulfure d’hydrogène et la vapeur d’eau. Un 

prélèvement gazeux (1 à 2 ml) est réalisé, puis le gaz est aspiré pendant 30 sec à travers les 

injecteurs (15µl) par une pompe d’échantillonnage avant d’être introduit dans les colonnes. En 

sortie de colonne, la présence d’un gaz, autre que le gaz vecteur, modifie la conductivité 

thermique du flux gazeux. Ce signal, qui est proportionnel à la concentration des molécules 

analysées, est mesuré par le micro-catharomètre (µV). Chaque gaz ayant une conductivité 

thermique spécifique, une calibration régulière de l’instrument permet de convertir les aires des 

pics en concentration (%). La loi des gaz parfaits (présentée dans la section Traitement des 

données de l’analyse chimique) permet de convertir les concentrations des gaz (en %) en 

concentration molaire ou en quantité de matière. La pression de la phase gazeuse dans les fioles 

d’échantillons, qui intervient dans la loi des gaz parfaits, est mesurée par une sonde installée en 

aval du système d’analyse. Le système d’échantillonnage est également pourvu d’une pompe à 

vide qui permet de purger le volume mort entre l’échantillon et les soupapes d’entrée des deux 
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micro-injecteurs. Le vide supprime ainsi toute contamination croisée entre deux échantillons 

analysés successivement. 

 Le micro-GC a été utilisé pour suivre la consommation ou la production de différentes 

molécules (hydrogène, oxygène, azote, dioxyde de carbone, sulfure d’hydrogène, méthane) par 

les cultures réalisées en fiole ou en tube scellés hermétiquement. La quantité de gaz dissous a 

été considérée comme négligeable. Pour les analyses réalisées à partir des fioles 

d’enrichissement MPN, la température de la salle d’analyse était de 21 °C, tandis que lors des 

cinétiques de croissance de la souche MO1340 la température des cultures était de 70 °C dans 

l’étuve. 

 

 Détection de la production de peroxyde d’hydrogène 

 

 En premier lieu la production de peroxyde d’hydrogène a été testée par titration au 

permanganate de potassium, d’après la méthode décrite par Reichert et al. (Reichert et al., 

1939). Du permanganate de potassium (20 mM) a été introduit progressivement, dans un milieu 

réactionnel (15 mL de culture incubée une nuit) acidifié par quelques gouttes d’acide sulfurique. 

Le principe de la titration est le suivant : tant que du peroxyde d’hydrogène est présent, il réduit 

le permanganate de potassium selon la réaction suivante : 

 

 2 MnO4- + 5 H2O2 + 6 H+ → 2 Mn2+ + 5 O2 + 8 H2O 

 

 La coloration violette du permanganate disparaît lors de cette réaction. Ainsi, tant que 

du peroxyde d’hydrogène est présent, le milieu réactionnel reste incolore. Lorsque tout le 

peroxyde d’hydrogène a été consommé et que la réaction atteint l’état d’équilibre, le milieu 

prend une couleur rose très marquée. Il est ainsi possible de déterminer visuellement le passage 

à l’état d’équilibre. 

 Afin de confirmer les résultats obtenus par la première méthode de détection du 

peroxyde d’hydrogène, le kit MyQubit AmplexTM Red Peroxyde Assay (Invitrogen) a été utilisé 

en suivant les recommandations du fabricant. Ce kit contient un réactif qui, en présence de 

peroxydase, réagit avec le peroxyde d’hydrogène et produit de la résorufine (Zhou et al., 1997), 

une molécule fluorescente émettant à 585 nm. En mesurant l’intensité de la fluorescence au 

Qubit (Invitrogen) il est possible de déterminer précisément la concentration en peroxyde 

d’hydrogène dans un échantillon. 
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b) Traitement des données de l’analyse chimique

Les données de concentrations en anions (comprenant entre autres S2O32-, SO42-, NO3-) 

obtenues par chromatographie anionique ont été normalisées en fonction de la concentration en 

ions chlorures. Chaque tube ayant été préparé à partir du même lot de milieu de culture, la 

concentration en ions chlorures était supposée être identique. Lors de la dilution au 1/10ème des 

aliquots prélevés pour l’analyse par chromatographie, la manipulation de faibles volumes (< 1 

mL) a pu mener à des erreurs mineures dans la dilution. La normalisation selon la concentration 

en ions chlorures a permis de rectifier ces imprécisions expérimentales.  

Les données obtenues par micro-chromatographie en phase gazeuse contiennent deux 

informations : la pression dans les tubes ou les fioles, en millibar, ainsi que les concentrations 

relatives en gaz (comprenant entres autres H2, N2, O2 et CO2). La quantité de matière des gaz 

présents dans la phase gazeuse a été calculée en utilisant la loi des gaz parfaits :  

P * V = n * R * T ; soit n = (P * V) / (R * T) ; avec : 

P : la pression en Pascal 

V : le volume de la phase gazeuse en m3 

n : la quantité de matière en mole 

R : la constante universelle des gaz parfaits, en J.K-1.mol-1 

T : la température en degrés Kelvin 

Les concentrations en hydrogène et en oxygène dissous dans la phase liquide des 

cultures ont été calculées en utilisant les formules et les constantes décrites pour l’eau de mer à 

70 °C par Weiss et al. et Crozier et al. (Weiss, 1970, Crozier & Yamamoto, 1974). 

Les stœchiométries calculées expérimentalement dans les cultures en point final ont 

ensuite été comparées aux réactions décrites dans la littérature.  

6) Calculs d’enthalpie libre

Afin de déterminer l’énergie produite in situ par quatre réactions métaboliques, des 

calculs d’enthalpie libre ont été réalisés par Cécile Cathalot du laboratoire Cycles 

Géochimiques et ressources (Unité Géosciences Marines, Ifremer) dans le cadre de la rédaction 
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de l’article de caractérisation de la souche MO1340. L’enthalpie libre de Gibbs a été calculée 

pour plusieurs températures entre 5 et 153°C dans le gradient thermique d’après la formule 

suivante : 

∆𝑟𝑟𝐺𝐺 = ∆𝑟𝑟𝐺𝐺0 + 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑄𝑄𝑟𝑟 ; avec :  

∆rGo : l’énergie libre standard de Gibbs 

R : la constante universelle des gaz parfaits, en J.K-1.mol-1 

T : la température en degrés Kelvin 

Qr : le produit d’activité dans les conditions naturelles, calculé par l’équation suivante : 

 

𝑄𝑄𝑟𝑟 = ∏𝑎𝑎𝑖𝑖
𝛾𝛾𝑖𝑖,𝑟𝑟; avec : 

ai : l’activité du ième constituant de la réaction 

r et γi,r : le coefficient stœchiométrique de la réaction (négatif pour les réactifs, positif pour les 

susbtrats). Les activités sont dérivées des concentrations par l’équation Debye-Huckel. 

 

 Les concentrations de plusieurs espèces chimiques (oxygène, thiosulfate, sulfate, 

nitrate) sont issues de données in situ collectées lors de la campagne MOMARSAT2015 dans 

le gradient de mélange entre le fluide de la cheminée Aisics (site Lucky Strike) et l’eau de mer 

environnante. Le fluide hydrothermal a été échantillonné en utilisant le préleveur PEPITO 

(Cotte et al., 2015) couplé à une optode à oxygène Aanderaa et à l’analyseur in situ CHEMINI 

pour mesurer la concentration en sulfures (Vuillemin et al., 2009). La concentration en 

thiosulfate, sulfate et nitrate du fluide a été mesurée par chromatographie ionique après la 

campagne. Pour les espèces chimiques dont les données in situ n’étaient pas disponibles 

(hydrogène, azote, soufre élémentaire), un modèle hydrodynamique a été utilisé pour simuler 

le processus de dilution dans le gradient de mélange et calculer les concentrations. Un mélange 

simple du fluide hydrothermal et de l’eau de mer a été simulé, sans réaction entre les espèces 

chimiques. Les valeurs des concentrations sont issues de la littérature concernant l’end-member 

du site Aisics (Chavagnac et al., 2018, Rommevaux et al., 2019), ou d’autres sites lorsque les 

données sur Aisics n’étaient pas disponibles (pour le soufre élémentaire, (Findlay et al., 2019)). 
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 Etude de la colonisation microbienne des cheminées 
hydrothermales par approche moléculaire 

Extractions d’ADN 

1) Echantillons de cheminées

Les extractions d’ADN à partir d’échantillons de cheminées hydrothermales ont fait 

l’objet d’une longue étape de mise au point, notamment à cause de la forte hétérogénéité entre 

les échantillons, tant au niveau de leur composition minéralogique que de la quantité de 

biomasse. Le kit DNeasy PowerMax Soil (Qiagen) a été choisi car il est spécifiquement conçu 

pour extraire l’ADN à partir d’échantillons minéraux qui peuvent contenir des inhibiteurs de 

PCR tels que des métaux lourds. Ces échantillons contenant généralement une faible biomasse 

microbienne, les extractions d’ADN ont été réalisées en conditions stériles sous une hotte 

CaptairBio dans une salle dédiée aux échantillons de faible biomasse afin de limiter les 

contaminations. 

Suite à des résultats obtenus lors de mon stage de Master 2 (François, 2017), une 

modification a été apportée au protocole du kit : l’ajout de 250 µL d’acide polyadénylique 

(PolyA) à 660 mg/mL entre les étapes 2 et 3 du protocole original. Ces oligonucléotides sont 

censés se fixer aux sites de potentiels contaminants de l’ADN contenus dans les minéraux 

(Webster et al., 2003). La quantité d’ADN obtenue à la fin des extractions étant généralement 

faible, les ADN extraits ont été concentrés à l’aide du kit Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter 

Devices (Merck-Millipore) en suivant les recommandations du fabricant (30 minutes de 

centrifugation à 5000 g). L’ADN extrait a ensuite été conservé à 4 °C, ou -20 °C pour une 

conservation à long terme. Des blancs d’extraction ont été réalisés, puis testés en PCR et 

séquencés suivant le même protocole que les échantillons afin de détecter la présence d’une 

potentielle contamination. 

Le kit d’extraction d’ADN DNeasy PowerMax Soil est une version grand volume du kit 

DNeasy PowerSoil (Qiagen), qui permet d’introduire jusqu’à 10 grammes d’échantillon par 

réaction. Au vu des faibles biomasses dans les échantillons de cheminées de sulfates, il a été 

nécessaire de réaliser en parallèle quatre extractions à partir de 10 grammes. Les 20 mL de 

solution d’ADN extraits à la fin du protocole ont ensuite été réunis et concentrés avec une 
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colonne du kit Amicon Ultra-15 décrit ci-dessus. Pour les échantillons de cheminées de 

sulfures, 8 grammes ont été utilisés par extraction. Afin de vérifier que la masse d’échantillon 

utilisée pour l’extraction n’avait pas d’influence sur les résultats de séquençage haut-débit, des 

extractions ont été réalisées sur 8, 3*10 et 3*40 grammes à partir de deux échantillons de 

cheminées de sulfures, puis les ADN ont été séquencés en suivant le même protocole. 

 

2) Echantillons de panache hydrothermal proximal dans le gradient 
thermique 

 

 Les échantillons de panache hydrothermal proximal prélevés dans le gradient thermique 

ayant été filtrés sur des Sterivex (Millipore), les extractions d’ADN ont été réalisées à partir de 

ces filtres en suivant les premières étapes décrites par Cruaud et al. (Cruaud et al., 2017). Cet 

article décrit une méthode permettant d’extraire le filtre contenu dans le Sterivex afin 

d’optimiser la quantité d’ADN extrait. Dans les conditions de l’étude, le rendement d’ADN 

extrait a été multiplié par 4,1 en moyenne en utilisant cette méthode. L’ADN a ensuite été extrait 

en utilisant le kit DNeasy PowerSoil (Qiagen). 

 Comme pour les échantillons de cheminées hydrothermales, les manipulations ont été 

réalisées en conditions stériles sous une hotte CaptairBio, dans une salle dédiée « faible 

biomasse ». Tout d’abord le cylindre en plastique du Sterivex a été ouvert à l’extrémité à l’aide 

d’un coupe-tube, puis le cylindre intérieur sur lequel est enroulé le filtre a été sorti. Le filtre a 

été séparé du cylindre intérieur, puis coupé en morceaux d’environ 5 x 5 mm à l’aide d’une 

lame de scalpel stérile. Les morceaux de filtres ont ensuite été répartis dans trois PowerBead 

Tubes du kit DNeasy PowerSoil car leur volume était trop important pour réaliser l’extraction 

dans un seul tube. Pour la suite de l’extraction, les recommandations du fabricant ont été suivies 

à l’exception de l’étape d’homogénéisation de 10 minutes au Vortex qui a été remplacée par un 

cycle de 40 secondes (intensité 4) au FastPrep (MP Biomedicals). L’ADN extrait a ensuite été 

conservé à 4 °C, ou -20 °C pour une conservation à long terme. Les extraits d’ADN issus des 

trois extractions en réplicats ont été réunis préalablement aux étapes de purification et 

d’amplification par PCR pour s’affranchir d’une éventuelle hétérogénéité entre les réplicats 

d’extraction.  
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3) Echantillons de cultures en continu en bioréacteur

Les extractions d’ADN à partir des échantillons de cultures en continu en bioréacteur 

(section Cultures en bioréacteur) ont été réalisées en utilisant le kit FastDNA Spin kit for Soil 

(MP Biomedicals). Les échantillons, d’un volume de 50 mL, ont d’abord été centrifugés 60 

minutes à 15 500 g à 4 °C, puis le surnageant a été retiré. Le culot a été repris avec la solution 

Sodium Phosphate Buffer du kit, et les recommandations du fabricant ont été suivies pour la 

suite de l’extraction, à l’exception de l’étape d’homogénéisation au FastPrep (MP Biomedicals) 

dont la durée et l’intensité ont été réduites (30 secondes, intensité 5,5). L’ADN extrait a ensuite 

été conservé à 4 °C, ou -20 °C pour une conservation à long terme. 

Choix des amorces de séquençage 

Avant de réaliser l’étude de diversité par séquençage haut-débit, la première étape a 

consisté à sélectionner des couples d’amorces répondant à différents critères : la taille des 

amplicons, ainsi que la couverture des communautés d’Archaea et de Bacteria. Une première 

sélection a été réalisée in silico, puis des tests ont été réalisés sur plusieurs échantillons avec les 

couples d’amorces sélectionnés lors de l’analyse in silico. Les résultats ont été comparés à des 

résultats obtenus précédemment par clonage-séquençage lors de mon stage de Master 2 

(François, 2017) sur des échantillons de la cheminée Aisics (amorces Bacteria : E8F-907R ; 

amorces Archaea : A344F-915R). 

1) Analyse in silico 

Un total de 11 couples d’amorces ont été analysés in silico, ceux-ci sont présentés dans 

le Tableau 5 ainsi que leurs caractéristiques. Tout d’abord, la longueur théorique des amplicons 

a été calculée d’après la position des amorces sur le gène codant les ARNr 16S de Escherichia 

coli. La couverture théorique des amorces a ensuite été testée in silico, à l’aide de l’outil 

TestPrime de la base de données SILVA (Klindworth et al., 2013). Ainsi, les amorces ont été 

alignées contre plus de 300 séquences d’Archaea et 4300 séquences de Bacteria afin de 

déterminer quels taxons pouvaient être théoriquement couverts. Les taxons dont la séquence 

n’était pas couverte par les amorces, risquaient de ne pas être détectés lors du séquençage. 
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Tableau 5 : Caractéristiques des couples d’amorces testés in silico préalablement à l’étude de 
diversité par séquençage haut-débit. Les amorces dont le nom est en gras ont également été 
testées sur des échantillons. Références ; 1 : (Parada et al., 2016) ; 2 : (Apprill et al., 2015) ; 
3 : (Takai & Horikoshi, 2000) ; 4 : (Herlemann et al., 2011) ; 5 : (Takahashi et al., 2014) ; 6 : 
(Ovreås et al., 1997) ; 7 : (Kolganova et al., 2002) ; 8 : (Ding et al., 2017) ; 9 : (Stahl, 1991) ; 
10 : (Klieve, 2008). 

Nom des 
amorces 

Longueur de 
l'amplicon (nt) Cible Séquence 5' -> 3' Références 

515Fmod 
291 Procaryotes 

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 1 

806Rmod GGACTACNVGGGTWTCTAAT 2 

515Fmod 
411 Procaryotes 

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 1 

926R CCGYCAATTYMTTTRAGTTT 1 

Pro341F 
464 Procaryotes 

CCTACGGGNBGCASCAG 5 

805R GACTACHVGGGTATCTAATCC 4 

515Fmod 
485 Archaea 

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 1 

1000R Arch GGCCATGCACYWCYTCTC 5 

Arch2A519F 
498 Archaea 

CAGCMGCCGCGGTAA 6 

1017R GGCCATGCACCWCCTCTC 7 

519F 
396 Archaea 

CAGYMGCCRCGGKAAHACC 8 

915R RGTGCYCCCCCGCCAATTC 8 

archaea349F 
457 Archaea 

GYGCASCAGKCGMGAAW 10 

archaea806R GGACTACVSGGGTATCTAAT 3 

A344F 
571 Archaea 

AYGGGGYGCASCAGGSG 9 

915R GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 9 

A344F 
462 Archaea 

AYGGGGYGCASCAGGSG 9 

archaea806R GGACTACVSGGGTATCTAAT 3 

Arch2A519F 
396 Archaea 

CAGCMGCCGCGGTAA 6 

915R GGCCATGCACCWCCTCTC 9 

whoi341F 
444 Bacteria 

CCTACGGGNGGCWGCAG 4 

whoi785R GACTACHVGGGTATCTAATCC 4 
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2) Test des couples d’amorces sélectionnées in silico 

Afin de vérifier expérimentalement la couverture des couples d’amorces, ceux qui ont 

présenté les meilleurs résultats lors de l’analyse in silico ont été testés sur trois échantillons de 

la cheminée Aisics (MM1E2, M15 Aisics et M16 Ais 2). Le séquençage haut-débit a été réalisé 

par la plateforme MrDNA (Etats-Unis) avec la technologie Illumina MiSeq (détail dans la 

section Réalisation des banques et séquençage). Les librairies ont été réalisées par le prestataire, 

en utilisant les couples d’amorces Arch2A519F-1017R et A344F-archaea806R qui ciblent les 

Archaea, le couple d’amorces whoi341F-whoi785R qui cible les Bacteria, et les couples 

Pro341F-805R et 515Fmod-806Rmod qui couvrent les deux domaines. 

Séquençage haut-débit 

Réalisation des banques et séquençage 

Les librairies pour le séquençage haut-débit des gènes codant les ARNr 16S ont été 

préparées différemment pour les communautés de Bacteria et d’Archaea car deux couples 

d’amorces ont été sélectionnées pour l’étude de ces deux domaines. 

¾ Préparation des librairies Archaea

Les librairies ont été préparées en réalisant des PCR nichées à partir des ADN extraits 

d’échantillons de cheminées, de panache hydrothermal ou de cultures en bioréacteur. La 

première PCR a été réalisée dans 5 tubes pour chaque échantillon de cheminée ou de panache 

proximal en faisant varier le volume d’ADN (dans 3 tubes pour les échantillons de cultures, 

avec des volumes de 1, 3 et 5 µL d’ADN). Le volume réactionnel était de 50 µL et contenait : 

1, 1, 3, 3 ou 5 µL d’ADN matrice ; 5 µL de tampon 10X ; 1 µL de dNTP 10 mM ; 0,2 µL de 

chaque amorce 0,1 mM ; 0,5 µL de polymérase Taq Core 5 u/µL (MP Biomedicals) ; eau stérile 

DNA-free qsp 50 µL, avec les amorces A24F (CGGTTGATCCTGCCGGA) et A1492R 

(GGCTACCTTGTTACGACTT) (Teske et al., 2002, Lepage et al., 2004). Le cycle suivant a 

été appliqué pour les échantillons de cheminées et de panache proximal : 5’ à 94 °C ; 35 cycles 

(1’ à 94 °C - 1’ 30’’ à 51 °C – 2’ à 72 °C) ; 6’ à 72 °C. Pour les échantillons de culture en 

bioréacteur, le même programme a été appliqué, à l’exception des 35 cycles qui ont été 
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remplacés par 30 cycles. Les produits PCR issus des 5 amplifications ont été réunis et purifiés 

pour retirer les restes d’amorces et de polymérase, à l’aide du kit PCR Clean-Up (Macherey-

Nagel) en suivant les recommandations du fabricant, à l’exception des durées de centrifugation 

qui ont été doublées et du temps d’incubation à température ambiante qui a été porté à 15 

minutes. La seconde PCR a été réalisée dans 3 tubes, pour chaque échantillon, en utilisant les 

produits PCR purifiés comme ADN matrice (1, 3 ou 5 µL). Les conditions utilisées étaient les 

mêmes que pour la première PCR, à l’exception des amorces (A344F et 806R (Stahl, 1991, 

Takai & Horikoshi, 2000)) et de la température d’hybridation qui a été portée à 54 °C. Les 

produits PCR issus des 3 amplifications ont été réunis et purifiés dans les conditions précisées 

précédemment. Les barcodes, des séquences de 8 nucléotides, ont été ajoutés sur le primer 

forward (A344F) des produits PCR purifiés par le prestataire MrDNA (Shallowater, Texas) en 

réalisant 5 cycles de PCR dans les conditions décrites ci-dessous. 

 

¾ Préparation des librairies Bacteria 

 

 Les ADN extraits d’échantillons de cheminées hydrothermales, de panache ou de 

cultures en bioréacteur ont été purifiés avant envoi au prestataire avec le kit PCR Clean-Up 

(Macherey-Nagel). Les librairies ont été réalisées par la société MrDNA avec le kit HotStarTaq 

Plus Master Mix (Qiagen, USA) et les amorces whoi341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) et 

whoi 785R (GACTACHVGGGTATCTAATCC) (Herlemann et al., 2011) en appliquant les 

cycles suivant : 3’ à 94 °C ; 28 cycles (30’’ à 94 °C - 40’’ à 53 °C - 1’ à 72 °C) ; 5‘ à 72 °C. 

 

¾ Séquençage Illumina MiSeq 

 

 Le séquençage à partir des libraires de gènes codant les ARNr 16S de Bacteria et 

d’Archaea a été réalisé par le prestataire MrDNA (Shallowater, Texas) en suivant le protocole 

Illumina Truseq. Il s’agit d’une méthode « paired-read » qui, pour chaque amplicon, produit 

deux séquences de 300 paires de bases en sens inverse, avec une zone de recouvrement plus ou 

moins longue, selon la position des amorces et la longueur de l’amplicon : pour deux amorces 

éloignées sur le gène, l’amplicon est plus long, mais la zone de recouvrement plus courte. Au 

moins 20000 séquences ont été produites pour chaque échantillon.  
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Traitement bioinformatique 

1) Traitement des données de séquençage

Les échantillons ayant été prélevés durant différentes campagnes, les librairies ont été 

préparées en plusieurs fois entre 2017 et 2020 et séquencées en différents « runs ». Chaque run 

a été traité séparément durant les premières étapes du traitement bioinformatique et les jeux de 

données de séquences des communautés de Bacteria et d’Archaea ont été traités séparément 

durant toute l’analyse. Les paramètres présentés ont été choisis empiriquement à la suite de 

nombreux tests comparant le nombre final de séquences et leur qualité. 

Le séquençage des librairies a produit des fichiers FastQ contenant les séquences fasta 

ainsi qu’un score de qualité associé à chaque base. La qualité des séquences a été vérifiée à 

l’aide de l’outil FastQC (Andrews, 2010).  

La première étape du traitement, le demultiplexage a consisté à séparer les séquences 

en fonction de l’échantillon à partir duquel elles ont été séquencées. La reconnaissance de 

l’échantillon d’origine est possible grâce au barcode ajouté à chaque séquence forward. Cette 

étape a été réalisée à l’aide de l’outil FASTq Processor4 fourni par le prestataire de séquençage 

MrDNA avec les paramètres suivants : format de sortie « Mothur » et conservation des 

barcodes et primers. 

La première étape du trimming a été réalisée à l’aide de l’outil Cutadapt (Martin, 2011) 

en appliquant les paramètres suivants : overlap=3, times=5, minimum-length 100, discard-

untrimmed, pair-filter=any. Cette étape consiste à retirer les séquences des barcodes et des 

amorces afin de conserver uniquement les séquences d’origine biologique. 

La suite du traitement a été réalisée à l’aide du package dada2 sous RStudio (Team, 

2013, Team, 2015, Callahan et al., 2016). Les paramètres précisés ci-dessous sont ceux qui ont 

été appliqués pour les amorces A344F-806 et whoi341F-whoi 785R. Certains paramètres ont 

ainsi été modifiés pour le traitement des séquences des communautés de Bacteria ou d’Archaea 

4 http://www.mrdnalab.com/mrdnafreesoftware/fastq-processor.html 
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car les amorces couvraient différentes régions des gènes codant les ARNr 16S, de longueurs 

différentes.  

 La suite de l’étape de trimming a consisté à retirer les extrémités des séquences dont la 

qualité était trop faible et éliminer les séquences de faible qualité. La qualité des séquences en 

sens reverse étant généralement plus faible que pour les séquences forward avec la technologie 

Illumina MiSeq, un plus grand nombre de nucléotides a été retiré. La commande filterAndTrim 

a été appliquée, avec les paramètres suivants : trimRight=c(30,90), maxN=0, maxEE=c(6,6), 

truncQ=5 pour les Bacteria, et trimRight=c(20,80), maxN=0, maxEE=c(6,6), truncQ=5 pour 

les Archaea. 

 

 Un défaut des données de séquençage haut-débit est le nombre d’erreurs d’identification 

des nucléotides, qui surestime artificiellement le nombre de séquences différentes, surestimant 

la diversité microbienne présente initialement dans les échantillons. Plusieurs solutions ont été 

proposées par les différents pipelines d’analyse, généralement basés sur l’agrégation des 

séquences en OTUs (Operation Taxonomic Units, Unités Taxonomiques Opérationnelles). 

Cette agrégation peut être basée sur un seuil de similarité (généralement basé à 97 ou 98 % 

d’identité des séquences), ou des méthodes agrégatives plus complexes comme l’outil SWARM 

(Schloss et al., 2009, Mahé et al., 2015, Westcott & Schloss, 2017). Les OTUs les moins 

abondants sont souvent considérés comme des artefacts créés par les erreurs de séquençage et 

sont retirés du jeu de données. L’outil DADA2 est basé sur une étape qui traite ce problème en 

suivant une autre approche. Le principe est de calculer un modèle d’erreur afin d’estimer 

statistiquement si les différences entre les séquences sont dues à des différences biologiques 

réelles ou à des erreurs de séquençage, en se basant sur le score de qualité associé à chaque 

nucléotide. Si les indices statistiques indiquent que les différences entre des séquences sont 

dues à une erreur de séquençage, les séquences seront regroupées et la séquence la plus 

abondante sera considérée comme représentative de l’ASV (Amplicon Sequence Variant), qui 

est un équivalent des OTUs. Ainsi, contrairement aux autres méthodes qui produisent de 

nombreux OTUs dont les moins abondants ne reflètent pas une réalité biologique, les ASVs 

produits par DADA2 correspondent théoriquement à des phylotypes réels. Cette étape a été 

réalisée en appliquant le paramètre pool=«pseudo» à la commande dada, et les autres 

paramètres par défaut. 
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L’étape suivante, le merging, réunit les reads forward et reverse afin de recréer les 

séquences complètes. Il est important à cette étape de vérifier que la zone de recouvrement est 

égale à la longueur attendue. Par exemple, pour un séquençage pair-reads de 2x300 paires de 

bases impliquant les amorces A344F-806R un fragment de 462 nucléotides est attendu (à 

l’exception des possibles insertions/délétions), pour un recouvrement de 138 nucléotides. Ce 

recouvrement est réduit lorsque les extrémités des séquences sont retirées à l’étape de trimming. 

Les séquences de longueur anormale ont ensuite été retirées, car elles sont généralement 

liées à des erreurs de séquençage ou à l’étape de merging. Ce traitement ne doit cependant pas 

être trop stringent car cela éliminerait les séquences issues de phylotypes qui ont des insertions 

ou des délétions dans leurs gènes codant les ARNr 16S. Ces valeurs minimales et maximales 

ont été définies à 380 et 425 nucléotides pour les Bacteria et 380 à 390 pour les Archaea. 

Une autre erreur courante du séquençage haut-débit est la formation de séquences 

chimériques, qui sont dues à l’hybridation de différents brins d’ADN durant les étapes de PCR. 

Cela créé des séquences artificielles dont les deux moitiés (ou deux parties inégales) sont issues 

des deux séquences parentes. L’impact sur les analyses en aval peut être très important car cela 

créé une surestimation de la diversité et produit des séquences artificielles dont l’affiliation sera 

forcément faussée. Ces séquences ont été filtrées à l’aide de la commande 

removeBimeraDenovo, avec le paramètre minFoldParentOverAbundance=10. 

L’affiliation taxonomique des ASVs du jeu de données des communautés de Bacteria a 

été réalisée à partir de la version 138 de la base de données Silva (Quast et al., 2012). Pour les 

communautés d’Archaea, cette base de donnée a été modifiée par l’ajout d’une séquence 

(numéro d’accession NCBI AB611366) pour éviter certains problèmes d’affiliation décrits dans 

la section Taxonomic affiliation of the ASVs. Un arbre phylogénétique a été construit pour les 

Bacteria et les Archaea à l’aide des packages phangorn et DECIPHER du logiciel R en utilisant 

respectivement comme racines des séquences de Thermococcus ou de Nitratifractor (Schliep, 

2011, Wright, 2016). 
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2) Analyse des données avec l’outil phyloseq 

 

 Les données de séquençage ont ensuite été analysées sur le logiciel R (Team, 2013, 

Team, 2015), principalement à l’aide du package phyloseq en s’inspirant des méthodes décrites 

par Callahan et al. (McMurdie & Holmes, 2013, Callahan et al., 2016). La table d’ASV (qui 

présente l’abondance des ASVs dans chaque échantillon), les informations taxonomiques des 

ASVs et les métadonnées des échantillons ont été réunies dans un objet phyloseq. Les ASVs 

affiliés aux Bacteria ont été retirés du jeu de données des Archaea et inversement, puis les 

ASVs considérés comme des contaminants ont été retirés. Les indices de diversité ont été 

calculés à l’aide du package phyloseq, en ayant normalisé ou non au préalable les données par 

sous-échantillonnage aléatoire, puis les résultats ont été comparés afin d’éviter un potentiel 

biais lié aux différences de profondeur de séquençage des échantillons (Weiss et al., 2015). Des 

analyses de la variance (Anova) ont été réalisées avec la fonction aov pour comparer les indices 

d’alpha-diversité. Des ordinations en analyse en composante principale (ACP) ont été réalisées 

après une transformation log-ratio centrée (CLR) des données par le package microbiome 

(Aitchison, 1986, Lahti et al., 2017) comme il est recommandé par Gloor et al. (Gloor et al., 

2017). La significativité des distances entre les communautés microbiennes des échantillons a 

ensuite été calculée par des analyses de variance multivariées permutationnelles (Permanova) 

à l’aide de la fonction adonis du package vegan (Oksanen et al., 2013). Des analyses 

d’abondance différentielle ont été réalisées à l’aide du package DESeq2 (Love et al., 2014). Les 

tests statistiques ont été considérés comme significatifs lorsque les p-valeurs étaient inférieures 

à 0,05, ou 0,01 dans le cas des analyses d’abondance différentielle. 
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 Etude des communautés microbiennes des cheminées 
hydrothermales par des approches culturales 

Cultures en bioréacteur 

Dans le but d’étudier in vitro la croissance des microorganismes dans des conditions 

reproduisant au mieux les conditions in situ, des cultures d’enrichissement en bioréacteur ont 

été mises en place. Contrairement aux cultures dites « en batch » qui sont réalisées en milieu 

fermé, les cultures en continu en bioréacteur permettent de renouveler constamment le milieu, 

d’éliminer les produits du métabolisme et de réguler des paramètres tel que le pH et la 

température. Ce contrôle constant du système permet de mener des cultures d’enrichissement 

dans des conditions stables pendant plusieurs jours ou semaines. Ce type d’approche peut 

favoriser l’enrichissement de microorganismes qui ne peuvent se développer dans des cultures 

en batch. 

1) Bioréacteur Gas-lift

Le système utilisé pour les cultures d’enrichissement en continu est un bioréacteur de 

type Gas-lift, qui a été développé par Raven et al. (Raven et al., 1992) afin d’optimiser la culture 

et la production de biomasse de l’Archaea hyperthermophile anaérobie Pyrococcus furiosus en 

absence de soufre. Ce système de culture a été transféré et optimisé au LM2E pour la production 

de biomasse de P. abyssi (Godfroy et al., 2006), la réalisation d’études physiologiques et la 

réalisation de cultures d’enrichissement à partir d’échantillons de cheminées hydrothermales 

(Postec et al., 2005, Postec et al., 2007, Byrne et al., 2009, Callac et al., 2015). Un des points 

fort de ce système de culture est le renouvellement continu de la phase gazeuse sur le même 

principe que le renouvellement de la phase liquide, ce qui assure des conditions anaérobies et 

une agitation régulière sans génération de forces de cisaillement. Le montage du bioréacteur 

Gas-lift réalisé durant la campagne MOMARSAT2018 est présenté dans la figure (Figure 32). 
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Figure 32 : Photographie du bioréacteur Gas-lift mis en place pour les cultures 
d’enrichissement durant la campagne MOMARSAT 2018. A : Cuve ; B : Bain thermostaté ; C 
: Bac de refroidissement relié à un Cryostat ; D : Spargeur ; E : Condenseur ; F : Fioles de 
garde en sortie du condenseur ; G : Contrôleur analogique Infors ; H : Pompes péristaltiques 
(entrée/sortie/acide/base) ; I : Sondes de température et de pH 

 

 La cuve du bioréacteur Gas-lift est constituée d’une cuve en verre borosilicaté d’un 

volume utile de 2 L (Figure 32 A) qui contient le milieu de culture. Une double paroi permet 

la circulation d’eau chaude dans la partie périphérique de la cuve. L’eau circulante est 

maintenue à la température désirée grâce à un bain thermostaté (Figure 32 B). Le 

renouvellement du milieu de culture est assuré par deux pompes péristaltiques, en entrée et en 

sortie, dont le débit est réglé afin de maintenir un volume constant dans la cuve. Le milieu de 

culture entrant et sortant est conservé dans des poches stériles, dans un bac de refroidissement 

(Figure 32 C) dont la température est maintenue entre 5 et 8°C grâce à un cryostat qui alimente 

également le condenseur (Figure 32 E) placé sur la platine supérieure du bioréacteur pour 

limiter l’évaporation du milieu. 

 Un balayage gazeux constant est effectué par le bas de la cuve, au niveau d’un spargeur 

(Figure 32 D) en verre fritté. Un cylindre en verre (draft-tube) est positionné dans la cuve au-

dessus du spargeur afin de créer un mouvement de convection des bulles de gaz qui permet 

d’homogénéiser le milieu. Ce balayage permet d’assurer l’anaérobiose dans le bioréacteur et 

évite l’accumulation des produits du métabolisme (par exemple de l’hydrogène dans le cas 

d’une culture de microorganismes pratiquant la fermentation). 
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A la sortie du condenseur les gaz circulent par deux fioles de garde (Figure 32 F) dont 

la première contient une solution de NaOH (concentration 10 N) pour piéger le sulfure 

d’hydrogène. 

Les paramètres physico-chimiques du milieu de culture contenu dans la cuve sont 

contrôlés grâce à une électrode de pH et une sonde de température (PT100) (Figure 32 I), 

reliées à un système analogique de contrôle Infors V5 (Figure 32 G) et à un ordinateur portable. 

Un logiciel dédié, Iris, sert à récolter les données et commander la régulation du pH et de la 

température, ainsi que le débit des pompes d’entrée et de sortie de milieu. Le pH est maintenu 

à la valeur souhaitée par l’ajout d’HCl (1 N) ou de NaOH (1 N) à l’aide de pompes péristaltiques 

(Figure 32 F) gérées par le contrôleur analogique. La cuve du bioréacteur a été couverte de 

papier aluminium (non présenté sur l’illustration) afin de maintenir la culture dans l’obscurité 

durant toute la durée de l’incubation. 

2) Conditions de culture

Des cultures d’enrichissement dans le bioréacteur Gas-lift ont été réalisées à bord durant 

les campagnes MOMARSAT de 2017 (Anne Godfroy et Françoise Lesongeur), 2018 (AG et 

David François) et 2019 (AG, FL et DF). Durant les trois incubations, les mêmes conditions de 

culture ont été appliquées : 

- Balayage gazeux sous N2:CO2:H2 75:20:5 à 100 mL/min : apporte de l’hydrogène comme 

source d’énergie potentielle et réduit le milieu  

- Température régulée à 80 °C : correspond à une température adaptée pour la croissance de 

microorganismes hyperthermophiles 

- pH régulé à 6,5 : ce pH légèrement acide est adapté à la croissance de nombreux 

microorganismes hydrothermaux connus se développant à 80 °C 

Dans le but de mettre en place des conditions de culture proches des conditions in situ, 

du panache hydrothermal proximal non filtré a été utilisé comme milieu de culture. Le fait de 

réaliser les cultures à bord, durant les campagnes océanographiques, a permis d’utiliser le 

panache quelques heures après son prélèvement sans qu’il ne subisse d’oxydation ou de fortes 

variations de température, qui auraient altéré sa composition. Après trois heures de stabilisation 

du milieu, le bioréacteur a été inoculé avec 120 à 150 mL d’un échantillon de cheminée 

hydrothermale broyée. Le milieu a été renouvelé à un débit de 25 mL/heure durant les trois 
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cultures. Les échantillons de cheminées hydrothermales et de panache proximal utilisés dans 

les cultures sont présentés dans le Tableau 6. 

Tableau 6 : Détail des échantillons de cheminées hydrothermales et de panache proximal 
utilisés comme milieu de culture et inoculum durant les incubations en bioréacteurs. 

Incubation Site de 
prélèvement 

Inoculum  (zone de 
la cheminée) 

Echantillon 
de panache 

Température du 
panache (°C) 

Durée de 
l'incubation 

M17 FERM Aisics M17 Ais 2 (partie 
basse) M17 Ais A1 M17 Ais E1 80 - 120 11 jours 

M18 FERM Capelinhos M18 Cap 2 (partie
basse) 

M18 Cap E1 M18 
Cap1PBT M18 Cap C1 100 - 150 11 jours 

M19 FERM Aisics 
M19 Ais 1 

(partie haute) 

M19 Ais PL1939-1 
PLUME 2 et 3 M19 Ais 

PL1941-3 PLUME 2, 3 et 
4 

150 18 jours 

3) Conditionnement des échantillons et analyses

Des prélèvements ont été réalisés régulièrement à partir des cultures en bioréacteur et 

conditionnés de différentes façons selon les analyses prévues : 

- Extraction d’ADN : quotidiennement, 50 mL transférés dans des tubes Falcons, conservés à -

80 °C. La méthodologie réalisée pour l’identification par metabarcoding est précisée dans la 

section Séquençage haut-débit. 

- Culture : quotidiennement, 20 à 30 mL transférés en fiole Pénicilline, conservés à 4 °C sous 

une atmosphère composée à 100 de N2 

- Chromatographie ionique : quotidiennement, 1 mL transféré en fiole chromatographie, 

conservé à - 20 °C 

- Dénombrement cellulaire : quotidiennement, 1 mL transféré dans une fiole Pénicilline 

contenant 9 mL d’eau de mer formolée. Les dénombrements cellulaires ont été réalisés par 

comptage en épifluorescence sur un microscope Axio Imager Z2 Apotome équipé d’un système 

COLIBRI (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Allemagne) après filtration sur filtres 

polycarbonate (Whatman® Nuclepore 0,25 μm) et marquage au Sybr Gold (Parkes et al., 2014). 

Les dénombrements cellulaires ont été réalisés par Anne Godfroy. 

- Poches « out » prélevées quotidiennement et conditionnées différemment un jour sur deux : 

soit conservées à 4 °C pour des cultures ultérieures, soit filtration sur Sterivex pour analyse 

moléculaire (conservation du Sterivex à -80 °C) et utilisation du filtrat pour des analyses 
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chimiques réalisées par les collègues du laboratoire Géosciences Environnement Toulouse 

(mesure de salinité, pH, Eh, conductivité, concentration en soufre total, H2S et Fe) 

Enrichissements MPN 

1) Mise en place des enrichissements MPN

En complément des approches moléculaires d’identification et de quantification des 

communautés microbiennes par séquençage haut-débit, une approche culturale a été mise en 

place en réalisant des enrichissements MPN. 

Les communautés microbiennes des édifices hydrothermaux présentant une forte 

diversité métabolique et physiologique, les enrichissements MPN ont été réalisés en croisant 

plusieurs conditions de température et de disponibilité en substrats dans l’objectif de pouvoir 

enrichir un maximum de microorganismes cultivables. Trois accepteurs d’électrons ont été 

fournis (soufre élémentaire, sulfate et oxygène), en apportant une source de carbone organique 

(extrait de levure et peptone, acétate, pyruvate, butyrate et propionate selon les milieux) ou 

inorganique sous forme de CO2 dissous (en présence d’hydrogène et/ou de thiosulfate selon les 

milieux). Pour plus de lisibilité, les différents milieux de culture seront par la suite nommés M1 

à M6. Les caractéristiques des milieux sont présentées dans le Tableau 7 ; le détail de leur 

préparation et de leur composition est présenté dans la section Préparation des milieux de 

culture. 

Les fioles correspondant à ces six conditions ont été incubées à quatre températures (30, 

60, 80 et 95 °C) ; une gamme qui permet la croissance de mésophiles, thermophiles modérés et 

hyperthermophiles. 

Quatre échantillons ont été utilisés comme inoculum : 

- E1 : M19 Ais 1 (partie haute de la cheminée Aisics)  

- E2 : M19 DEAFS (partie haute de la cheminée Montserrat) 

- E3 : M19 Ais 2 (partie basse de la cheminée Aisics) 

- E4 : M19 Cap 2 (partie basse de la cheminée Capelinhos) 
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L’objectif initial était d’utiliser les parties hautes et basses des cheminées Aisics et 

Capelinhos pour comparer les communautés microbiennes dans les échantillons de sulfates et 

de sulfures. Cependant, le flacon contenant l’échantillon M19 Cap 1 (partie haute de la 

cheminée Capelinhos) qui avait été conditionné pour les enrichissements MPN a été brisé 

durant le transfert des échantillons du navire au laboratoire et ne pouvait être utilisé. Il a été 

remplacé par l’échantillon M19 DEAFS qui est également un échantillon de cheminée de 

sulfates. Bien qu’il ne soit ainsi pas possible de comparer les communautés entre les deux 

parties de la cheminée Capelinhos, une comparaison entre un échantillon de sulfates 

représentant une cheminée jeune (M19 DEAFS) et un échantillon de sulfures représentant une 

cheminée mature (M19 Cap 2) est réalisable. Les quatre échantillons ont été prélevés durant la 

même campagne, conditionnés dans les mêmes conditions et conservés durant la même durée 

afin de pouvoir comparer les résultats et limiter les biais techniques. La masse de ces 

échantillons a été mesurée afin de déterminer par la suite la concentration microbienne par 

gramme de cheminée. L’eau de mer utilisée pour réaliser les slurries est la base minérale du 

milieu de culture utilisé durant le reste de l’étude, sans vitamines de Balch ni Na2S. 

2) Protocoles expérimentaux

1) Préparation des milieux de culture 

La même base minérale a été utilisée pour chaque milieu, il s’agit de l’eau de mer 

artificielle anoxique décrite dans la section Préparation des milieux de culture, préparée en 

fiole de Widdel, contenant la solution de vitamines de Balch, sans Na2S ni FeCl2 (Balch et al., 

1979, Widdel & Pfennig, 1982, Parkes et al., 2010). Chaque milieu a été préparé séparément 

par lot de 3 L. Les masses et volumes précisés ci-dessous sont donnés pour un volume final de 

3 L. Les milieux M1 et M2 ont été réduits avec du Na2S (3,6 mL à 1 M), et les milieux M3 et 

M4 avec du dithionite, S2O42- (3 mL de solution à 50 g/L préparée le jour même). Les milieux 

M5 et M6, étant des milieux microaérophiles, n’ont pas été réduits. Pour les milieux M2, M3, 

M5, du bicarbonate de sodium (7,56 g) a été utilisé comme tampon pH et comme source de 

carbone inorganique, en ajoutant 20 % de CO2 dans la phase gazeuse. Le pH des milieux M1, 

M4 et M6 a été tamponné en ajoutant du PIPES disodium salt (18,15 g, Sigma Aldrich). Le 

détail des substrats ajoutés dans chaque milieu comme donneurs ou accepteurs d’électrons et 

sources de carbone est présenté dans le Tableau 7. Le pH des milieux a été stabilisé à environ 
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6,8 en ajoutant de l’acide chlorhydrique (1 M) ou de l’hydroxyde de sodium (10 M) dans la 

fiole de Widdel, puis a été distribué par 9 mL dans des fioles Pénicilline de 20 mL. Après 

stabilisation, le pH et le potentiel redox Eh ont été mesurés dans trois fioles témoins, qui ont 

également été analysées par chromatographie ionique et micro-chromatographie gazeuse dans 

les conditions précisées dans la section Analyses chimiques. Des fioles non inoculées de chaque 

milieu ont également été incubées aux quatre températures puis analysées par chromatographie 

ionique et micro-chromatographie gazeuse afin d’identifier d’éventuels processus abiotiques 

modifiant la composition des milieux durant l’incubation. Ces témoins d’incubation ont 

également permis de vérifier l’absence de contamination, 

Tableau 7 : Détail des substrats ajoutés dans les milieux de culture et des phases gazeuses des 
enrichissements MPN. 

Milieu Substrats [c] finale 
(mM, g/L) 

Masse pour 
3 L (g) Phase gazeuse Source de 

carbone 
Accepteur 
d’électrons 

M1 
Soufre élém. 5 g/L 15,0 

N2 100 % - 1,5 bar Organique Sulfate Extrait de levure 0,5 g/L 1,50 
Peptone 0,5 g/L 1,50 

M2 Soufre élém. 5 g/L 15,0 H2:CO2 80:20 - 2 bar Inorganique Sulfate 

M3 
Na2SO4 30 mM 12,784 

H2:CO2 80:20 - 2 bar Inorganique Soufre
élémentaire FeSO4;7H2O 0,2 mM 0,167 

M4 

Extrait de levure 0,2 g/L 0,600 

N2 100 % - 1,5 bar Organique Soufre 
élémentaire 

Na-Formate 3 mM 0,612 
Na-Acétate 3 mM 0,738 
Na-Pyruvate 3 mM 0,990 

Na-Propionate 3 mM 0,865 
Na2SO4 30 mM 12,784 

FeSO4;7H2O 0,2 mM 0,167 

M5 Na2S2O3;5H2O 20 mM 14,891 H2:CO2:O2 76:20:4 - 
2 bar Inorganique Oxygène 

M6 
Extrait de levure 0,5 g/L 1,50 

N2:O2 96:4 - 2 bar Organique Oxygène 
Peptone 0,5 g/L 1,50 

2) Inoculation et suivi des cultures 

Après préparation et stabilisation, chaque milieu a été inoculé avec les quatre 

échantillons dans la même journée. Les fioles ont été inoculées avec 1 mL de slurry, pour 

réaliser une première dilution au 1/10ème. Quatre autres dilutions au 1/10ème ont été réalisées en 

transférant 1 mL de la dilution précédente dans les 9 mL de milieu de culture, faisant ainsi des 
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dilutions jusqu’au facteur 1.10-5. Toutes les dilutions ont été faites en triplicat à l’aide de 

seringues, puis incubées à 30, 60, 80 et 95 °C. A cause du grand nombre de fioles incubées pour 

chaque milieu (5 dilutions * 3 réplicats * 4 températures * 4 échantillons = 240 fioles inoculées 

ainsi que les témoins), seuls un ou deux milieux ont été incubés simultanément dans les étuves. 

La croissance des milieux a été suivie de manière régulière, plusieurs fois par 

semaine par observation visuelle : apparition d’un trouble (principalement dans les milieux 

hétérotrophes), coloration noire dans les milieux M3 et M4 (en cas de production d’H2S par les 

cultures, réaction avec le FeSO4 qui produit du FeS et colore le milieu). Des prélèvements ont 

été réalisés dans chaque culture afin de confirmer une croissance microbienne par observation 

au microscope à contraste de phase et les morphologies observées ont été notées. Les milieux 

ont été incubés pendant des durées variables, selon la vitesse de croissance dans les différentes 

dilutions. Les incubations ont été arrêtées lorsqu’aucune croissance n’a été observée pendant 

plusieurs jours. Ces informations sont présentées dans le Tableau 8. L’intérêt de réaliser des 

incubations longues (entre 4 et 8 semaines) est de s’assurer que l’absence de croissance était 

bien due à une dilution de la culture jusqu’à extinction. Si les incubations avaient été trop 

brèves, une croissance lente n’aurait pas été observée et les concentrations auraient été sous-

estimées. 

Tableau 8 : Temps d’incubation des enrichissements MPN, et durée passée entre la dernière 
croissance observée et l’arrêt de la culture. 

Milieu de 
culture 

Durée 
d'incubation 

(jours) 

Temps sans 
croissance 

(jours) 
M1 27 7 
M2 39 7 
M3 39 13 
M4 55 23 
M5 35 23 
M6 31 18 

3) Arrêt des cultures et analyses 

Dès qu’une croissance a été confirmée, et après l’arrêt des incubations de chaque milieu, 

les fioles ont été conservées à 4°C puis conditionnées pour plusieurs analyses. Afin de réduire 

les coûts et l’utilisation de consommables, seules les dernières dilutions positives ont été 

analysées (soit environ 250 fioles). 
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¾ Analyse de la phase gazeuse par micro-chromatographie gazeuse :

Les fioles ont été mises à température ambiante pour stabiliser la pression, puis analysées par 

micro-chromatographie gazeuse en suivant la méthode décrite précédemment dans la section 

Analyses chimiques. La mesure de la concentration des gaz au µGC a systématiquement été 

réalisée avant de faire les autres prélèvements pour éviter une perte de pression. 

¾ Analyse des anions par chromatographie ionique :

1 mL de chaque fiole a été prélevé puis centrifugé à 16 000 g pendant 15 minutes afin de culoter 

les cellules. Le surnageant a été récupéré et conservé à -20 °C avant d’être analysé par 

chromatographie ionique en suivant la méthode décrite précédemment dans la section Analyses 

chimiques. Les fioles de chaque milieu, ainsi que les témoins correspondants, ont été analysés 

consécutivement dans une même série afin de s’affranchir d’une éventuelle dérive du signal sur 

les chromatogrammes. L’analyse par chromatographie ainsi que le traitement des 

chromatogrammes ont été réalisés par Xavier Philippon, technicien au LM2E. 

¾ Identification des phylotypes :

Les souches qui se sont développées aux dernières dilutions de chaque condition ont été 

identifiées par séquençage des gènes codant les ARNr 16S. 4 mL ont été prélevés puis conservés 

à -20 °C, et les ADN ont été extraits en utilisant le kit Macherey Nagel Nucleospin Soil - 

Genomic DNA from soil. Les cultures ont d’abord été centrifugées à 8000 g pendant 30 

minutes, le surnageant a été éliminé et le culot repris avec la solution SL1 puis transféré dans 

les Bead Tubes. Le protocole du fabricant a été suivi, avec les précisions suivantes : utilisation 

du tampon SL1 et ajout de 150 µL d’enhancer SX. La lyse cellulaire a été effectuée par un 

passage au FastPrep pendant 30 secondes à intensité 5. Les ADN ont été repris dans 50 µL de 

tampon d’élution SE chauffé au préalable à 80 °C. Les gènes codant les ARNr 16S ont été 

amplifiés par PCR, en utilisant les amorces E8F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) et 907R 

(CCGTCAATTCCTTTRAGTTT) (Eden et al., 1991, Ishii & Fukui, 2001) pour les Bacteria, 

et les amorces A344F (AYGGGGYGCASCAGGSG) et 915R 

(GTGCTCCCCCGCCAATTCCT) (Stahl, 1991) pour les Archaea (mêmes conditions PCR que 

décrites dans la section Identification des phylotypes enrichis et isolés). Les gènes ont été 

séquencés avec la méthode de Sanger par le prestataire Eurofins Scientific (Allemagne). 
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 Le volume restant dans les fioles a été conservé à 4 °C pour garder la possibilité d’isoler 

certaines souches d’intérêt par la suite. 

 

4) Calcul des concentrations cellulaires dans les échantillons 
 

 En connaissant à la fois le facteur de dilution appliqué dans les enrichissements MPN, 

le nombre de réplicats et le nombre de fioles dans lesquelles une croissance a été observée, il 

est possible d’estimer la concentration en microorganismes viables cultivables dans 

l’échantillon à l’aide d’outils statistiques. Ces estimations ont été réalisées en utilisant un 

tableur Excel pré-formaté5 réalisé par Jarvis et al. (Jarvis et al., 2010), qui inclut les formules 

pour calculer la concentration cellulaire initiale, l’écart-type et les intervalles de confiance 

associés, ainsi qu’un indice de rareté qui permet de déterminer la fiabilité de chaque résultat. 

 

5) Traitement statistique des données 
 

 Des analyses statistiques ont été réalisées afin d’évaluer les potentielles corrélations 

entre les conditions de culture, les communautés microbiennes enrichies et les consommations 

ou production de métabolites. Toutes les analyses ont été réalisées avec le logiciel R (Team, 

2013, Team, 2015) en utilisant les packages vegan, RVAideMemoire et FactorMineR (Lê et al., 

2008, Oksanen et al., 2013, Hervé & Hervé, 2020) et les commandes shapiro.test, bartlett.test, 

kruskal.test, aov, chisq.test, fisher.test, cca, MVA.synt et anova.cca.  

  

                                                 
5 https://www.wiwiss.fu-berlin.de/fachbereich/vwl/iso/ehemalige/professoren/wilrich/index.html 
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Mesures d’activités métaboliques grâce à utilisation de substrats 
radiomarqués 

Le plan expérimental, les manipulations ainsi que le traitement des données ont été réalisées 

avec l’aide d’Erwan Roussel, chercheur au LM2E. 

1) Principe des mesures d’activité et plan expérimental

En complément des enrichissements MPN qui ont servi à estimer la concentration en 

microorganismes viables cultivables dans les slurries de cheminées hydrothermales, des 

mesures d’activité métabolique ont été réalisées à l’aide de molécules radiomarquées. Cette 

technique a été utilisée afin de comparer les taux d’incorporation du carbone par les 

métabolismes autotrophes (bicarbonate marqué au 14C) ou hétérotrophes (leucine marquée au 
3H). 

2) Détermination des temps d’incubation

Deux expérimentations ont d’abord été menées afin de déterminer la cinétique 

d’incorporation du bicarbonate et de la leucine. Le but était de déterminer la durée d’incubation 

pour laquelle le taux d’incorporation était maximal, afin de ne pas sous-estimer les taux 

d’incorporation métabolique. Cette expérience préliminaire permettait également de vérifier 

que la quantité de substrats radiomarqués ajoutée dans les cultures soit suffisante pour que 

l’activité soit détectable et quantifiable après des incubations à différentes températures. Pour 

cela, des fioles ont été incubées en triplicat dans plusieurs conditions décrites ci-dessous, puis 

les incubations ont été stoppées après différentes durées et l’activité de fixation autotrophe ou 

hétérotrophe du carbone a été mesurée. 

¾ Cinétique d’incorporation du bicarbonate

La première cinétique a été réalisée à partir des slurries des échantillons M19 Ais 1 et 

M19 Ais 2 qui correspondent respectivement aux parties haute et basse de la cheminée Aisics 

échantillonnée en 2019. Pour chaque échantillon, un volume de 15 mL a été distribué dans 12 

fioles Pénicilline de 25 mL dans une enceinte anaérobie et les fioles ont été scellées avec un 
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bouchon en butyl et une capsule en aluminium sertie par-dessus. La suite des manipulations a 

été effectuée dans un laboratoire dédié à la manipulation des radioéléments (incluant les 

éléments 14C et 3H). 16,2 µL d’une source de bicarbonate marqué au 14C (NEC086H005MC, 

Perkin Elmer) à 37 kBq/µL (59,2 mCi/mmol) ont été ajoutés dans chaque fiole, soit une activité 

totale de 600 kBq/fiole. Le bicarbonate a été prélevé avec une seringue Hamilton, puis distribué 

dans les fioles au travers d’une aiguille de gros diamètre piquée dans le bouchon en butyl. 

Chaque fiole a été pressurisée avec un mélange de gaz à une pression de 1,4 bar N2:H2 90:10 

afin de ne pas limiter les processus hydrogénotrophes. Un volume de 2,1 mL d’air a été ajouté 

stérilement à la seringue au travers d’un filtre 0,22 µm pour une concentration finale en O2 de 

4 % dans la phase gazeuse. Ainsi, seules des conditions de microaérophilie ont été testées. Il a 

été considéré que des conditions de faible concentration en O2 dissous seraient naturellement 

imposées à haute température avec la diminution de la diminution de l’O2 à 60, 80 et 95 °C par 

rapport à 30 °C. Les fioles de l’échantillon M19 Ais 1 ont été incubées à 95 °C, et celles de 

M19 Ais 2 à 30 °C. 

 Après plusieurs durées d’incubation (0 h - 15 h - 46 h - 112 h), 1 mL des cultures a été 

prélevé pour une analyse en chromatographie anionique afin de déterminer la production 

d’acides organiques radiomarqués, et les cultures ont été fixées par l’ajout de formol boraté 

(900 µL de solution de formol à 37 %, dans laquelle du di-sodium tétraborate a été ajouté à 

saturation). L’ajout de formol a pour but d’arrêter toute activité métabolique des cellules et le 

tampon boraté permet de maintenir un pH alcalin pour éviter la libération de bicarbonate sous 

forme de dioxyde de carbone gazeux. Après homogénéisation au vortex, 200 µL de milieu ont 

été prélevés puis conservés à - 20 °C dans des fioles à scintillation de 6 mL pour réaliser, plus 

tard, un comptage de l’activité totale dans la fiole, et vérifier que cette valeur correspond à 

l’activité introduite initialement. Tout le contenu des fioles a ensuite été filtré sur des filtres en 

nitrocellulose de 0,22 µm (Whatman 514-0547) pour récupérer les cellules, et éliminer la phase 

liquide contenant le bicarbonate non incorporé. Les filtres ont ensuite été acidifiés dans un 

dessicateur (300 DN, VWR) sous vide en présence d’HCl (300 mL à 25 %) et d’un bécher 

contenant 20 mL d’éthanolamine (concentration minimale 99,5 %, VWR Chemicals) durant 

une nuit afin de libérer le bicarbonate restant sous forme de dioxyde de carbone. Les filtres ont 

ensuite été conservés à - 20 °C dans des fioles à scintillation de 20 mL. Afin de quantifier le 
14C présent sur les filtres et dans les aliquots de 200 µL, du liquide à scintillation Optiphase 

HiSafe 3 (PerkinElmer) a été ajouté (20 mL pour les filtres, et 6 mL pour les aliquots 

correspondant au volume des fioles). L’activité a ensuite été mesurée avec un compteur à 

scintillation (Tri-Carb 2910TR, PerkinElmer). Trois mesures de 20 minutes précédées d’une 
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pause de 10 minutes ont été réalisées pour chaque échantillon sur une plage de 4 à 156 keV. 

Pour chaque désintégration du 14C, un électron est libéré et interagit avec le liquide à 

scintillation qui émet des photons. La correction du quenching est réalisée grâce à un étalonnage 

interne à l’appareil pour le 14C. C’est cette émission de lumière qui est captée par le compteur, 

et qui permet de réaliser une mesure indirecte de l’activité de désintégration. 

¾ Cinétique d’incorporation de la leucine

Une seconde cinétique a été réalisée à partir du slurry de l’échantillon M19 Cap 2, en 

ajoutant une source de carbone organique, de la leucine marquée au 3H. La même méthodologie 

que pour le bicarbonate a été suivie, à l’exception de plusieurs points détaillés ci-dessous. Suite 

aux résultats de la première cinétique, le volume de slurry distribué dans les fioles a été adapté 

et abaissé à 10 mL. 5 µL d’une source de leucine tritiée (NET460A005MC, Perkin Elmer) à 

185 kBq/µL (125,6 Ci/mmol) ont été ajoutés dans chaque fiole, soit une activité totale de 925 

kBq/fiole. Chaque fiole a été pressurisée à une pression de 1,4 bar avec de l’azote, de l’air (3,5 

mL pour adapter au volume de slurry de 10 mL) a été ajouté dans les conditions décrites 

précédemment, puis les fioles ont été incubées à 60 °C. 

Les cultures ont été stoppées après 0 h, 6 h, 24 h et 53 h d’incubation par ajout de 600 

µL de formol boraté. Des aliquots ont été prélevés, et les cultures ont été filtrées dans les 

conditions décrites précédemment, à l’exception de l’étape d’acidification qui n’était pas 

nécessaire pour la leucine. La mesure d’activité a été réalisée sur le même compteur que pour 

le 14C, avec un programme dédié au 3H. Trois mesures de 20 minutes, précédées d’une pause 

de 10 minutes, ont été réalisées pour chaque échantillon sur une plage de 2 à 18,6 keV. La 

correction du quenching est réalisée grâce à un étalonnage interne à l’appareil pour le 3H. 

3) Mesure d’activité sur des cultures en point final

Les mesures d’activité en point final ont été réalisées à partir de trois slurries qui ont 

servi d’inoculum dans les enrichissements MPN (slurries des échantillons de cheminées M19 

Ais 1, M19 Ais 2 et M19 Cap 2), en incubant les fioles dans les mêmes conditions que lors des 

incubations MPN (volume de 10 mL en fioles Pénicilline de 25 mL à 30, 60, 80 et 95 °C). Le 

même protocole que celui appliqué durant les cinétiques décrites précédemment a été suivi, les 

différences sont précisées ci-dessous. 
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 Pour chacun des trois échantillons, le bicarbonate ou la leucine radiomarqués ont été 

introduits dans 15 fioles, puis les fioles ont été pressurisées et de l’air a été ajouté. Les fioles 

ont été incubées en triplicat à 30, 60, 80 et 95 °C. Les cultures ont été stoppées immédiatement 

pour un triplicat, puis après 16 h pour les cultures incubées en présence de bicarbonate, et après 

24 h en présence de leucine. 

 

Mesure de l’alcalinité totale 
 

 Les mesures d’alcalinité totale ont été réalisées par Christophe Brandily, ingénieur au 

Laboratoire Environnement Profond de l’Ifremer. 

 

 Afin de déterminer la concentration totale de dioxyde de carbone, trois fioles de chaque 

échantillon ont été conditionnées pour réaliser une mesure de l’alcalinité totale, en ajoutant 200 

µL d’une solution de chlorure de mercure à 3,7 g/L, puis conservées à température ambiante. 

Les mesures d’alcalinité ont été réalisées en suivant la méthode décrite par Kaltin et al. (Kaltin 

et al., 2005). Il s’agit d’une méthode séparative qui consiste à acidifier l’échantillon d’eau de 

mer afin de libérer le CO2 sous forme gazeuse. Le gaz extrait est pompé puis la concentration 

en CO2 est déterminée par spectroscopie infrarouge. 

 

4) Traitement des données 

 

 Les valeurs d’activité de désintégration du 14C et du 3H mesurées à partir des aliquots 

de 200 µL ont été utilisées pour normaliser les données en fonction de la quantité de substrat 

radiomarqué introduite dans chaque fiole. L’activité mesurée dans les témoins non incubés (T0 

h) a été soustraite de l’activité des filtres, et l’activité des filtres, après soustraction des témoins 

non incubés, a été considérée comme nulle lorsque la différence était négative. 
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¾ Calcul pour la production microbienne autotrophe :

Taux de production autotrophe = ���
14C filtres incubés∗−14C filtres témoins∗

14CO2*
� × 1

𝑇𝑇
� ×  ∅ [CO2]� × 1

𝑚𝑚
 

- Le taux de production autotrophe est exprimé en pmol de C/ g de cheminée/ heure) 

- Les astérisques (*) qui suivent un paramètre indiquent qu’il s’agit d’une activité exprimée en 

dpm 

- T : temps d’incubation (heures) 

- ø [CO2] : quantité totale de CO2 dans les fioles (pmol) 

- m : masse d’échantillon de cheminée introduite dans les fioles (grammes) 

La décroissance radioactive du 14C a été considérée comme négligeable. Pour le 

bicarbonate marqué au 14C, le taux de fixation du carbone inorganique a été calculé en prenant 

en compte la mesure d’alcalinité totale. Le turnover a été calculé en fonction du temps 

d’incubation et le taux d’incorporation de carbone organique ou inorganique a été exprimé par 

gramme de cheminée. 

¾ Calcul pour la production microbienne hétérotrophe :

Taux de production hétérotrophe = ���
3H filtres incubés ∗−3H filtres témoins ∗

3H−Leucine∗
� × 1,55 × 1

𝑇𝑇
� ×

 ∅ [3H − Leucine]� × 1
𝑚𝑚

 

- Le taux de production hétérotrophe est exprimé en pmol de C/ g de cheminée/ heure) 

- [3H-leucine] : quantité totale de leucine dans les fioles (pmol) 

Une correction de la décroissance pour le 3H a été appliquée à toutes les activités 

mesurées sur la base d’une demi-vie de 12,33 années. La concentration en leucine marquée au 
3H a été considérée comme saturante dans les incubations à une concentration de 10 nM. Un 

facteur de conversion de 1,55 a été utilisé pour calculer la quantité de carbone fixé par mole de 

leucine utilisée. Ce facteur a été déterminé empiriquement par Simon et al. (Simon & Azam, 

1989). 
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Chapter III - Mineralogical 
characterization of hydrothermal 
chimney samples 
 

 Hydrothermal chimneys sampling 
 

 Because almost the entire study was based on this step, the sampling procedure was 

realized very carefully. Since 2017 and when it was possible, the hydrothermal chimneys from 

the hydrothermal field Lucky Strike were sampled in two steps to retrieve separately the upper 

(sulfate-dominated) and bottom (sulfide-dominated) parts. All the dives and sampling processes 

were recorded so we could verify which parts of the chimneys were collected. Thus, every 

sampling of the chimneys was realized on the same diffusers over years to allow a comparison 

of results based exactly on the same zone of the different chimneys. Snapshots from dive 

records and pictures of samples are presented below. 

 

Chimney Aisics 
 

 The hydrothermal chimney Aisics is a small chimney located at the bottom of the main 

chimney of the “Tour Eiffel” site. This chimney was sampled in 2008 (two steps), 2009, 2013, 

2014, 2015, 2016 (two steps), 2017 (three steps), 2018 (two steps) and 2019 (two steps). The 

two first steps in 2017 correspond to the sampling of the upper and bottom parts of the chimney 

during the same dive. The third step consisted in sampling the anhydrite precipitation that 

occurred during the 9 days following the first sampling steps (Figure 5 A). 

 The upper part of the chimney (sample M17 Ais 1 on Figure 33) was a very porous and 

friable structure that was easily destroyed during sampling process. In contrast, the bottom part 

of the chimney (sample M17 Ais 2) was a very tough structure composed of shiny sulfides and 

dark or rusty minerals. 

 



146

Figure 33 : Picture of hydrothermal chimney Aisics in 2017 detailing the upper and bottom 
parts (top). Picture of sample M18 Ais 2 before crushing in a mortar (bottom). 
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Chimney Montserrat 
 

 The chimney Montserrat is located on the Montsegur site which is fed by the same 

endmember fluid as the Aisics chimney (south-east group of Lucky Strike). It was sampled in 

2017, 2018 and 2019. The samples collected from this chimney in 2018 and 2019 were named 

DEAFS because a Deep-Sea Autonomous Fluid Sampler (Legrand et al., 2019) was installed 

next to the chimney. Only the upper part was sampled, that consisted of a large structure of dark 

anhydrite (Figure 34). 

 

 

 
Figure 34 : Picture of hydrothermal chimney Montserrat in 2019 (top). Picture of sample M19 
DEAFS before crushing in a mortar (bottom). 
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Chimney Cypres 

The chimney Cypres was sampled in 2015, 2016 and 2018 (two-steps). The structure 

was similar to the chimney Aisics with a soft and dark beehive like upper part, and a tougher 

part at the bottom (Figure 35). Compared to the sample M18 Ais 2, M18 Cyp 2 was less shiny 

and the colour was mostly grey, that may indicate the presence of sphalerite (ZnS) instead of 

iron sulfides like pyrite or chalcopyrite. 

Figure 35 : Picture of hydrothermal chimney Cypres in 2018 detailing the upper and bottom 
parts (top). Picture of sample M18 Cyp 2 before crushing in a mortar (bottom). 
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Chimney White Castle 
 

 Sampling of the chimney White Castle was performed in 2016, 2018 (two steps) and 

2019. This site is fed by the same endmember fluid as the Cypres chimney (middle group of 

Lucky Strike). The upper part was a large structure of black and friable sulfates (Figure 36). 

The bottom part was very tough, as sample M18 WC 2 was composed of a layer of tough and 

shiny sulfides (on the right of the picture) and a darker layer (on the left of the picture) that 

possibly composed the central conduit and the adjacent parts. 

 

 

 



150

Figure 36 : Picture of hydrothermal chimney White Castle in 2018 detailing the upper and 
bottom parts (top). Picture of sample M18 WC 1 and M 18 WC 2 before crushing in a mortar 
(respectively middle and bottom). 

Chimney Y3 

The chimney Y3 is located in the north-east group of Lucky Strike and was sampled in 

2016, 2017 and 2018 (two steps). Its structure is similar to the chimneys Aisics, Cypres and 

White Castle (Figure 37). As for the sample M18 WC 2, M18 Y3 2 was heterogeneous and 

was likely composed of internal parts of the chimney because the minerals were very tough. 

This is illustrated by the fragment presented in the Figure 37 (bottom) where an internal conduit 

is apparent. 
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Figure 37 : Picture of hydrothermal chimney Y3 in 2018 detailing the upper and bottom parts 
(top). Picture of sample M18 Y3 2 before crushing in a mortar (bottom). 
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Chimney Capelinhos 

The site Capelinhos is located 1.5 km at the East of the of Lucky Strike lava lake and 

the fluid exhibits a different chemical composition from other sites of the field (Fe and Mn 

concentrations 5 folds higher (Chavagnac et al., 2018)). At the site Capelinhos, chimneys were 

sampled in 2014, 2015, 2016, 2017, 2018 (two steps) and 2019 (two steps). Due to the structure 

of the chimneys at this site, the sampling procedure was not performed exactly in the same 

manner as for the other chimneys by sampling upper and bottom parts of the same spire. 

Figure 38 : Picture of hydrothermal chimney Capelinhos in 2018 detailing the upper and 
bottom parts (top). Picture of sample M18 Cap 2 before crushing in a mortar (bottom). 



 
153 

 

 The Capelinhos site is composed of several high main chimneys (15 m high) with 

numerous lateral diffusers forming flanges or candle holder structures. Sample M18 Cap 1 

corresponded to a lateral secondary diffuser whereas M18 Cap 2 was collected at the top of one 

of the main chimneys (Figure 38). The sample M18 Cap 2 was one of the biggest and complete 

fragments recovered during the study. As we could recover a very large part of the top of the 

chimney, the sample contained several conduits in which the hydrothermal fluid circulated. Due 

to the large size of this sample, we could not crush it completely and only a subsample was used 

for down-step studies. In 2019 sampling was also performed in the same way (lateral diffuser 

and main chimney flange fragment). 

 

 Mineralogical characterization of hydrothermal chimney 
samples 

 

 Hydrothermal chimney samples were analysed using two methods (Caractérisation 

minéralogique des échantillons de cheminées hydrothermales), X-ray diffraction (XRD) and 

microscopic observation of thin sections. The XRD analyses were performed on all the samples 

to determine their mineralogical composition with a precision of approximately 1%. A 

hierarchical clustering analysis (HCA) was then applied on the data to group the samples 

depending on their mineralogical composition. Thin sections were prepared from some samples 

of the chimney Aisics and were observed to visualize the structural organisation of minerals 

and their porosity. 

 

1) X-Ray Diffraction analysis 

 

 The relative abundance of minerals in the hydrothermal chimney samples and the results 

of hierarchical clustering analysis are presented in the Figure 39. The results of PCR and 

sequencing reactions are also presented on this figure and will be discussed in the Chapter IV. 

The main minerals present in the samples were sulfates (> 90% of sulfates being anhydrite, 

CaSO4), chalcopyrite (CuFeS), pyrite (FeS2), marcasite (FeS2), and sphalerite (ZnS). 

 The hierarchical clustering analysis produced a dendrogram (at the top of the Figure 

39) that groups the samples depending on their mineralogical composition. Depending on the 
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cut-off threshold considered, the number of mineralogical classes is different. The choice of the 

number of classes to retain will be discussed below in order to choose the most representative 

manner to group the samples. The classes will be designated classes 1, 2, 3 or 4 based on the 

classification written in blue on the Figure 39. 

The samples of class 1 were mainly composed of anhydrite, that represented more than 

80% of minerals, excepted for samples M18 CAP 1 and M19 Cap 1 that contained 69 and 71% 

of anhydrite. The second most abundant mineral in those samples was pyrite, up to 14% in M18 

Cap 1 and M17 Mont. Anhydrite is one of the first minerals that precipitates when seawater is 

warmed by the hydrothermal fluid at temperature exceeding 150°C. This is specific to the 

external and upper parts of hydrothermal chimneys when the fluid is emitted in seawater. In 

this case the structure is very friable and porous and promotes the infiltrations of seawater 

because only a few inclusions of pyrite are present in the anhydrite matrix (Haymon, 1983, 

Humphris et al., 1995, Meng et al., 2018). The picture of the sample M19 DEAFS (Figure 34) 

shows a typical precipitation of porous anhydrite. 

This is consistent with the sampling procedure established during the study. Indeed, for 

some samples only the upper part of the chimneys was collected (represented by grey rounds 

on Figure 39). The sample M18 Ais 1 (M18 Ais 1B corresponding to the same hydrothermal 

chimney sample which was used for extracting DNA in duplicate) exhibited an unexpected 

mineralogical composition. Even if the top of the chimney was dark and looked like an 

anhydrite structure it is not always easy to sample a soft anhydrite chimney. It is likely that 

sulfide bottom part of the chimney was sampled together with the anhydrite upper part. 

The samples of classes 2, 3 and 4 were mainly composed of sulfides but presented 

differences in their ratio sulfates/sulfides and in the proportion of the different sulfides (pyrite, 

chalcopyrite, marcasite and sphalerite). Sulfides are generally associated with higher 

temperature zones and progressively precipitate and replace sulfates over at least several 

months or years. 



 
155 

 
Figure 39 : Mineralogical composition of the hydrothermal chimney samples (middle) and 
hierarchical clustering of the samples (top) depending on their mineralogy. Samples used for 
MPN and activity measurements studies are marked with a red star. Samples used for 
continuous cultures in bioreactor are marked with a grey square.  
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The class 2 samples were composed of at least 77% of sulfides and the main minerals 

were chalcopyrite (44 to 81%) and pyrite (4 to 27%). The others sulfides (sphalerite and 

marcasite) represent at most 14% of the minerals. This proportion of chalcopyrite is 

characteristic of high-temperature zones in contact to hydrothermal fluid, because chalcopyrite 

precipitates at temperatures over 300°C (Thompson et al., 1988, Kim et al., 2006). Hence, 

samples of class 2 were partially composed of internal parts of the chimneys, from the central 

conduit or next to the conduit. The samples M18 Y3 2 and M18 WC 2 confirm this assumption 

by the presence of central conduits surrounded by a thick layer of sulfides, probably 

chalcopyrite or pyrite Figure 37. 

Such as class 2 samples, the samples of class 4 were mostly composed of sulfides (at 

least 80%) but instead of chalcopyrite, the main sulfides were marcasite (up to 42%) and pyrite 

(up to 48%). On the contrary of pyrite which is present in the different parts of the chimneys, 

marcasite is essentially present in the external parts of the chimneys because it precipitates at 

temperatures between 150 and 250°C (Kim et al., 2006). The lower proportion of chalcopyrite 

compared to samples of class 2, and the higher proportion of marcasite indicates that samples 

of class 4 were mainly composed of peripheral zones of the chimneys, and inner zones at the 

exception of the innermost zones including the central conduit.  

The class 3 is represented by samples that are composed of 23 to 49% of anhydrite and 

varying amounts of the different sulfides described earlier. Unlike classes 1, 2 and 4, samples 

from class 3 cannot be reliably assigned to a specific stage of growth of chimneys or to a 

particular part of the structures. Instead, the proportions of sulfates and sulfides tend to indicate 

that these samples were composed of different parts of the chimneys. We can assume that during 

the collection of samples M17 WC, M17 Cap and M15 Cap, the upper zone and the basis of the 

chimneys were not separated so it is probable that these parts have been mixed. The other 

samples in this class correspond to replicates realized during the DNA extractions of samples 

M18 Ais 1 and M18 Ais 2. As it was presented above, the sampling of chimney Aisics in 2018 

was realized in two steps but it seems that the collection of the upper part was not successful. 

It confirms that the samples from mineralogical class 3 may result from the mixing of sulfate 

and sulfide-dominating part of the chimneys. 
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Figure 40 : Schematic representation of the spatial position of mineralogical classes in young 
(top) and mature chimneys (bottom). Legends of schemes and pictures correspond to the Figure 
7. 

 

 The Figure 40 represents the spatial location where the samples from the four 

mineralogical classes where probably collected, on two chimneys representative of sulfates and 

sulfide dominant stages. Samples of class 1 correspond to zones that precipitated recently (at 

the time scale of chimneys growth), such as sample M17 Ais 3 (top left of Figure 39). Samples 

as M17 Ais 3 have been observed to form within a few days. It also corresponds to the upper 

parts of bigger chimneys or secondary conduits where the hydrothermal fluid is emitted (such 

as sample M18 Cap 1 on Figure 38). Samples from class 2 and 4 correspond to the sulfide-

dominant zone at the bottom of the chimney, respectively to the inner and outer parts. Samples 

of class 3 represent the mixing of the previously described parts, or to an intermediate stage 

when sulfates are being replaced by sulfides. 
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Thus, the separation of samples in 4 mineralogical classes seems to be a good 

representation of the spatial organisation and temporal evolution of minerals in the chimneys. 

Indeed, the classes 3 and 4 should not be merged because class 4 contains samples that present 

a homogeneous mineralogical composition and that probably correspond to the same parts of 

the chimneys (with the exception of sample M16 Cyp that contains more sphalerite). In contrast, 

samples from class 3 possibly result from the mixing of different parts of chimneys and do not 

represent a specific zone or a defined growth stage. Merging the classes 2, 3 and 4 may be 

interesting for contrasting the sulfide dominant samples with the class 1 that is the most 

homogenous class. 

The samples M19 DEAFS, M19 Ais 1, M19 Ais 2 and M19 Cap 2 were collected for 

MPN enrichments and activity measurements experiments (marked with a red star on Figure 

39). The aim was to collect separately the upper part and the basis of the chimneys to compare 

samples that are representative of sulfate and sulfide dominants stages of chimneys growth. 

XRD analysis have shown that samples M19 Ais 1 and M19 DEAFS (composed of 95 and 96% 

of anhydrite), are classified into the mineralogical class 1 and correspond as expected to young 

parts of the chimneys. On the opposite, samples M19 Ais 2 and M19 Cap 2 were mostly 

composed of sulfides (> 85%) and represent mature parts of the chimneys. Thus, the objectives 

of the sampling were successful and will allow a functional comparison of microbial 

communities from samples of young and mature chimneys. 
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2) Microscopic observation of thin sections 

 

 Samples from the chimney Aisics were used to realize thin sections to visualize the 

spatial organisation of minerals at a microscopic spatial scale.  

 

 

 
Figure 41 : Photomicrographs of thin sections of samples ME1 Ais (top) and M16 Ais 1 
(bottom). Black minerals in sample ME1_Ais are anhydrite. Yellow and off-white minerals in 
sample M16 Ais 1 are respectively chalcopyrite and pyrite. 



160

The sample ME1 Ais, that contains 97% of anhydrite, is representative of class 1 

chimneys. The thin section at the top of Figure 41 shows the spatial organisation of the 

anhydrite matrix. The high porosity of anhydrite that allows the circulation of seawater and 

hydrothermal fluid is clearly apparent. 

In contrast, the sample M16 Ais 1 belongs to the mineralogical class 2, corresponding 

to the central part of the chimney. The thin section at the bottom of Figure 41 shows the 

presence of pyrite crystals surrounded by massive chalcopyrite. This illustrates the replacement 

of sulfates by chalcopyrite at high temperature, that fills the pores between the minerals and 

reduces the porosity of the chimney. 

 Discussion 

The hydrothermal chimney samples collected on the Lucky Strike field were described 

by XRD analysis and observations of thin sections. First, XRD analyses have shown that the 

samples were composed of different sulfates and sulfides that were already described as main 

components of active chimneys at Lucky Strike (Langmuir et al., 1997). Depending on their 

proportions, these minerals provided information about the growth stage of the chimneys, and 

the location of the samples inside the structure of the chimneys. A hierarchical clustering 

analysis was applied to group the samples into four homogenous mineralogical classes. These 

mineralogical data confirmed that in almost all cases the sampling protocol in two steps was 

successful and allowed us to collect separately the sulfate-dominant or sulfide-dominant parts. 

The microscopic observations of thin sections have shown that the porosity of chimneys was 

higher in sulfate samples compared to sulfide samples. 

The mineralogical composition of the samples cannot be used as an absolute dating 

proxy of the chimneys parts that were collected because the precipitation sequence of the 

minerals is influenced by many parameters including the flow rate, chemical composition and 

temperature of the fluid and the structure of the chimneys. Moreover, those parameters vary 

over time, depending on the activity of the sites and the evolution of the chimneys structures. 

Thus it is not possible to know how much time it took to an anhydrite structure to precipitate at 

the top of a chimney, and it is even more complicated for the sulfides at the basis of chimneys 
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due to the multiple phases of successive mineral dissolution and precipitation (Meng et al., 

2018). 

 However, these data can be used as a relative time scale to compare samples to each 

other. Indeed, we have shown that the samples of class 1 were mainly composed of anhydrite, 

indicating they have precipitated recently. In the young anhydrite structures the minerals 

present an important porosity so the thermal gradient must be very sharp due to the mixing of 

hydrothermal fluid with seawater. These samples can be used for studying the microbial 

communities inhabiting young chimneys, that are still mainly influenced by seawater. 

 On the contrary the samples of classes 2 and 4, that were mainly composed of sulfides, 

represent more mature chimneys parts associated to higher temperature zones. Due to the lower 

porosity of sulfides compared to anhydrite, the mixing between hydrothermal fluid and 

seawater is limited by the structure of the chimneys. 

 Unlike samples of classes 1, 2 and 4, samples of class 3 do not represent a homogeneous 

class because it represents either the mixing of different parts, either an intermediate stage of 

chimneys growth when sulfates are being replaced by sulfides. Thus, the data obtained on the 

microbial communities of these samples should be interpreted carefully. 

 

 In conclusion, the results of mineralogical analyses have brought temporal and spatial 

information concerning the samples collected from the hydrothermal chimneys at Lucky Strike 

vent field. These data were used as a basis for describing the chimney samples used in molecular 

(Chapter IV) and cultural approaches (Chapter V). The links between mineralogical 

composition of chimney samples are also discussed in the Chapter VII. 
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Chapter IV - Phylogenetic diversity 
of microbial communities in 
hydrothermal vents  

High-throughput sequencing of 16S rRNA genes 

The first step in understanding the microbial communities of deep-sea hydrothermal 

vents is to identify the microorganisms that are present. Because cultivation methods are 

selective, they are not well suited to a diversity study. Hence, our approach consisted first to 

study the diversity of microbial communities in hydrothermal chimneys and in the proximal 

plume by high-throughput sequencing. The metabarcoding studies allow the identification of a 

large part of the microbial communities, depending on the sequencing depth and the primers 

used. We have chosen to sequence the genes encoding 16S rRNA gene because they are an 

universal marker for prokaryotes and because they were used in numerous studies and so the 

16S database contains a lot of informative data. 

Samples of hydrothermal chimneys and proximal hydrothermal plume (close the fluid 

outlet in the mixing gradient between fluid and seawater) were collected from the Lucky Strike 

hydrothermal vent field to study the microbial communities from six different sites of Lucky 

Strike (Aisics, Cypres, Y3, White Castle, Montsegur, Capelinhos). 

The mineralogical composition of hydrothermal chimney samples was studied by XRD 

analysis and microscopic observation of thin sections. The results, presented in the previous 

chapter, were used to determine the growth stage of the chimneys and to identify the part of the 

chimneys that were collected.  

Samples from proximal hydrothermal plume were also collected at the vicinity of 

chimneys, where hydrothermal fluid mixes with seawater. The temperature gradient was used 

as an indicator of the dilution of the hydrothermal fluid. Mixed hydrothermal fluids were 

sampled from Aisics, Cypres, Y3, White Castle and Capelinhos sites of Lucky Strike at 

temperatures of approximately 20-30°C, 50-60°C and over 80°C. These samples are expected 

to bring data about the microbial communities inhabiting the plume and seawater around the 

hydrothermal chimneys. 
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 Some of these hydrothermal chimneys and proximal plume samples were also used as 

inoculum and culture medium respectively in continuous enrichment cultures in bioreactors 

performed on-board during oceanographic cruises. The planktonic phase of the culture was 

sampled daily and the enriched phylotypes were identified by sequencing 16S rRNA genes 

using the same method (high-throughput sequencing) as for chimney and plume samples. 

 

Preliminary methodological assessments  
 

 High-throughput sequencing methods are relatively recent compared to other techniques 

in microbiology. Moreover, different sequencing technologies have been developed over the 

last years and different bias are inherent to these methods thus the good working practices are 

still being discussed and developed. Pollock et al. reviewed the techniques and proposed a guide 

of “best practice” for 16S rRNA gene human microbiome studies (Pollock et al., 2018). Most 

of these advices can also be applied to environmental samples. 

 The first issue that can be encountered is the degradation of DNA in the samples, which 

results in a loss of information. To avoid this issue, all the samples were frozen at -80°C 

immediately after their arrival on-board ship until DNA extractions in the laboratory. 

 A common bias of all the molecular approaches occurs in the DNA extraction step. 

Because some cells can be more resistant to the lysis methods, their DNA is not recovered and 

cannot be detected, that also lead to a loss of information. Depending on the method used, the 

yield and quality of extracted DNA can impact the results of the diversity studies (Luna et al., 

2006, Carrigg et al., 2007, Ramírez et al., 2018). Extracting DNA from hydrothermal chimney 

samples is not easy especially because of the microbial biomass can be very low in some 

samples, and chimney samples contains many metals that can inhibit PCR reactions. Thus, the 

choice of the extraction method is essential to obtain DNA of sufficient quality and quantity. 

An optimisation work was realized for chimney samples using the DNeasy PowerMax Soil kit 

(Qiagen), by performing the extractions from different quantities of chimneys and by testing 

the addition of various concentrations of polyadenylic acid, that is supposed to bind on the 

minerals present in the samples (Webster et al., 2003). The DNA was then concentrated using 

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices (Merck-Millipore) to obtain a sufficient DNA 

concentration for PCR amplifications. Even if it is advised to always performed all the 

extractions by following the same protocol, in our study the extractions were performed from 

8 grams of chimneys, and for some samples from 40 grams when 8 grams did not allow to 

recover of a sufficient quantity of DNA (for the extractions on 40 grams, four extraction were 
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performed simultaneously and the DNA extracts were pooled during the concentration step). 

The repeatability of DNA extractions, and the potential influence of the mass of chimney 

samples used for extractions were checked and the results are presented in the section 

Validation of the implemented methods, identification of biases and the solutions provided. 

Because the risk of contamination is always present during a diversity study, especially 

for low biomass samples, we realized extraction blanks for each batch of DNA extraction and 

in each sequencing run. These blanks were used to identify potential contaminations. 

The downstream steps can also have a great influence on the results. These steps include 

the choice of the primers, the PCR protocols and PCR kits, the choice of the sequencing 

platform and sequencing technology (Fouhy et al., 2016). Depending on the sequence of the 

primers and the genes sequences of the microorganisms, some phylotypes may not be detected. 

In silico analyses were performed to test the coverage of different pairs of primers and then the 

selected primers were tested for sequencing on DNA extracts from three hydrothermal chimney 

samples (results in the section In silico analysis of theoretical primers coverage). 

 The best approach would be to test and optimize all the steps. However, it would be 

expensive and time-consuming to compare different PCR conditions, polymerases and then to 

analyse the data obtained from different sequencing platforms. Moreover, it is likely that the 

optimal conditions are not similar for all the samples, because of the variability of microbial 

communities or DNA concentration. Thus, only the PCR conditions were optimized by 

choosing as criterion the success of PCR amplifications. The same PCR conditions were then 

applied to all the chimney samples while they were slightly modified for plume or cultures in 

bioreactor samples as DNA was easier to extract and so DNA concentration were higher 

(section Séquençage haut-débit). 

The 16S rRNA genes were sequenced using the Illumina MiSeq technology at the 

sequencing platform MrDNA (Shallow Water, Texas). It produced paired-read sequences of 

2x300 nucleotides. We have chosen this technology because it allows the amplification of tens 

of thousands of sequences of a length that is sufficient to identify phylotypes up to the family 

or genus. 

Our study did not include a mock community as recommended (Schloss et al., 2011, 

Brooks et al., 2015, Fouhy et al., 2016, Pollock et al., 2018) but all the samples were processed 

using the same protocol so if a bias was introduced it should be similar among all the samples 

so we expect that it would not affect a comparison of the samples. Some DNA extracts and 

some PCR products were subsampled and were sequenced in different runs to check the 
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repeatability of the runs. The results are presented in the section Validation of the implemented 

methods, identification of biases and the solutions provided. 

Finally, the sequence analysis methods are also essential because depending on the 

bioinformatics pipeline used, the results can differ. We have chosen to process the raw data 

using the pipeline DADA2 because unlike the OTU-based approaches it does not rely on the 

use of a subjective threshold that may overestimate the diversity (Callahan et al., 2016). After 

removal of chimeric sequences, all the ASVs (Amplicon Sequence Variants) were conserved, 

and no filtering on low counts ASVs was realized. The community matrix (occurrence of ASVs 

in the samples), taxonomic affiliation of the ASV and metadata (such as hydrothermal site…) 

were combined into a phyloseq object, and the package phyloseq in the software R was used to 

produce graphical outputs and to realize statistical analyses and alpha-diversity calculation 

(McMurdie & Holmes, 2013). Several studies were realized to propose the best practice to 

analyse high-throughput sequencing data, by avoiding to use inappropriate analysis methods 

(McMurdie & Holmes, 2014, Weiss et al., 2015, Gloor et al., 2017). In order to normalize the 

data as it is recommended in these studies the data were transformed using a Centered-Log 

Ratio (CLR) transformation (Aitchison, 1986) prior to beta-diversity analyses, using the 

package microbiome in the software R (Lahti et al., 2017). Differential abundance of the ASVs 

was determined using the package DESeq2 (Love et al., 2014). The scripts used were mainly 

inspired from the workflow provided by Callahan et al. (Callahan et al., 2016). 

1) Choice of the sequencing primers

1) In silico analysis of theoretical primers coverage

11 pairs of primers from different bibliographic (Tableau 5) sources were compared to 

choose the most suited pairs for our study. The first discriminant criterion was the size of the 

amplicons: at least 400 nucleotides allows a reasonable identification of phylotypes. Thus, three 

pairs of primers were removed because the length of the amplicons was too short: 515Fmod-

806Rmod (291 nt) (Apprill et al., 2015, Parada et al., 2016), 519F-915R (396 nt) (Ding et al., 

2017) and ArchA519F-915R (396 nt) (Stahl, 1991, Ovreås et al., 1997). The maximum length 

of the amplicons is limited by the Illumina MiSeq sequencing technology. It allows the 
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amplification of two fragments of 300 nucleotides each (forward and reverse orientations). 

Those two sequences are then merged during the bioinformatic process, and it requires a 

minimal overlap. Hence the amplicons should not be longer than 500-550 nucleotides to allow 

a sufficient overlap. The A344F-915R couple was removed because the amplicon length was 

571 nucleotides long (Stahl, 1991). 

Then, the tool TestPrime provided by the Silva Database was used to estimate in silico 

the theoretical coverage of each pair of primers (Klindworth et al., 2013). Based on previous 

diversity studies of hydrothermal microbial communities, and molecular data obtained from 

four samples of the chimney Aisics (ME2 Ais, M13 Ais M15 Ais, M16 Ais 2) during my Master 

2 internship (François, 2017) we could have an idea of some of the taxa that might be present 

in these samples. Thus, only the pairs of primers that theoretically allow to detect these taxa 

were chosen for the diversity study. 

For example, the numerous molecular inventories realized from hydrothermal samples 

have shown that archaeal communities were mainly composed of Thermococcales, 

Archaeoglobales and Desulfurococcales. The preliminary results obtained from the Aisics 

chimney samples have confirmed the presence of these taxa in this chimney. The in silico 

simulation of TestPrime have indicated that the pairs of primers 515Fmod-926R (Parada et al., 

2016) and 515Fmod-1000R (Takahashi et al., 2014, Parada et al., 2016) (targeting archaeal 16S 

rRNA genes) may not detect the Archaeoglobales and Thermococcales based on the sequences 

available in the database (0 to 4.8% of Archaeoglobales 16S rRNA genes were covered, and 

0% of Thermococcales genes). Thus, these two pairs of primers are not adapted to study the 

microbial communities of hydrothermal ecosystems because they do not cover the 16S rRNA 

genes of the most abundant microorganisms. Finally, only five pairs of primers were selected 

to realize sequencing tests.  

2) Comparison of the sequencing results

Among the five selected pairs of primers, two were designed to cover archaeal genes, 

one to cover bacterial genes, and two universal pairs of primers should theoretically cover both 

domains. Those five pairs of primers were used to sequence the 16S rRNA genes from DNA 

extracted from three of the samples that have already been studied by cloning and Sanger 

sequencing (ME2 Ais, M15 Ais and M16 Ais2).  
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Universal primers 

The universal pairs of primers Pro341F-805R (Herlemann et al., 2011, Takahashi et al., 

2014) and 515Fmod-806Rmod (Apprill et al., 2015, Parada et al., 2016) were described as 

being able to target bacterial and archaeal 16S rRNA genes. However, for both pairs of primers 

the sequences affiliated to Archaea represented less than 2% of the sequences. Therefore, those 

two pairs of primers were not chosen because the ratio between archaeal and bacterial sequences 

was unbalanced. The number of archaeal sequences was too low to realize a relevant diversity 

study by high throughput sequencing. So we did the choice to use different pairs of primers to 

study bacterial and archaeal communities. 

Bacterial primers 

Only one pair of primers (whoi341F-785R) was validated in silico and was tested on the 

chimney samples so it was only compared to the results previously obtained by cloning and 

Sanger sequencing (Herlemann et al., 2011). 

Table 9 : Relative abundance of the bacterial taxa detected by cloning and Sanger 
sequencing (primers E8F-907R) and high-throughput sequencing (primers whoi341F-
whoi785R). The sum of columns is lower than 100 when sequences were affiliated to Archaea. 
The values are highlighted in pink or green if the relative abundance of a taxon was respectively 
under- or overestimated (difference > 5 %). 

Bacterial taxa 
M1E2 Ais M15 Ais M16 Ais2 

Cloning whoiF/R Cloning whoiF/R Cloning whoiF/R 
Acidobacteria 0,00 0,00 1,10 0,02 0,00 0,02 

Aquificae 12,64 2,90 11,10 1,27 21,05 4,15 
Bacteroidetes 2,30 6,53 1,10 2,81 3,16 6,53 
Chloroflexi 0,00 1,39 5,60 1,43 6,32 1,11 

Deinococcus-Thermus 3,45 6,13 11,10 8,38 4,21 7,05 
Ignavibacteriae 1,15 0,13 0,00 0,71 4,21 1,23 
Microgenomates 0,00 0,00 3,30 0,21 0,00 0,05 

Nitrospirae 0,00 0,36 0,00 0,00 1,05 0,16 
Parcubacteria 0,00 1,49 27,80 38,91 0,00 2,47 

Planctomycetes 0,00 0,19 1,10 0,07 0,00 0,00 
Alphaproteobacteria 5,75 9,25 5,56 6,71 15,79 16,10 
Deltaproteobacteria 3,45 3,14 4,44 3,85 6,32 1,59 

10,34 19,52 12,22 19,47 18,95 48,78 
59,77 46,37 11,11 13,87 13,68 5,95 
1,15 0,23 1,10 0,02 2,11 0,13 
0,00 0,32 0,00 0,37 1,10 0,16 

Epsilonbacteraeota 
Gammaproteobacteria 

Proteobacteria 
Thermodesulfobacteria 

Thermotogae 0,00 0,13 0,00 0,03 1,10 0,06 
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Globally the results obtained using the two pairs of primers and different sequencing 

techniques were similar and a difference of relative abundance higher than 5% was 

only observed for three taxa (Table 9). The relative abundance of Aquificales 

and Gammaproteobacteria was lower with the primers whoi341F-785R, and higher 

for Parcubacteria and Epsilonbacteraeota. By taking into account that we compare the 

results obtained by different sequencing methods and different pairs of primers, these 

differences are rather small. Moreover, the results obtained by cloning and Sanger 

sequencing were used as a reference but do not necessarily represent an accurate description 

of the bacterial communities. The pair of primers whoi341F-806 was validated for the study 

because it covered all the taxa considered. 

Archaeal primers 

Two pairs of primers (A344F-806R and Arch2A519F-Arch1017R) were tested using 

the same samples as for Bacteria, and compared with each other and with the cloning and 

Sanger sequencing results (Stahl, 1991, Ovreås et al., 1997, Takai & Horikoshi, 2000, 

Kolganova et al., 2002). 

In the case of the archaeal communities, more differences were observed than for the 

bacterial communities (Table 10). Globally, the relative abundance of Woesearchaeota was 

overestimated whereas the relative abundance of Desulfurococcales, Thermoproteales, DHVE- 

2 and Thermococcales was underestimated. This is especially true for the primers Arch2A519F-

Arch1017R which mainly detected Woesearchaeota (representing up to 55 %of the sequences 

in the sample M16 Ais 2). This group is not represented by cultivated strains and the only data 

available were obtained by molecular studies such as metagenomics (Xiao et al., 2020). Thus, 

the sequences affiliated to cultured lineages represented by numerous strains likes 

Thermococcales and Desulfurococcales were more informative compared to the sequences 

affiliated to Woesearchaeota for which for information are available. Therefore, we decided to 

choose primers A344F-806R that present a better coverage of cultivated lineages without 

ignoring uncultivated lineages.  
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Table 10 : Relative abundance of the archaeal taxa detected by cloning and Sanger 
sequencing (primers A344F-915R) and high-throughput sequencing (primers A344F-806R and 
Arch2A519F-Arch1017R). The sum of columns is lower than 100 when sequences were 
affiliated to Bacteria. The values are highlighted in pink or green if the relative abundance of 
a taxon was respectively under- or overestimated (difference > 5 %). 

Archaeal taxa 

M1E2 Ais M15 Ais M16 Ais2 

Cloning A344F-
806R 

Arch2A519F-
Arch1017R Cloning A344F-

806R 
Arch2A519F-
Arch1017R Cloning A344F-

806R 
Arch2A519F-
Arch1017R 

Aenigmarchaeota 0,0 5,8 1,47 0 6,71 5,66 0,0 0,8 5,56 
THSCG 3,4 1,7 1,06 3,9 5,82 8,30 0,0 0,0 0,00 
DHVE-3 1,1 0,0 0,00 0 0 0,00 13,5 0,0 0,00 

Desulfurococcales 19,3 7,6 1,23 14,5 11,38 0,71 6,7 2,8 0,23 
Thermoproteales 6,8 0,1 0,89 7,9 4,13 6,23 7,9 0,0 0,01 

DHVE-2 1,1 1,2 1,51 22,4 5,92 14,40 30,3 4,1 19,97 
Archaeogobales 27,3 24,4 17,48 1,3 4,09 3,39 1,1 25,9 2,82 
Thermococcales 13,6 9,4 4,08 43,4 32,1 6,06 37,1 30,0 0,39 

MBG-E 22,7 9,5 16,20 0 0,02 0,86 0,0 0,0 0,01 
MEG 0,0 0,5 1,76 0 0,4 4,34 1,1 11,9 2,22 

Woesearchaeota 1,1 31,4 46,97 0 23,17 29,00 0,0 23,3 55,93 
Korarchaeota 0,0 0,0 0,00 5,3 1,08 17,92 0,0 0,0 0,03 

2) Validation of the implemented methods, identification of
biases and the solutions provided

Many biases can be generated at each step during a metabarcoding study as it is 

described in the introduction of the present chapter. Hence before analysing the results we 

checked the data to ensure that we did not create such bias, and to validate our methodological 

approach. 

DNA extraction bias 

Because the DNA extractions were not performed on the same quantity of chimney 

samples (8 or 4x10 grams), the DNA obtained from those different extraction protocols were 

compared on two samples. DNA was extracted using both protocol from the sample M18 Cap2 

(8 and 3×10 grams) and from the sample M18 Y3 2 (8 grams in triplicate and 4×10 grams). 

Replicates were also performed from different samples using the same extraction conditions (8 
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grams) to determine if variability in the results was observed. The analysis of the sequencing 

results showed that the number of chimney samples used for DNA extraction did not affect the 

microbial community composition or alpha-diversity assessment. Slight variations were 

observed but were of the same order of magnitude as for the variability between strict technical 

replicates realized on the same number of chimney samples. Only the two DNA extraction 

replicates from the sample M17 Ais 2 have produced contrasting results, and the microbial 

communities were significantly dissimilar. We can reasonably think that the observed 

differences could be due to an incomplete crushing of a heterogeneous sample which resulted 

in the extraction of two probably different subsamples. 

Bacterial contamination 

Because the microbial biomass can be very low in the hydrothermal chimney samples, 

there was a constant risk of contamination. The analysis of microbial communities detected in 

the extraction and sequencing blanks has shown the presence of possible bacterial 

contamination. The contamination may have occurred from numerous sources: at the sampling 

step, during crushing of chimney samples, during DNA extractions and finally during the 

preparation of libraries and sequencing reaction. It may also be caused by the presence of 

contaminants in the PowerMax Soil DNA isolation kit as it was shown by Glassing et al. 

(Glassing et al., 2016). We exclude the possibility of an important cross-contamination between 

the samples because almost no sequence detected in the blanks was affiliated to hydrothermal 

taxa. The contaminant ASVs were identified using the package microDecon in the software R 

(McKnight et al., 2019) that uses the proportion of ASVs detected in the blanks. Data were then 

manually curated by removing human skin-associated Bacteria that are common contaminants 

(Salter et al., 2014). The data obtained with the primers A344F-806R were slightly affected 

because these primers were not designed for amplifying bacterial genes. On the contrary, the 

bacterial datasets obtained using the primers whoi341F-806R were more impacted. Several 

samples were mainly composed of contaminant sequences and those samples had to be removed 

from the dataset. We assume that the samples that were the most affected by contaminations 

contained a lower microbial biomass. Indeed, if the DNA amount extracted from the samples 

was high, the presence of a small quantity of contaminant DNA should have been insignificant. 

But in low biomass samples, a slightly contamination is likely to have an important impact. 
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Taxonomic affiliation of the ASVs 
 

 The ASVs were affiliated to archaeal and bacterial taxa using the latest version (v138.1) 

of the Silva database (Quast et al., 2012). The taxonomic affiliations of the most abundant ASVs 

were checked using BLAST or ARB (Altschul et al., 1990, Ludwig et al., 2004) and were in 

most case correct, especially for Bacteria that could be accurately identified up to the genus 

level for most taxa. However numerous improper affiliations were identified for archaeal ASVs. 

These errors were not observed when the affiliation step was performed with a former version 

(v128) of the Silva database. 

 This is due to the removal of a sequence (GenBank accession number AB6113666) 

between the two versions of the database. This sequence that was identified as a uncultivated 

Nanoarchaeota is associated to the DPANN superphylum (Rinke et al., 2013). Numerous ASVs 

had shown similarity from 88 to 98.5% with the sequence AB611366 and with sequences 

detected from the hydrothermal vent field Lucky Strike (Rommevaux et al., 2019). Also, these 

ASVs were similar to the sequences of phylotypes enriched during continuous enrichment 

cultures in bioreactor (Le Guellec, 2015, Roussel et al., 2018). When using the Silva database 

138.1, these ASVs were randomly affiliated to other sequences, with a low similarity, within 

the Thermoprotei and with other Archaea. To solve this issue, we have added the sequence 

AB611366 to the latest Silva database, and indicated “DPANN” to the all the taxonomic ranks 

affiliated to this sequence. So all the ASVs similar to the sequence AB611366 were identified 

as “DPANN” and not as other taxa. 

 Independently of this issue, the taxonomic affiliation of archaeal ASVs were not as 

accurate as for the Bacteria, and some Archaea could only be identified only up to the family 

level. This was especially true for the Thermoprotei and Archaeoglobi. 

 

Importance of the sequencing depth 
 

 Weiss et al. have shown that the sequencing depth, or libraries size (number of 

sequences per samples) could have a great influence on the results. For example, samples can 

be grouped depending on the library size instead of their origin if an ordination by PCoA 

(Principal Coordinate Analysis) is performed using a qualitative index (Weiss et al., 2015). 

Thus, we have checked the influence of libraries size on the results of alpha- and beta-diversity. 

                                                 
6 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB611366 
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In the samples from the Archaea dataset that contained less than 10 k sequences, the alpha-

diversity indices were greatly higher than in the other samples, suggesting an overestimation 

for low sequencing depth samples. Instead, in the samples from the Bacteria dataset, the alpha-

diversity was positively correlated to the library size. Thus, low-counts samples were removed 

from the Archaea dataset as it is recommended, and the alpha-diversity in the Bacteria dataset 

was compared between samples of similar library size. 

Repeatability of the sequencing reactions 

The Archaea and Bacteria dataset were both sequenced in three different runs, because 

the samples were not collected at the same time. In order to identify a possible variability 

between the runs, replicates (aliquots of the same DNA) were sequenced in the different runs 

and the results were compared. After a preliminary analysis, the results of the runs seemed to 

be reproducible, because the alpha-diversity indices and the taxonomic diversity of the 

replicates seemed to be similar. However, an ordination of the samples according to the distance 

between microbial communities have shown that the samples were mainly grouped by 

sequencing run. It suggests that there is variability between the runs at the ASVs level, that can 

produce bias when an analysis of beta-diversity is realized. To avoid this possibly important 

bias, the data from different run were only compared in analyses that were not impacted by this 

bias (alpha-diversity and global comparison of the taxonomic diversity). As a consequence, the 

Beta diversity analyses could only be carried out correctly on a smaller number of samples 

(only the ones that were sequenced in the same run). 

3) Microbial communities in active hydrothermal chimneys

The microbial communities from most chimney samples could be studied by 16S rRNA 

genes sequencing, but for some samples the DNA could not be amplified or the sequencing 

reactions produced a small number of reads (Figure 39). In a general way, the sequencing 

reactions were more successful for archaeal communities and sulfide chimney samples 

(mineralogical classes 2, 3 and 4) than for bacterial communities and sulfate chimney samples 

(mineralogical class 1).  

Sequencing reactions from respectively 27 and 28 chimney samples were positive with 

primers targeting Archaea and Bacteria, and 735 and 1060 ASVs were identified. For alpha- 
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and beta-diversity analyses, samples with more than 20 k and 3.5 k sequences were conserved 

for Archaea and Bacteria. The minimal library size for the bacterial communities was lower 

because of the presence of contaminants in some samples. 

 

Taxonomic diversity 
 

 Archaeal communities from hydrothermal chimney samples were globally dominated 

by Thermococci and Thermoplasmata, especially in the samples from the mineralogical classes 

3 and 4 (Figure 42). Almost all the Thermococci phylotypes were affiliated to the genus 

Thermococcus, and Thermoplasmata to the genus Aciduliprofundum except in the sample M19 

DEAFS in which Thermoplasmata were dominated by members of the Marine Group III (MG-

III). The automatic taxonomic affiliation tool of the bioinformatics pipeline has identified most 

of the Thermoprotei as members of the genus Aeropyrum, that is represented by two 

microaerophilic and hyperthermophilic species (Sako et al., 1996, Nakagawa et al., 2004) but 

a BLAST comparison of the sequences to the NCBI database has shown that the 16S rRNA 

genes identity was 100% with others genera like Thermodiscus. Hence, because of the short 

length of the sequences produced by the Illumina MiSeq technology, we could not accurately 

identify the Thermoprotei up to the genus level (most of them probably belonging to the order 

Desulfurococcales). The Archaeoglobi seemed to be mainly affiliated to Archaeoglobus and 

although some ASV were assigned to other genus (such as Ferroglobus or Geoglobus) and 

uncultured genera, their accurate taxonomic identification at the genus level was not possible 

either. All these archaeal taxa were described as hyperthermophiles, growing at temperatures 

over 80°C (Burggraf et al., 1990, Reysenbach et al., 2006, Mori et al., 2008, Schut et al., 2014) 

at the exception of Aciduliprofundum which is thermo-acidophilic (optimal growth temperature 

and pH respectively 70°C and 4.5). The other taxa mainly belong to uncultured lineages such 

as DPANN, Hydrothermarchaeia, Nanoarchaeia (mainly Woesearchaeales), Nitrososphaeria 

(mainly Nitrosopumilaceae), Bathyarchaeia and Korarchaeia (Baker et al., 2020). 
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Figure 42 : Barplots showing the relative abundance of Archaea, Bacteria and 
Campylobacteria (respectively top, middle and bottom) in hydrothermal chimney samples, at 
the taxonomic level of the class (or genus for Campylobacteria). Only the 9 most abundant taxa 
are presented on each plot. Samples are grouped according to their mineralogical composition. 

 

 

 The bacterial communities from hydrothermal chimneys exhibited a higher taxonomic 

diversity (Figure 42). The Campylobacteria (within the Epsilonbacteraeota, formerly named 

Epsilonproteobacteria) were the most abundant Bacteria, particularly in samples from 

mineralogical classes 3 and 4. The detail at the taxonomic level of genus is presented in the 

(Figure 42). A large diversity of Campylobacteria was present in almost all the samples, 

including common genera of hydrothermal vents such as Caminibacter, Sulfurovum, 

Nitratiruptor, Nitratifractor, Thiofractor, Sulfurimonas, Hydrogenimonas, Lebetimonas and 

uncultured phylotypes. These taxa are mainly mesophilic or moderate thermophilic autotrophs 

(Campbell et al., 2006, Waite et al., 2017). Alphaproteobacteria were also represented by 

diverse genera, like Acidisphaera (Hiraishi, 2015), Thermopetrobacter (Sislak, 2013), 

Thioclava (Sorokin et al., 2005), Gemmobacter (Yoo et al., 2019), Defluviimonas (Jiang et al., 

2014) and phylotypes close to the genus Roseobacter or within the family Rhodobacteraceae 
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(Buchan et al., 2019). For most of these genera, strains were isolated from hydrothermal vents, 

marine environments, or acidic hot springs. Most phylotypes affiliated to Aquificae belonged 

to taxa commonly detected in hydrothermal vent, such as Persephonella and secondary 

Hydrogenothermus and Hydrogenivirga (Gupta, 2014). Bacteroidetes such as Lutibacter 

(Bauer et al., 2016) were present, and also genera for which no strains were isolated from 

hydrothermal ecosystems (Lutimonas, Fluviicola and Paludibacter). Deinococci were 

represented by Oceanithermus, Vulcanithermus and Rhabdothermus from which all species are 

thermophilic and have been isolated from hydrothermal vents. The phylotypes affiliated to the 

Saccharimonadia could not be accurately identified because they belong to uncultured lineages. 

The most abundant Thermoanaerobacteria belonged to the thermophilic genus 

Thermoanaerobacterium, that contains strains isolated from various environments including 

hydrothermal vents (Hung et al., 2011). Most Bacilli were affiliated to the thermophilic genus 

Thermicanus (Gößner et al., 1999). The least abundant bacterial taxa were affiliated to 

described taxa (Anaerolinae, Chloroflexi, Planctomycetes) and uncultured lineages 

(Gracilibacteria, Parcubacteria). 

Because almost all the taxa that are detected in hydrothermal chimney samples include 

strains isolated from hydrothermal ecosystems, we can assume that the filtration of contaminant 

taxa was successful. 

Alpha- and beta-diversity 

The comparison of the microbial communities in these samples at the taxonomic levels 

up to the class or genus did not show a clear link between the occurrence of some taxa with the 

mineralogical composition of the samples or with the hydrothermal site. It was therefore 

necessary to analyse the microbial communities on a more accurate scale to study the links 

between the microbial community structure and their environment. Alpha- and beta-diversity 

of both archaeal and bacterial communities were then performed. As stated above, samples for 

which a low number of sequences was obtained and samples sequenced in different sequencing 

runs were removed for this analysis.  Alpha-diversity analyses were performed by calculating 

the Shannon (Shannon, 1997) and Inverse Simpson indices (Simpson, 1949). These results, 

such as the number of archaeal and bacterial ASVs from hydrothermal chimney samples are 

presented in the Figure 43. To avoid a possible bias due to the differences in library size, 

analysis of the data was compared with or without normalization by random subsampling at the 



 
177 

number of sequences of the lowest library size. Minor changes were observed between the two 

conditions. 

 

 
Figure 43 : Boxplots presenting the numbers of ASVs (Observed) and alpha-diversity indices 
(Shannon and InvSimpson) in hydrothermal chimney samples (Archaea at the top, Bacteria at 
the bottom). Samples are grouped according to their mineralogical composition. 
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The alpha-diversity of archaeal communities was lower in the mineralogical class 1 

(sulfate chimneys) samples from compared to the classes 2, 3 and 4 (sulfide chimneys) samples. 

When the samples from sulfide chimneys were grouped together, this difference with samples 

from sulfate chimneys was statistically significant, p-values were respectively 0.03 or 0.02 for 

the Shannon (Anova) and InvSimpson (Kruskal-Wallis test) indices. This trend is common to 

all the archaeal classes described previously, with the exception of Thermoplasmata which 

exhibited a higher diversity in samples of mineralogical classes 2 and 3 compared to classes 1 

and 4. 

For bacterial communities, the alpha-diversity indices were similar between the four 

mineralogical classes. However, we can assume that a difference can exist but the number of 

samples may not be sufficient to highlight it. If slight tendencies exist it may be masked by the 

high variability of alpha-diversity within each mineralogical class, which was particularly 

noticeable for archaeal communities in samples of the mineralogical class 4. Moreover, the 

library size of Bacteria dataset was not always sufficient to cover all the diversity (rarefaction 

curves are presented in Appendix 2), so the calculation of alpha-diversity indices may be biased. 

For both communities (Archaea and Bacteria), no correlation was observed between alpha-

diversity and the hydrothermal sampling sites or fluid endmembers. 

The distance between the microbial communities of hydrothermal chimney samples was 

represented on PCA plots to visualise if the archaeal and bacterial communities were different 

between the mineralogical classes (Figure 44). According to these results, the microbial 

communities of the sulfate or sulfide chimney samples broadly shared the same ASVs. Also 

there is no difference either when separating the four mineralogical classes (not shown). 

However, the dispersion on the plots shows that the variability of archaeal and bacterial 

communities was possibly higher in sulfide chimney samples. This was statistically significant 

for the Bacteria (p-value 0.045 for a permutation-based test of multivariate homogeneity of 

variances) but not for the Archaea (p-value 0.12). 
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Figure 44 : Principal Components Analysis (PCA) plots of archaeal (top) and bacterial 
(bottom) communities using Euclidean distance with CLR-transformed data. The shape of the 
points represents the hydrothermal sites where the samples were collected. 
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The shapes of the points on the plots represent the hydrothermal sites where the samples 

were collected. We did not observe a link between the archaeal communities of chimney 

samples and the hydrothermal sampling site. However, for Bacteria, most samples were 

grouped according to the site where they were collected, especially for samples from Aisics (4 

out of 5 samples are grouped together on the plot), White Castle, Cypres and Y3. It suggests a 

possible influence of the site on the bacterial communities in chimneys, but this tendency was 

not statistically significant. However, as it was suggested previously the number of samples 

was probably too low to confirm this observation. 

A differential abundance analysis was performed to identify ASVs whose abundance 

varies between the sulfate and sulfide chimneys (p-value < 0.01). 4 ASVs (affiliated to 

Thermococcus, Sulfurimonas, Nitratifractor and Persephonella) were more abundant in sulfide 

chimneys. 9 ASVs (affiliated to uncultured Archaea, DPANN, Nitrososphaeria, 

Woesearchaeia, Anaerolineae, Thermoanaerobacterium, Gracilibacteria, and Persephonella) 

were more abundant in sulfate chimneys. 

Taxonomic diversity in the samples studied for cultural and activity measurements 
approaches 

Four chimney samples (M19 Ais 1, M19 Ais 2, M19 DEAFS and M19 Cap 2) were 

prepared as slurries in artificial seawater and used to inoculate MPN enrichments and to 

measure the autotrophic and heterotrophic activity of microbial communities (Chapter V). The 

microbial diversity in these samples was also studied by high-throughput sequencing of 16S 

rRNA genes and the results are presented below. 
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Figure 45 : Barplots showing the relative abundance of Archaea and Bacteria (respectively top 
and bottom) at the taxonomic level of the class in hydrothermal chimney samples used for MPN 
enrichments and activity measurements. Only the 9 most abundant taxa are presented on each 
plot. 

 

 The chimney samples M19 Ais 1, M19 Ais 2 and M19 Cap 2 were composed of similar 

archaeal and bacterial communities (Figure 45). The most abundant taxa were similar to the 

ones that have already been described in the section Taxonomic diversity except the presence 

of ASVs affiliated to Methanopyrus in the sample M19 Ais 1. The archaeal sequences from 

sample M19 DEAFS were almost all affiliated to the lineage Marine Group-III in class 

Thermoplasmata, that are marine Archaea living in pelagic or benthic zones (Haro-Moreno et 

al., 2017). The Campylobacteria (mainly Caminibacter and Lebetimonas) were the dominant 

Bacteria in this sample. The high abundance of sequences affiliated to the MG-III group in 

sample M19 DEAFS may suggest a contamination of the sample by seawater, but the low 

quantity of sequences affiliated to other frequently observed marine archaea as Nitrososphaeria 
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or Bacteria is surprising. Because it is the sole sample that was dominated by a unique marine 

taxon, we can assume that it was caused by a contamination of the chimney sample by the 

surrounding seawater. Moreover, the diversity data were obtained from subsamples that were 

conserved at -80°C, not from the subsamples used to prepare the slurries. So, despite a careful 

crushing and homogenization it may have provided diversity information than can be slightly 

different from those of the subsamples used in cultural approaches and these results should be 

compared to the results of cultural approach with caution. 

4) Microbial communities in the proximal hydrothermal plume

Sequencing reactions from respectively 22 and 18 plume samples were positive using 

primers targeting Archaea and Bacteria, and 1068 and 821 ASVs were identified. For alpha- 

and beta-diversity analyses, samples with more than 15 k and 7 k sequences were conserved for 

Archaea and Bacteria, respectively.  

Taxonomic diversity 

All the hydrothermal plume samples exhibited very similar archaeal communities, 

mainly composed of two classes (Figure 46). The dominant class was Nitrososphaeria, and 

contained mainly uncultured linages and a lower proportion of sequences (<10 % of the 

Nitrososphaeria) were affiliated to Nitrosopumilus and Nitrosopelagicus. These Archaea, 

formerly named Marine Group-I (MG-I) and later renamed as Thaumarchaeota (Brochier-

Armanet et al., 2008) were described as mesophilic autotrophic ammonia-oxidizers (Qin et al., 

2015, Qin et al., 2017) and are commonly detected in the seawater around hydrothermal vents 

(Takai et al., 2004). It was also the sole archaeal lineage detected in a microbial survey of 

microbial mats at the Tour Eiffel site of the field Lucky Strike (Crepeau et al., 2011). The 

second dominant taxa belong to the Thermoplasmata, and the ASVs are affiliated to uncultured 

marine Archaea MG-II and MG-III (DeLong, 1992, Fuhrman & Davis, 1997). Hence, almost 

all the Archaea present in the proximal hydrothermal plume were affiliated to marine lineages, 

and only a few percent of the sequences were affiliated to the hydrothermal taxa detected in the 

chimneys. 



 
183 

 



184

Figure 46 : Barplots showing the relative abundance of Archaea, Bacteria and 
Campylobacteria (respectively top, middle and bottom) in hydrothermal plume samples, at the 
taxonomic level of the class (or genus for the Campylobacteria). Only the 9 most abundant taxa 
are presented on each plot. Samples are grouped by temperature of the plume. 

The bacterial communities of hydrothermal plume samples were more diverse than the 

Archaea and a higher variability between the samples was observed. The Campylobacteria 

were represented by various taxa described previously in the chimneys, that are representative 

of hydrothermal habitats. Other taxa detected in the chimneys were present in the plume 

samples, like Deinococci, Bacteroidia, Gracilibacteria and Parcubacteria. Diverse marine 

Bacteria were also detected, in taxa Alphaproteobacteria (SAR11, Rhodobacterales and 

Rhodospirillales), Dehalococcoidia (phylum Chloroflexi), Phycisphaera (phylum 

Planctomycetes) and SAR324 (an uncultured lineage). 

Thus, unlike the archaeal communities that were mainly composed of a few marine taxa, 

bacterial communities of proximal plume samples consist of a large diversity of lineages 

commonly observed in deep seawater but also in hydrothermal chimneys. 
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Alpha- and beta-diversity 
 

 No correlation was observed between the composition of archaeal and bacterial 

communities and the temperature of the plume. The variability of alpha-diversity was also not 

explained by these parameters. 

 However, a significant correlation was observed between the microbial community 

structure and the hydrothermal sites where the plume samples were collected. Grouping the 

sites depending on the endmembers has shown similar results. After a CLR transformation of 

the data from archaeal communities, a permutational multivariate analysis of variance 

(PERMANOVA) indicated that 25.8 or 23.2% of the variance was explained by the sites or the 

endmembers (p-values 0.014 or 0.003). For bacterial communities, the endmembers explained 

20.2% of the variance (p-value 0.034) but the influence of the hydrothermal sites was not 

significant (p-value 0.079). 

 

 41 ASVs of archaeal communities were differentially abundant across the hydrothermal 

sites where the samples were collected (p-value < 0.01). All these ASVs were affiliated to the 

marine lineages of MG-I and MG-II. On the contrary, the hydrothermal taxa that were also 

detected in the chimneys presented similar abundance between the sites. Differential abundance 

across the sites concerned 87 bacterial ASVs, comprising marine lineages but also taxa 

observed in the chimney samples.  

 

5) Comparison of microbial communities of hydrothermal 
chimneys and proximal plume 

 

 The analysis of microbial communities from hydrothermal chimneys and proximal 

plumes have shown that they were different at the taxonomic level of the class or genus for 

Archaea, but bacterial community were globally composed of the same taxa. The data from 

these two types of samples were compared to accurately identify the differences between 

microbial communities. 
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Figure 47 : Heatmap presenting the relative abundance of the 39 and 48 most abundant 
archaeal (top) and bacterial (bottom) ASVs of hydrothermal chimneys or proximal plume 
samples. ASVs are presented in rows and samples in columns. When no taxon name is written, 
the ASVs is affiliated to the taxon above. The light blue squares represent an abundant ASVs 
whereas the black squares represent the absence of this ASV in the corresponding sample. 
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 The relative abundance of the 39 and 48 most abundant taxa from archaeal and bacterial 

communities from hydrothermal chimney samples and proximal plumes can be visualized in 

the Figure 47. 

 As we could already see on the barplots (Figure 42 and Figure 45), most ASVs 

affiliated to the marine Archaea MG-I and MG-II were detected only in the plume samples. 

The heatmaps further show that several ASVs affiliated to the other taxa were only present in 

the chimneys (some Archaeoglobi, Thermoprotei, unaffiliated Archaea and Nitrososphaeria 

affiliated to Geothermarchaeaceae) whereas a few ASVs were present in both types of samples 

but were more abundant in chimneys (affiliated to Thermoplasmata, Hydrothermarchaeia, 

Archaeoglobi and Thermococci). A PERMANOVA indicated that 47% of the variance was 

explained by the sample type (p-value 0.001), which confirms that archaeal communities across 

these two habitats were very different. 

 For the bacterial communities, only 12% of the variance (p-value 0.001) was explained 

by the hydrothermal site according to the PERMANOVA. It is consistent with the heatmaps 

which show that unlike the Archaea, most bacterial ASVs were shared between the 

hydrothermal chimneys and proximal plume. However, it did not concern all the ASVs, and 

differential abundance analysis was performed to identify the ASVs that are specific to one type 

of sample (p-value < 0.01). 29 ASVs were differentially abundant between the two types of 

samples. 6 ASVs were more abundant in the plume samples (3 ASVs affiliated to Sulfurimonas, 

SAR202, SAR324 and Nitratifractor). The 23 ASVS that were more abundant in the chimney 

samples were affiliated to Campylobacteria (Sulfurimonas, Nitratifractor, Sulfurovum, 

Caminibacter, Hydrogenimonas), Thermicanus, Fluviicola, Thermoanaerobacterium, 

Oceanithermus and Chloroflexi. 

 

 The alpha-diversity indices of microbial communities from hydrothermal chimneys and 

proximal plume samples are presented on the Figure 48. The archaeal communities from 

hydrothermal plume exhibited a much higher alpha-diversity than the communities from 

chimneys (p-values were respectively 1.10-7 and 1.10-4 for the Shannon and InvSimpson indices 

with Kruskal-Wallis test). In contrast, the diversity of Bacteria was similar between the two 

types of samples. 
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Figure 48 : Boxplots presenting the numbers of ASVs (Observed) and alpha-diversity indices 
(Shannon and InvSimpson) in hydrothermal chimney samples (Archaea at the top, Bacteria at 
the bottom). Samples are grouped according the mineralogical composition of the samples. 
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6) Enrichment of microbial communities in bioreactors 
 

 Continuous enrichment cultures in a gas-lift bioreactor (Godfroy et al., 2006) were 

performed on board during the oceanographic cruises MOMARSAT2017, MOMARSAT2018 

and MOMARSAT2019 to study the culturable microbial communities in settings that are 

closest as possible as the in situ conditions. These cultures were designated M17_Ferm, 

M18_Ferm and M19_Ferm, respectively. Hydrothermal chimney samples (120 to 150 mL) 

were used as an inoculum, and proximal plume samples (temperature > 80°C) of the same site 

were used as culture medium. The same culture conditions were applied in the three incubations 

(incubation temperature 80°C, gas flushing with N2:CO2:H2 75:20:5, pH 6.5, detail in section 

Cultures en bioréacteur) so the only differences were the inoculum and culture media 

(hydrothermal chimneys and plume samples). 

 In 2017, 2018 and 2019 the bioreactor was inoculated with the samples M17 Ais 2 

(sulfide part of Aisics chimney), M18 Cap 2 (sulfide part of Capelinhos chimney) and M19 Ais 

1 (sulfate part of Aisics chimney), respectively. The proximal plume samples were collected at 

the same time that the chimney samples or a few days later on the same sites. In 2017 and 2018, 

the incubations were maintained for 11 days, and 18 days in 2019. 

 Because of the continuous renewal of the culture medium, we could collect daily the 

liquid part of the culture that was conserved at -80°C for DNA extractions, cell counts and 

anionic chromatography analyses. The microbial communities grown in each incubation were 

then identified by 16S rRNA genes high throughput sequencing. 

  



190

Description of microbial communities enriched in continuous culture 
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Figure 49 : Barplots presenting the relative abundance of Archaea and Bacteria enriched in 
the continuous cultures in bioreactor. The values in axis represent the incubation time (hours). 
The diversity in the chimney samples used as inoculates and proximal plume used as culture 
medium are also presented. The missing barplots indicate that sequencing reactions failed or 
produced a low number of sequences. The cell counts at each sampling time are presented 
above the barplots.  

 

 The cell counts of microbial communities enriched in the continuous cultures in 

bioreactor are presented on the Figure 49. It is important to keep in mind that the cell 

concentrations reported correspond to the total cell counts, that do not discriminate archaeal or 
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bacterial cells. An overall increase of the cell concentration was observed over time in the 

cultures of 2017 and 2019, which indicates that the microbial communities could grow in these 

culture conditions. However, in 2018 the cell concentration varied greatly, that can be explained 

by technical issues with the feeding and outlet pumps encountered during this incubation. The 

cell concentration reached 8.106 cells/mL in 2019 and was the highest value observed, probably 

because the incubation time was longer (432 hours vs. 263 hours in 2017). The decrease in 

microbial concentration at 92 and 240 hours in 2017, and at 192, 264 and 384 hours in 2019 

were not explain by a change in the culture conditions so it was possibly due to the dynamics 

of microbial communities. 

The taxonomic diversity is also presented on the Figure 49. The data that are presented 

correspond to relative abundance of the most representative taxa based on the proportion of 

sequences. Hence, it is not necessarily correlated to the abundance of these taxa in the 

enrichment cultures because metabarcoding data are not quantitative. An increase of the relative 

abundance of a group (like Thermoprotei after T144 in the culture M17_Ferm) could indicate 

not only the growth of this taxon but could also indicate the decrease of the growth of another 

taxa. Thus, these data show above all the presence of absence of archaeal and bacterial taxa at 

different incubation times rather than quantitative variations.  

The archaeal communities enriched in 2017 and 2018 (inoculated with the sulfide parts 

of chimneys Aisics and Capelinhos, respectively) were rather similar. The dominant taxa were 

Thermococci, Thermoprotei, DPANN and Archaeoglobi. Almost all the Thermococci were 

affiliated to the genus Thermococcus and the DPANN were also dominated by a few ASVs, 

whereas Thermoprotei and Archaeoglobi were represented by different lineages. However, they 

could not be accurately identified for the reasons described in the section Microbial 

communities in active hydrothermal chimneys. Thermococci and Archaeoglobi were detected 

at each time of the incubations, whereas the DPANN were detected after 24 to 72 hours, and 

the Thermoprotei especially after 144 and 166 hours.  

In the enrichment culture M19_Ferm, the Thermococcus were also present during all 

the time of the incubation. What differs from the two other cultures is the absence of 

Archaeoglobi after 264 hours, and the presence of Thermoprotei at each time (except a very 

low relative abundance at 72 hours). Moreover, the phylotypes affiliated to DPANN were not 

enriched from this sulfate chimney sample unlike in 2017 and 2019 (when sulfide chimney 

samples were used as inoculum). The number of reads affiliated to the DPANN lineage was 
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very low in the chimney samples used as inoculum in 2017 and 2018 (< 400 reads), but the 

contrasting high proportion of reads at some sampling times of the incubations indicates that 

they were enriched. On the contrary, this lineage was not detected in the chimney sample M19 

Ais 1 used for inoculating the bioreactor in 2019. This explains why this taxon was not enriched 

in 2019. 

 It is noticeable that in the three cultures, phylotypes affiliated to the thermo-acidophilic 

genus Aciduliprofundum boonei (Reysenbach et al., 2006) were present in the chimney samples 

or at the first sampling time. However, they were not detected anymore during the incubations, 

indicating that the culture conditions did not allow their growth. This is consistent with the fact 

that A. boonei grows at pH between 3.3 and 5.8 whereas the pH was regulated at approximately 

6.5 in the bioreactor. The same tendency was observed with the marine Archaea of lineages 

MG-I (Nitrososphaeria) and MG-II (Thermoplasmata) that were present in the plume samples 

used as culture medium but were not enriched in the bioreactors probably because the 

incubation temperature was too high to allow their growth. 

 With the exception of the absence of ASVs affiliated to DPANN in the sample M19 Ais 

1 and so in the culture M19_Ferm, the three continuous cultures resulted in the growth of the 

same archaeal taxa (mainly Thermococcus, Archaeoglobi and Thermoprotei). These taxa are 

represented by hyperthermophilic strains, which explains their growth at an incubation 

temperature of 80°C. Archaeoglobi and Thermoprotei comprise various species, that perform 

different metabolisms including autotrophy, heterotrophy or mixotrophy so they could use 

various carbon sources and electron donors for growth, provided by the hydrothermal fluid or 

by the gas flushing (hydrogen or carbon dioxide). All the described Thermococcus strains 

perform chemoorganotrophic metabolisms so we can assume that the phylotypes affiliated to 

this genus have grown using organic matter provided by the proximal plume or produced by 

autotrophic microorganisms. 

 

 Unlike the archaeal enriched communities that were composed of three main classes, a 

higher taxonomic diversity was observed for the bacterial communities. However, compared to 

the Archaea that could be identified in almost all samples (except at T0 in culture M17_Ferm), 

the Bacteria could not be identified in 12 samples. Either the sequencing reaction failed, or the 

number of sequences was too low after removing the contaminants to analyse the bacterial 

diversity.  

 In the culture M17_Ferm, the Aquificae (including mostly Persephonella related 

phylotypes, and a few Hydrogenivirga) and Sulfurimonas were the most abundant taxa detected. 
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Only the sample collected at 144 hours presented a contrasting taxonomic diversity, mainly 

composed of Bacteroidia, Thermicanus and Alphaproteobacteria. 

Unlike the enrichment of 2017, in the culture M19_Ferm the Aquificae composed only 

a few percent of the reads, instead Deinococci (mainly Vulcanithermus and Oceanithermus) 

were detected in all the samples for which sequencing data were available. Most of the reads 

were affiliated to the genus Sulfurimonas. Except the decrease of the number of sequences 

assigned to Aquificae and the presence of Alphaproteobacteria after 264 hours, few differences 

were observed over time. 

On the opposite, in the culture M18_Ferm the taxonomic diversity was very different 

across the samples, even at successive sampling times. The taxonomic diversity was dominated 

by Caminibacter at 6 and 24 hours, being replaced by Thermicanus and other taxa at 48 hours 

and then by Aquificae. The group designed as “other Bacteria” contained uncultured lineages 

like Parcubacteria and Gracillibacteria and sequences affiliated to the genus 

Coprothermobacter. At 216 and 240 hours, the sequences were mostly affiliated to Bacteroidia 

and various Campylobacteria respectively. As it was presented earlier, technical issues 

happened with feeding pump during this enrichment culture. Moreover the sampling of 

proximal plume could not be realized as expected so we also had to use as culture medium the 

fluid contained in the chimney recovery box. These issues may explain the high variability of 

bacterial communities at the different sampling times. 

Most bacterial taxa that were enriched belong to taxa that perform autotrophic 

metabolisms using hydrogen as a potential electron donor, including Aquificae (Persephonella, 

Hydrogenivirga) and Campylobacteria (Sulfurimonas, Lebetimonas, Sulfurovum, 

Nitratifractor, Nitratiruptor). Heterotrophs or mixotrophs were also enriched, like Bacilli 

(Thermicanus) and Deinococci (Vulcanithermus, Oceanithermus). Most of these 

microorganisms are facultative anaerobes that can use other inorganic electron acceptors than 

oxygen, including nitrate, elemental sulfur or sulfate. These substrates were probably provided 

by the hydrothermal chimneys or plume samples. The range of growth temperature of these 

Bacteria and the comparison to the incubation temperature in the continuous culture is 

discussed in the following section. 

Comparison to microbial communities from chimneys and plume samples 
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 The microbial communities enriched in continuous cultures were compared to the 

communities from all the hydrothermal chimneys and proximal plume samples. The distance 

between these communities is represented on PCA plots in the Figure 50. 

 The archaeal communities enriched in bioreactors in 2017 and 2018 were more similar 

to the communities from hydrothermal chimneys used as inoculum than to the communities 

from the proximal plume used as culture medium. This is consistent with the taxonomic 

diversity presented in the Figure 49. The marine Archaea (MG-I, MG-II and MG-III) were not 

enriched in the bioreactor, which explains the important difference between the archaeal 

communities from plumes samples and enrichment cultures. Even if the enriched archaeal 

communities were closer to the communities of the chimneys, they presented differences as 

some of the Archaea of the chimneys could not be enriched under the chosen culture conditions. 

It mainly concerned the ASVs affiliated to the genus Aciduliprofundum, which were often 

detected in the chimney samples but did not grow in the bioreactor, probably due to a too high 

pH. 

 For the bacterial communities enriched in the continuous cultures in bioreactor, the 

results were very contrasted compared to the Archaea because the bacterial communities from 

cultures of 2017 and 2018 were more similar to the communities from proximal plume samples 

than to the chimney samples. Thus, even if the taxonomic diversity between the bacterial 

communities of the three types of samples (chimneys, plume and enrichments) seemed to be 

similar at the scale of the class or genus, an analysis performed at the level of ASV allowed a 

much better resolution. 

 Unlike the cultures of 2017 and 2018, archaeal and bacterial communities from the 

incubation M19_Ferm were different from the chimneys and plume microbial communities. On 

the ordination plots (Figure 50), this incubation was also separated from the two other 

continuous cultures. The main difference was that the chimney used as inoculum in 2019 was 

a sulfate upper part of the chimney Aisics whereas in 2017 and 2018 it was respectively the 

sulfide parts of the chimneys Aisics and Capelinhos. 
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Figure 50 : Principal Components Analysis (PCA) plots of archaeal (top) and bacterial 
(bottom) communities from enrichments in bioreactor, hydrothermal chimneys or proximal 
plume using Euclidean distance with CLR-transformed data. 
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 As it was presented in the section Comparison of microbial communities of 

hydrothermal chimneys and proximal plume, 29 bacterial ASVs were differentially abundant 

between the hydrothermal chimneys and proximal plume samples. The fact of detecting mainly 

bacterial ASVs from plume in the enrichment culture raises the question of whether these 

Bacteria were enriched in the bioreactor or if we have simply detected the Bacteria that were 

brought by the continuous feeding of the bioreactor by plume sample used as culture medium.  

 The Aquificae and Vulcanithermus grow optimally at temperatures above 70°C so it is 

likely that they grew at 80°C in the continuous cultures. However, the other taxa only contain 

moderate thermophilic or mesophilic species. The moderate thermophiles (optimal growth 

temperature around 55-60°C) include Oceanithermus (Miroshnichenko et al., 2003, Mori et al., 

2004), Thermicanus (Gößner et al., 1999), Lebetimonas (Nagata et al., 2017) or Nitratiruptor 

(Nakagawa et al., 2005), and the most abundant mesophiles are Sulfurimonas that grow at 

temperature around 25-30°C (Inagaki et al., 2003, Takai et al., 2006). Thus, it is surprising to 

detect these taxa in an enrichment culture incubated at 80°C, which is much higher that their 

described growth temperature. For the moderate thermophilic taxa, we can assume that they 

could grow in the bioreactor at slightly higher temperatures that the values described in the 

characterization studies (which are performed in batch culture). Nevertheless, for the genus 

Sulfurimonas the difference between their optimal growth temperature and the incubation 

temperature of the enrichment cultures is around 50°C. Even if the hydrothermal 

Campylobacteria have been shown to exhibit an important metabolic versatility, the growth 

temperature range is overall similar between the strains of a same genus. Based on this principle 

it would be unlikely that Sulfurimonas strains may grow at 80°C. The similarity between 

bacterial communities in cultures of 2017 and 2018 and the plume samples may suggest that 

mesophilic Bacteria detected in the bioreactor were present in the plume samples used as 

culture medium. In that case, the fact to detect these Bacteria would not indicate that they have 

grown at high temperature. However, the major proportion of the ASVs detected the culture 

M19_Ferm were affiliated to this genus, and the ordination in Figure 50 has shown that the 

microbial communities present in the bioreactor were different from the plume communities. 

Also, almost all the ASVs present in the plume sample M19 Ais 100-150 (used as culture 

medium in the culture M19_Ferm) were affiliated to Alphaproteobacteria. Hence it contradicts 

the assumption that the Bacteria detected in the bioreactor would just be passively brought by 

the plume samples. Moreover, it was the sole continuous culture in which we have observed 

consistent results for the bacterial diversity at successive sampling times, as for the Archaea. 

We can therefore assume that the high proportion of ASVs affiliated to Sulfurimonas in culture 
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M19_Ferm result from the growth of Bacteria, and not just from the input of Bacteria from the 

plume samples even if it does not explain the growth of Sulfurimonas at 80°C. An alternative 

hypothesis may be that another bacterial lineage shares a similar region of the 16S rRNA genes 

with the genus Sulfurimonas, leading to a wrong taxonomic affiliation.  

7) Discussion

The metabarcoding approach implemented in this study has produced interesting data 

but also raise a lot of technical constraints and methodological questions. First, the variability 

between the sequencing runs prevented the comparison of some samples. This was especially 

an issue for the hydrothermal chimney samples. Indeed, due to the low number of remaining 

samples it is likely that certain tendencies could not be observed or confirmed. Moreover, it is 

highly probable that various factors drive the microbial communities of chimneys or plume, 

hence the variability between the communities of the samples may not be easily explained due 

to the lack of information on the samples. The bacterial contaminations were also a significant 

issue because it lowered the size of 16S rRNA gene libraries for bacterial communities. 

Despite these limitations, the different types of samples (hydrothermal chimneys and 

proximal plume samples, continuous cultures) have brought information on the microbial 

communities present in the different habitats of the hydrothermal vents. 

In hydrothermal chimneys, the archaeal communities were dominated by 

hyperthermophiles (Thermococcus, Archaeoglobi, Thermoprotei) and thermo-acidophiles 

(Aciduliprofundum). The bacterial communities comprised a higher taxonomic diversity, 

including thermophiles (Aquificae, Deinococci, some Campylobacteria) and mesophiles 

(mainly Campylobacteria). The presence of hyperthermophiles, thermophiles and mesophiles 

has already been explained by different studies that have shown a spatial separation of these 

communities caused by the thermal gradient in the chimneys structure (Takai et al., 2001, 

Schrenk et al., 2003, Pagé et al., 2008, Li et al., 2014). 

Our results have shown that only 13 ASVs were differentially abundant between the 

sulfate and sulfide chimney samples, and we did not observe significant relations between the 

taxonomic diversity of the microbial communities and the mineralogical class of the samples. 

It indicates that all the taxa detected were present in both types of chimneys, and that there was 

no specific taxa to sulfate or sulfide chimneys. However, a significantly higher alpha-diversity 
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was observed for the archaeal communities in the sulfide chimney samples compared to the 

sulfate chimneys. This tendency was not observed for the Bacteria, possibility because the 

alpha-diversity measurements were biased by the size of the libraries. For both archaeal and 

bacterial communities, we have shown that the variability of communities among the samples 

was higher for the sulfide chimney samples. This observation may be explained by the 

mineralogical composition of the chimneys. In the sulfate samples, that presented similar 

mineralogical compositions the physico-chemical conditions were probably similar. On the 

contrary, sulfide chimney samples presented very different mineralogical compositions. As it 

was discussed in the previous chapter, the samples from mineralogical class 2 were probably 

associated to high-temperature zones of the chimneys whereas the samples from class 4 seemed 

to come from external parts of the chimneys in contact with seawater. Hence, we can assume 

that the sulfide chimney samples were associated to various conditions of temperature, oxygen 

and substrates availability. It would explain why the archaeal diversity was higher compared to 

sulfate chimney samples, and also why the microbial communities exhibited a higher diversity. 

 

 In the proximal plume samples, archaeal communities were dominated by taxa that 

mainly originate from seawater, and that were rarely detected in the chimney samples. These 

plume communities were very similar when compared at the class or genus level because they 

were almost only composed of MG-I, MG-II and MG-III. On the contrary, most of the bacterial 

taxa of plume samples were shared with chimneys communities, including Campylobacteria, 

Deinococci and Alphaproteobacteria. The spatial origin of the plume samples (the 

hydrothermal sites) was a main driver of the archaeal and bacterial communities and explained 

more than 20% of the variance observed. For the Archaea it concerned mainly marine taxa 

whereas almost all the bacterial taxa were concerned. We can explain this observation by the 

composition of the hydrothermal fluid which differs among the sites (Chavagnac et al., 2018), 

as the influence of fluid composition on microbial communities was already shown in previous 

studies (Flores et al., 2011, Takai & Nakamura, 2011, Dahle et al., 2018). This feature was not 

observed for the archaeal communities from hydrothermal chimney samples, and was observed 

as a tendency for the Bacteria but was not statistically confirmed. It suggests that other factors 

drove the microbial communities in the chimneys, possibly the thermal gradient resulting from 

their heterogeneous structure, or the minerals that could be used as substrates. 

 It is worth noting that even if almost all the archaeal ASVs detected in the plumes were 

affiliated to only three main taxa (MG-I, MG-II and MG-III) their alpha-diversity was 

significantly higher than the diversity of Archaea in chimney samples. On the opposite the 
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alpha-diversity of bacterial communities from chimneys or plume samples was similar, which 

confirms the similarity between the Bacteria living in these two habitats. Despite the global 

similarities of microbial communities from these habitats, their comparison has shown that 29 

ASVs were differentially abundant between chimneys and plume samples (mainly 

Sulfurimonas and Caminibacter). Hence, even if these ASVs belong to the same taxa, their 

differential abundance between the two types of samples suggest that they present different 

metabolic or physiologic characteristics to live preferentially in one type of habitat. 

The aim of the continuous cultures in bioreactor was to identify microbial communities 

living in hydrothermal vents that can grow at high temperature and in the presence of H2 and 

CO2, by using chimney samples as inoculum, and proximal plume sample as culture medium. 

The other parameters, like temperature, pH, composition of the gas phase and renewal rate of 

the medium were fixed during the three cultures. A striking result was the enrichment of 

phylotypes affiliated to the superphylum DPANN, since this lineage is almost only composed 

of uncultured Archaea. It would be informative to perform similar experiments to study the 

culture conditions that enhance their growth in order to obtained functional data about these 

poorly known microorganisms. 

The enriched archaeal communities from cultures of 2017 and 2018 were mainly 

composed of taxa detected in the chimneys whereas Bacteria were closer to the plume 

communities. Interestingly, the communities enriched from the sulfate chimney samples in the 

culture M19_Ferm were different from the communities of the cultures inoculated with sulfide 

chimney samples. Hence, even if we have shown that the hydrothermal site may have an 

influence on the bacterial and archaeal communities of the proximal plumes, it was the 

mineralogical composition of the chimney samples used as inoculum that was the main driver 

of the microbial communities enriched in the continuous cultures. Two hypotheses can be 

proposed, first we can assume that the microbial communities between sulfate or sulfide 

chimney samples used as inoculum were contrasted although we did not observe significant 

taxonomic differences between the microbial communities of the samples except for the 

DPANN that were absent from the sample M19 Ais 1. We may also explain these results in the 

enrichment cultures by the different input of substrates in the form of minerals. Indeed, the 

sample M19 Ais 1 has probably brought sulfate in the culture, which is a potential electron 

acceptor, whereas samples M17 Ais 2 and M18 Cap 2 were mainly composed of sulfide, that 

could have provided electron donors. This type of microbe-mineral interactions in similar 

continuous culture in bioreactor has already been described (Callac et al., 2015). 
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 The results obtained from the diversity study and the continuous cultures in bioreactor 

are further discussed in the Chapter VII and compared to the results obtained by MPN 

enrichments and activity measurements experiments. 
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Chapter V - Functional diversity of 
microbial communities from deep 
sea hydrothermal chimneys 
Cultural methods for studying microbial communities of hydrothermal chimneys 

The metabarcoding approach presented in the previous chapter has brought information 

about the phylogenetic diversity and structure of microbial communities from hydrothermal 

chimneys and proximal plume of the vent field Lucky Strike. However, because it is a molecular 

method, it does not bring functional information about the microbial communities, or these 

remain putative. 

Therefore, we have completed the results from the molecular study by setting up two 

cultural approaches. First, Most Probable Number (MPN) enrichment cultures were realized to 

estimate the concentration of viable and culturable microorganisms in hydrothermal chimney 

samples. We have then measured the rates of autotrophic and heterotrophic carbon fixation by 

using radiolabelled substrates. 

Description of the hydrothermal chimney samples 

Four hydrothermal chimney samples, M19 Ais 1, M19 DEAFS, M19 Ais 2 and M19 

Cap 2 were collected, crushed and prepared as slurries in artificial anoxic seawater and kept at 

4°C to be used as inoculum for MPN enrichments, and as culture medium and inoculum for 

activity measurements. These samples were collected during the cruise MOMARSAT2019 

from the chimneys Aisics, Montserrat (sample DEAFS) and Capelinhos. The chimneys Aisics 

and Montserrat are localised at the south-east of Lucky Strike and the hydrothermal fluid 

originates from the same endmember, whereas Capelinhos is separated from the other sites and 

its fluid is enriched in iron (section Le champ hydrothermal Lucky Strike). The aim of this 

sampling was to collect the sulfate-dominating upper parts and the sulfide-dominating parts of 

the chimneys to compare the microbial communities from samples presenting contrasted 

mineralogical compositions. Unfortunately, we initially planned to compare the two types of 

samples (sulfate- or sulfide-dominating) from the chimneys Aisics and Capelinhos, but the 
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sample M19 Cap 1 (from the upper part of the chimney Capelinhos) was broken during the 

transfer from the ship to the laboratory. Instead, we used the sample M19 DEAFS in MPN 

enrichments, that has been conserved in the same conditions as the other samples so we could 

compare the results. However, the volume of sample M19 DEAFS was not sufficient to be used 

for the activity measurements experiments. 

 As it was presented in the  Figure 39, the samples M19 Ais 1 and M19 DEAFS that 

were collected from the upper parts of the chimneys were composed of more than 95% 

anhydrite (mineralogical class 1). In contrast, the samples M19 Ais 2 and M19 Cap 2 were 

dominated by sulfides (> 85%), including marcasite, pyrite, chalcopyrite and sphalerite. The 

proportion of these minerals correspond to the mineralogical class 4, suggesting that the 

samples M19 Ais 2 and M19 Cap 2 samples were collected from an external part of the 

chimneys. Thus, we can conclude that the sampling procedure was successful and should allow 

a comparison of microbial communities between samples representative of sulfate and sulfide 

chimneys. 

 

 MPN enrichments 
 

 We have chosen to perform MPN enrichments because this method allows the 

quantification of viable and culturable microorganisms in hydrothermal chimneys slurries. 

Because the mass of chimneys used for preparing the samples was known, we could estimate 

the number of culturable cells per gram of hydrothermal chimney. Moreover, with this method 

it is possible to impose defined culture conditions, like incubation temperature or substrates 

availability depending on the metabolisms of interest. Different conditions were combined to 

study microorganism that present various physiological and metabolic characteristics, and to 

investigate the influence of environmental parameters on microbial communities from 

hydrothermal chimneys. 

 Two possible carbon sources were tested. Sodium bicarbonate was provided as 

inorganic carbon source for autotrophic microorganisms (in the presence of CO2 in the gas 

phase) or different organic carbon sources (yeast extract and peptone supplemented with 

formate, acetate, pyruvate, propionate in the medium containing sulfate) were provided for 

heterotrophic microorganisms. 

 Three possible electron donors were provided for comparing the concentration of 

microorganisms growing under microaerophilic conditions or under anaerobic conditions in 
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reduced medium containing elemental sulfur or sulfates. In inorganic carbon containing media, 

the electron donors were provided depending on the electron acceptors provided (hydrogen with 

sulfate or elemental sulfur, or hydrogen and thiosulfate with oxygen). 

As a reminder, the Table 11 resumes the carbon sources and electron donors and 

acceptors provided in the 6 designed culture media. The detail is presented in the Table 7. 

Table 11 : Characteristics of culture media used in MPN enrichments. 

Medium Carbon source Electron acceptors Electron donors 

M3 Inorganic 
Sulfate 

Hydrogen 

M4 Organic Yeast extract, Acetate, 
Pyruvate, Butyrate, Propionate 

M2 Inorganic 
Elemental sulfur 

Hydrogen 
M1 Organic Yeast extract 
M5 Inorganic 

Oxygen 
Hydrogen, thiosulfate 

M6 Organic Yeast extract 

The cultures were incubated at four temperatures (30, 60, 80 and 95°C). These values 

were chosen because they correspond to the growth temperatures ranges of numerous 

microorganisms previously isolated from hydrothermal vents. The aim was to enrich a largest 

fraction as possible of the culturable microbial communities. Only psychrophilic 

microorganisms could not grow under those conditions.  

All those conditions (temperature, carbon source, electron acceptor) were combined and 

incubations were performed in triplicate after five tenfold dilutions. 

After the incubations, consumption of substrates and production of metabolites were 

measured by anionic chromatography and micro-gas chromatography in the last positive 

dilutions vial. Also, the enriched microorganisms were identified by 16S rRNA genes Sanger 

sequencing. 

Statistical analyses were performed to study the links between MPN counts and culture 

conditions. Analysis of variance (Anova) were performed when the required conditions were 

satisfied (normality and homogeneity of variances). When normality or variance homogeneity 

were not validated, the average values of MPN counts were tested by Kruskal-Wallis statistical 

(KW) test. 

Preliminary methodological assessments 
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 The limitations of the methods are discussed in the present section before presenting the 

results to avoid improper interpretation of the data. 

 

 First, we can also remind that the MPN enrichments are a cultural method. Hence the 

data acquired only concern the viable and culturable fraction of the microbial communities. It 

presents limitations, because it cannot produce data on the non-culturable microorganisms, 

which can however have an important function in the ecosystem. On the other hand, the 

advantage is the ability to control the culture conditions, that brings information on the 

physiological and metabolic characteristics of the culturable microbial communities. 

 The quantitative results from MPN enrichments must also be interpreted with caution, 

because it contains imprecisions due to the statistical estimation of the initial microbial 

concentration in the samples. Moreover, some microorganisms which present a versatile 

metabolism may grow in different conditions (for example facultative anaerobes that can use 

oxygen, sulfur or sulfate as electron acceptor). Thus, the results from different media cannot be 

summed and this method cannot be used to estimate the total cell concentration in a sample. 

Instead, we present estimations of the concentration of cells that can grow in defined culture 

conditions. 

 

 Because the initial concentration of culturable microorganisms was sometimes higher 

than expected, in some conditions a growth was observed until the last dilution (10-5). It was 

therefore not possible to estimate accurately the cellular concentration in the raw samples since 

the MPN calculation requires dilution to extinction. In those cases, we retained the calculated 

value as the minimal cellular concentration that could be present in the sample. It is not possible 

to compare the initial concentration between the conditions in which an enrichment was 

observed up to the last dilution because the actual concentration was possibly higher. However, 

we could compare these values to the other conditions that were diluted to extinction. 

 The highest concentration of viable culturable microorganisms observed was 1.46.106 

cells per gram of chimney. In comparison, Takai et al. reported concentration from 9.3.101 to 

1.107 viable cells per gram of chimney in various MPN enrichment conditions (Takai et al., 

2001, Takai et al., 2008). Also, cell counts realised in different studies estimated the cell 

concentration in hydrothermal chimneys as ranging from 1.104 to 1.108 cells per gram (Harmsen 

et al., 1997, Takai et al., 2001, Schrenk et al., 2003, Li et al., 2014). The maximal concentration 

of viable cells reported in our experimentations is in the range of these values. Considering that 

all the cells detected by microscopic observation are probably not viable and culturable, we can 
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thus assume that the maximal cell concentration reported in our study was near to the initial 

concentration in the samples. 

It would have been very informative to determine the total microbial concentration in 

the samples, including the non-culturable fraction of the microbial communities. Cell counts 

were carried out using different fluorescent DNA markers like SYBR Green. Despite an 

optimization work, the cell counts could not be realized because the minerals present in the 

chimney samples presented an important non-specific fluorescence. Hence, it was not possible 

to visually separate the cells and minerals under microscopic observations and to determine the 

culturable fraction of the microbial communities from the four chimney samples. Cell counting 

in chimney samples is presently under development at LM2E using CARD-FISH techniques.  

The production of several metabolites and the consumption of substrates were measured 

by anion chromatography (thiosulfate, sulfate, propionate, pyruvate, oxalate, lactate, formate, 

acetate) and micro-gas chromatography (CO2, H2S). Some technical issues, described below, 

prevented us from identifying substrates consumption and metabolites production in all the 

culture conditions. 

Micro-gas chromatography also allowed measurements of the concentration of O2, H2 

and N2. However, to calculate the quantity of each gas in the gas phase of the vials, it is 

necessary to include the measure of pressure. Pressure was accurately measured in each case, 

but during the long period of incubation the vials lost a part of the gas pressure by leaks from 

the butyl septa. Therefore, we could only identify the production of a gas when it was initially 

absent from the media (for example we could detect the production of H2S because this gas was 

not introduced during the preparation of the medium). 

Also, numerous abiotic reactions were observed in the control vials that were not 

inoculated, especially for control vials incubated at high temperature. It was therefore necessary 

to identify and to subtract consumption of substrates or production of metabolites that are due 

to abiotic chemical reactions. For example, in media containing elemental sulfur, an important 

production of thiosulfate was measured, up to 2.4 mM at 95°C. H2S production in the gas phase 

was also recorded. In media containing only inorganic carbon source (sodium bicarbonate), 

acetate and formate productions increasing with temperature were measured, up to 185 µM at 

95°C. Independently of temperature, a great sulfate concentration (up to 30 mM) was recorded 

in the vials inoculated by the sample M19 DEAFS. We hypothesized that it was caused by the 

dissolution of anhydrite (CaSO4) that was the main mineral composing this chimney sample. 

This mineral is one of the main components of the sample M19 DEAFS. This was confirmed 



 
207 

by the sulfate concentration that was often reduced by a factor 10 among successive dilutions. 

When it was not possible to determine if the variations of chemicals compounds concentrations 

were due to abiotic processes, the corresponding reactions were removed prior to analysis. 

 

 Sanger sequencing on PCR products of genes encoding 16S rRNA was performed to 

identify the microorganisms (Archaea or Bacteria separately) enriched in the last positive 

dilution vials. However, this sequencing method requires to have pure cultures otherwise it 

would produce overlapping peaks on the chromatograms. In most cases the quality of the 

sequences was high enough to allow the identification. In some cases, PCR amplifications failed 

or sequence quality was too low and did not permit to identify the enriched microorganisms. 

The identification of the enriched microorganisms was possible for 168 of the 254 positive 

enrichment culture. 

 In many vials both Archaea and Bacteria were detected so in these cases the cultures 

were not pure. However, it was possible to identify archaeal and bacterial phylotypes because 

the PCR amplifications were performed using primers targeting those domains separately. 

 

1) Microbial concentration in hydrothermal chimney samples 

 

 The complete results of MPN enrichments are presented in Appendix 2 and will not be 

discussed in detail because it represents an important quantity of data. Instead, the main results 

were synthetized in boxplots (Figure 51). 

 

 Microbial growth was observed in most conditions except in some cases in the presence 

of oxygen at high temperatures, and especially when an organic carbon source was provided. 

Differences in cell concentration were observed according to the culture conditions including 

the chimney samples used as inoculum, the mineralogical compositions of the chimney 

samples, the incubation temperature, the carbon source and electron acceptors provided. 
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Figure 51 : Boxplots of the decimal logarithm of culturable cell concentration (cells per gram) 
according to the sample (A), mineralogical composition of the chimneys (B), temperature (C 
and D), carbon source (E) and electron acceptors provided (F). Plots A and B include all the 
samples. Plots C and D include respectively sulfate of sulfide chimney samples. Plots E and F 
only include sulfate chimney samples. Red stars represent average value of cell concentration 
for each boxplot. Red points represent the values that may be underestimated because dilution 
to extinction was not reached. 
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 Figure 51 A shows that the average cell concentrations in samples M19 Ais 1 and M19 

DEAFS were very similar, and lower than values of samples M19 Ais 2 and M19 Cap 2 when 

all the conditions are considered (temperature, carbon source and electron acceptor). By 

grouping the samples according to their mineralogical composition (Figure 51 B) it shows a 

significant difference of cell concentrations between sulfate or sulfide chimney samples (p-

value 1.01.10-8 in KW test). This difference was also significant when the culture conditions 

(temperature, culture media) were analysed separately. 

 Moreover, the difference between the microbial concentration values from sulfate and 

sulfide chimney samples was probably underestimated because in many cases a growth was 

observed until the last dilution in sulfide chimney samples (red points on Figure 51), suggesting 

that cells concentration in these samples are higher than the concentration obtained from MPN 

counts.  

 

 Results were compared between the different culture conditions used for the 

enrichments. Because microbial communities from sulfate or sulfide chimney samples did not 

exhibit the same response to temperature or substrate availability, analyses were done 

separately (Figure 51 C and D). 

 For all the samples, a significant difference in cell concentration was observed between 

the four incubation temperatures (p-values 6.34.10-6 and 3.85.10-5 in KW test). Globally the cell 

concentration decreased with increasing of temperature. For sulfate chimney samples (M19 Ais 

1 and M19 DEAFS, Figure 51 C), an important decrease of cell concentration was observed 

between 30 and 60°C. For sulfide chimneys the tendency was less clear because of the 

conditions for which we could not dilute the cultures to extinction. That was the case of almost 

all conditions at 30 and 60°C, hence the average cell concentration at 30 and 60°C was probably 

higher than the estimated value. 

 

 Cell concentration from sulfate chimney samples also varied according to the substrates 

provided in the culture media. The cell concentration was higher in the presence of inorganic 

carbon source than with the organic carbon sources provided (p-value 0.002 with KW test, 

Figure 51 E). The values were also higher when elemental sulfur or sulfate was provided 

compared to oxygen in microaerophilic conditions (p-value 0.02 with KW test, Figure 51 F). 
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For sulfide chimney samples, no significant difference in MPN counts values were 

observed according to the substrates provided, excepted at 95°C, where cells concentrations 

were lower in the presence of oxygen as electron acceptor than with sulfate or elemental sulfur. 

2) Taxonomic identification of enriched microorganisms

The Figure 52 shows the taxonomic affiliation of microorganisms enriched in the last 

positive dilutions. Different taxonomic ranks are presented depending on the precision of 

taxonomic affiliation that was possible to obtain. With lower quality sequences or for several 

taxa (such as Desulfurococcales) the deepest affiliation was made at the order level. It was not 

possible to identify the phylotypes more accurately because the 16S rRNA genes sequences 

seem to be highly conserved between the different genera as BLAST results often reported 

100% identity with different species and genera as it was already described in the section 

Taxonomic diversity. 

The archaeal genus that was enriched in the most conditions was Thermococcus (43 

occurrences by counting separately the occurrence in triplicates from the same condition). 

Members of class Thermoprotei (including mainly Desulfurococcales) were detected in 35 

conditions. Archaeoglobaceae and Haloferax related phylotypes were detected in respectively 

9 and 3 conditions. 

A higher number of bacterial taxa were enriched, the most represented being 

Sulfurimonas and Persephonella with 33 and 25 occurrences, respectively. Paenibacillus were 

observed in 11 conditions, Oceanithermus in 13 conditions, and Hydrogenivirga (which are 

members of phylum Aquificota such as Persephonella) in 6 conditions. Other bacterial genera 

were detected occasionally, such as Bacillus, Sunxiqinia, Thiomicrospira, Vulcanithermus and 

members of the Deltaproteobacteria, Spirochaetes, and Cellulomonadaceae. 

Those bacterial and archaeal taxa were not equally distributed among the different 

culture conditions. Relations between temperature, substrates availability and samples used as 

inoculum were studied by performing statistical analysis. The results are presented 

simultaneously with the results of substrates consumption and metabolites production 

measurements in the section Correlation between culture conditions, taxonomic diversity and 

metabolism data. 
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Figure 52 : Taxonomic affiliation of microorganisms enriched in last positive dilutions. - : No 
growth was observed in the condition ; ND: Taxonomic affiliation could not be determined. 
Results from triplicates were merged. Pink background corresponds to the lowest 
concentrations, and black background to the highest concentrations (detail of the values in 
Appendix 2). 
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3) Substrates consumption and metabolites production

Canonical correspondence analyses were performed to explain the substrates 

consumption and the metabolites production according to the culture conditions or the enriched 

phylotypes. 

Figure 53 : Biplot of canonical correspondence analyses (CCA). The culture conditions are 
shown as blue arrows. The consumptions (C_substrate) and productions (P_metabolite) are 
shown as red points. Contribution of canonical axis 1 and 2 to explanation of variance is 
respectively 54 % and 35 %. Culture conditions taken into account are incubation temperature, 
electron acceptor, carbon source and samples used as inoculum. 

The culture conditions explained a high proportion of the variance (89% for the first two 

axis, Figure 53). The variation of substrates and metabolites concentrations was mainly 

explained by the carbon source and the electron donors provided. Incubation temperature and 

samples used as inoculum explained a lower proportion of the variance. 

According to these results and the substrates provided in the 6 culture media, we could identify 

metabolic reactions catalysed by microorganisms in each media. 
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 The presence of elemental sulfur and H2S production (P_H2S) were correlated, also with 

CO2, propionate and acetate production. It indicates that in the two sulfur containing media (M1 

and M2), sulfur was reduced to H2S. Acetate and propionate may have been produced by 

autotrophic microorganisms or resulted from the degradation of yeast extract by heterotrophs 

whereas CO2 production can be explained by the degradation of organic matter by heterotrophs. 

 Thiosulfate consumption and sulfate production were correlated to an inorganic carbon 

source and to the presence of oxygen (not displayed on the Figure 53), indicating that in 

medium M5 the main metabolism performed by autotrophic microorganisms was aerobic 

thiosulfate oxidation, producing sulfate. 

 The presence of sulfate was correlated with the production of FeS (P_FeS). FeS is 

produced in the presence of FeSO4 (present in the media M3 and M4) and H2S, suggesting that 

sulfate reduction to H2S was performed by microorganisms that grew in media M3 and M4. 

The consumption of lactate, formate, oxalate, propionate and pyruvate was also correlated with 

this electron acceptor because these substrates were provided only in the medium M4 

containing sulfate and organic carbon sources.  

 CCA were also performed to check if the substrates consumption and metabolites 

production data could be explained by the identification of enriched microorganisms (data not 

shown). Although it explained a lower proportion of the variance than culture conditions, those 

data were used to identify the metabolism performed by the most abundant taxa in each media. 

The results of correlations between enriched taxa and substrates consumption and metabolites 

production are presented in the next section. 

 

4) Correlation between culture conditions, taxonomic diversity 
and metabolism data 

 

 Several canonical correspondence analyses (CCA) were performed to study the link 

between culture conditions and taxonomic diversity of the enriched microorganisms. 

Occurrence of phylotypes was used as community data matrix and culture conditions were used 

as constraining matrix. Phylotypes that presented similar distribution and that were 

phylogenetically close were grouped into a higher taxonomic rank: Bacillus and 

Psychrobacillus into Bacillales, Geoglobus were integrated to Archaeoglobaceae, Thermofilum 

to Desulfurococcales and Hydrogenivirga to Aquificales. Phylotypes detected in only one 

condition were removed prior to analyses.  
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Figure 54 : Biplot of canonical correspondence analyses (CCA). The culture conditions are 
shown as blue arrows. The phylotypes detected in last positive dilutions are shown as red 
points. Contribution of canonical axis 1 and 2 to explanation of variance was respectively 35 
% and 20 %. Culture conditions considered are incubation temperature, electron acceptor, 
carbon source and samples used as inoculum.  

The first two axis of the CCA explained 55% of the variance. The biplot in the Figure 

54 shows that the main factors that separate enriched phylotypes were the temperature, the 

electron acceptor and the carbon source provided (the corresponding vectors are the longest 

ones). 

The first CCA axis is mainly driven by incubation temperature. The lowest incubation 

temperature (30°C) being opposite to higher temperatures (60 and 80°C). The second axis is 

mainly defined by the substrates provided (sulfate, elemental sulfur and inorganic carbon 

source). The samples used as inoculum explained a lower proportion of variance. It indicates 

that temperature and substrates were the main drivers of microbial diversity in enrichment 

cultures, whereas the samples used as inoculum were only secondary factors. 
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 The vectors associated to substrates availability (“Inorganic carbon source”, “Elemental 

sulfur”, “Sulfate”) were almost orthogonal with the vectors associated to incubation 

temperature (“Temperature 30°C”, “Temperature 60°C, “Temperature 80°C”), meaning that 

there was no link between the temperature at which the phylotypes grew and the substrates they 

used for growth. 

 Some taxa were grouped on the CCA plot, while others were separated. The position of 

the points on the plots indicate correlations between the occurrence of these taxa and the culture 

conditions. To verify if these tendencies were statistically significant, chi-square independence 

tests were performed. Because this method requires a great number of observations the analyses 

were made on the whole dataset, without separating the conditions. The significant correlations 

(p-values < 0.05) are presented in the Figure 55. 

 

 
Figure 55 : Schematic representation of significant correlations observed between the enriched 
taxa and culture conditions (background in colours means that p-values were below 0.05). 

 

 The vectors “Temperature 30°C” and “M19 Ais 1” were collinear on the Figure 54, and 

the vectors “M19 DEAFS” and “Temperature 80°C” were opposite. It indicates that microbial 

communities enriched from sulfate chimneys were mainly composed of mesophilic 

microorganisms. The Chi-square independence tests have confirmed this observation because 

the occurrence of the genus Sulfurimonas was correlated with the sulfate chimney samples and 

with an incubation temperature of 30°C (Figure 55).  

 The occurrence of genus Sulfurimonas was also correlated with the presence of 

inorganic carbon source. This is congruent with the characteristics of described strains 
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belonging to this genus. Indeed, Sulfurimonas (Inagaki et al., 2003, Han & Perner, 2015) are 

described as mesophilic chemolithoautotrophs oxidizing hydrogen or sulfur compounds, that 

are able to reduce different electron acceptors (oxygen, nitrate, nitrite). 

When phylotypes affiliated to the genus Sulfurimonas were detected in the medium M5 

(containing carbon dioxyde, hydrogen, thiosulfate and oxygen), thiosulfate consumption (up to 

1.1 mM) and sulfate production were measured. The stoichiometry corresponded to aerobic 

thiosulfate oxidation with production of sulfate, which is a commonly described metabolism 

for the genus Sulfurimonas. Aerobic hydrogen oxidation was probably also performed but could 

not be detected. When Sulfurimonas were enriched in medium M2 (containing carbon dioxide, 

hydrogen and elemental sulfur), a low production of H2S was measured, probably caused by 

the reduction of sulfur although this metabolism has not been described for this genus. 

Sulfide chimney samples were correlated with the occurrence of two archaeal taxa, 

Archaeoglobaceae and Thermoprotei. They were both also correlated with high incubation 

temperatures (60, 80 and 95°C) which is congruent with the hyperthermophilic traits described 

for the strains of these taxa. 

Archaeoglobaceae were only detected in the anaerobic media containing sulfur or 

sulfate as electron acceptor (M1, M2, M3, M4). In the presence of sulfate they grew 

heterotrophically by consuming all the organic acids provided (acetate, lactate, formate, 

propionate, oxalate and pyruvate in medium M4) or autotrophically probably using hydrogen 

as electron donor (medium M3). In both cases they reduced sulfate to H2S. In the presence of 

elemental sulfur and carbon dioxide they also produced H2S, meaning that they likely oxidized 

hydrogen and reduced sulfur. Those anaerobic metabolisms are in accordance with the traits of 

described Archaeoglobaceae such as Archaeoglobus (Stetter, 1988, Burggraf et al., 1990, Mori 

et al., 2008) and Geoglobus (Kashefi et al., 2002, Slobodkina et al., 2009) that are, for some, 

mixotrophic sulfate-reducers. 

Thermoprotei were enriched in all the culture media, as this class includes several genera 

and species that present different metabolic capacities. In media M1 and M4, containing organic 

carbon source and respectively sulfur or sulfate, consumption of formate and production of 

acetate or pyruvate was observed, with the production of H2S. It corresponds to anaerobic 

oxidation of organic matter coupled to reduction of sulfur or sulfate. Heterotrophic growth and 

sulfur reduction are performed by described species such as Pyrodictium abyssi or 

Staphylothermus marinus, and sulfate reduction by Pyrodictium delaneyi strain Hulk (Demey 

et al., 2017). In medium M6, microaerophilic heterotrophic growth was observed with 
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production of CO2, which is congruent with the metabolic capacities of Aeropyrum camini 

(Nakagawa et al., 2004), the sole hyperthermophilic Archaea isolated from hydrothermal vent 

that uses oxygen as sole terminal electron acceptor. In media M2 and M3 (containing carbon 

dioxide, hydrogen and respectively sulfur or sulfate) H2S production was observed. This 

correspond with the autotrophic metabolisms of sulfur or sulfate reduction performed by 

Ignicoccus islandicus and I. pacificus (Huber et al., 2000) or Pyrodictium delaneyi strain Hulk 

(Demey et al., 2017). In the medium M5 (containing carbon dioxide, thiosulfate and oxygen), 

significant thiosulfate consumption (up to 3.7 mM) and sulfate production was measured, 

indicating microaerophilic thiosulfate oxidation but this metabolism was not described for 

Thermoprotei¸ instead the chemolithoautotrophic strains oxidize hydrogen. In most conditions, 

at 60 and 80°C Persephonella or Hydrogenivirga were also enriched so they probably realized 

the thiosulfate oxidation instead of Thermoprotei.  

 

 Indeed, the phylotypes related to Persephonella and Aquificales oxidized thiosulfate and 

produced sulfate in the medium M5. With hydrogen oxidation (that could technically not be 

measured) this is a common metabolism for members of Aquificae (Reysenbach et al., 2001, 

Gupta, 2014). 

 The occurrence of Persephonella was correlated to an inorganic carbon source and a 

growth temperature of 60°C, which correspond to the described species P. marina (Götz et al., 

2002) that is an autotrophic sulfur or hydrogen oxidizer able to reduce oxygen, sulfate or 

elemental sulfur (the other species do not reduce sulfate (Götz et al., 2002, Nakagawa et al., 

2003, François et al., 2020)). If the enriched phylotype share these versatile metabolic 

capacities it may explain why no correlation was observed between the occurrence of this genus 

and the electron acceptors provided.  

 

 The occurrence of phylotypes belonging to the Aquificales was correlated with the 

presence of sulfate and oxygen and with an incubation temperature of 80°C, which is in the 

growth temperature range of described species. However Aquificales were shown to oxidize 

hydrogen or sulfur compounds and to reduce oxygen or nitrate but not sulfate. The enriched 

phylotypes have grown in the presence of hydrogen and sulfate so they seem to perform a 

metabolism which was not yet described for this taxon. 

 

 Bacillales occurrence was also correlated with an incubation temperature of 80°C, and 

with organic carbon sources as this order is known to be composed of heterotrophs. The growth 
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of Bacillus strains isolated from hydrothermal vents at 75°C has already been described 

(Marteinsson et al., 1996). The growth of this taxa was correlated with sulfate as electron 

acceptor because they have only been detected on the medium M4 (containing sulfate and 

various organic carbon sources). However, they did not reduce sulfate as iron sulfide production 

was not observed. Hence, we can assume that these phylotypes performed fermentative 

metabolisms by oxidizing the organic acids (consumption of acetate, lactate, formate, 

propionate and pyruvate were recorded). 

The culture condition that differentiated the Paenibacillus from Bacillales was their 

incubation temperature. Indeed, the phylotypes affiliated to the genus Paenibacillus, were 

enriched at 30°C in the presence of organic carbon sources and sulfate. This genus contains 

numerous mesophilic heterotrophic species. Some of these were isolated from marine 

sediments at different depths from coastal to abyssal sites (Lee et al., 2013, Romanenko et al., 

2013, Huang et al., 2014). As Bacillales¸ they likely grew by performing a fermentative 

metabolism (oxidizing acetate, propionate and possibly yeast extract or peptone) because 

sulfate was not reduced to H2S. 

The occurrence of phylotypes affiliated to Thermaceae was also correlated with organic 

carbon sources, and sulfate and oxygen, and an incubation temperature of 60°C. Thermophilic, 

aerobic heterotroph or mixotroph Thermaceae were isolated from hydrothermal vents like 

strains from the genera Oceanithermus and Vulcanithermus (Miroshnichenko et al., 2003, 

Miroshnichenko et al., 2003). They were mainly grown in medium M6 (containing yeast 

extract, peptone and oxygen) where acetate and CO2 productions were detected, indicating a 

microaerophilic and heterotrophic metabolism. In the medium M4 (containing organic carbon 

sources and sulfate), phylotypes affiliated to Thermaceae performed fermentation (consuming 

formate, acetate and possibly yeast extract or peptone). Hence, such as for Bacillales and 

Paenibacillus, the occurrence of Thermaceae was correlated to the presence of sulfate however 

they did not consume this substrate. Hence, their occurrence in the medium M4 was only 

explained by the presence of organic carbon sources, and the statistical correlation of these taxa 

with sulfate as electron acceptor does not represent a real link. Hence, it shows the importance 

to experimentally check the substrates consumption and the metabolites production by the 

enriched microorganisms. 
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 The last taxon that presented a correlation with culture conditions are microorganisms 

of the genus Thermococcus. Their occurrence was correlated with high incubation temperatures 

(60, 80 and 95°C) and elemental sulfur as electron acceptor. These conditions correspond to 

those described for numerous Thermococcus species that were described, as hyperthermophilic 

chemoorganotrophic sulfur reducing Archaea. Most Thermococcus phylotypes were detected 

in the medium M1 (containing yeast extract, peptone and elemental sulfur). Formate and lactate 

were consumed, and high concentrations of acetate and propionate (in average 1400 and 400 

µM) were produced with CO2 and H2S, indicating that the enriched phylotypes also consumed 

yeast extracts or peptone and reduced elemental sulfur. It correspond to the most common 

metabolism (heterotrophic sulfur reduction) operated by Thermococcus (Schut et al., 2014). 

The growth of Thermococcus in the media M2 and M5 (containing inorganic carbon sources) 

is not easy to explain because this genus is only represented by heterotrophic strains. The 

hypotheses proposed are described below. 

 

 A global view of these correlations shows that occurrence of mesophilic (Sulfurimonas, 

Paenibacillus), thermophilic (Thermaceae, Persephonella) or hyperthermophilic (Aquificales, 

Bacillales) taxa was correlated with only one temperature (respectively 30, 60 and 80°C). On 

the opposite, phylotypes that grew at 95°C were also correlated with temperatures of 60 and 

80°C, indicating a wide range of growth temperature for these taxa (Archaeoglobaceae, 

Thermococcus and Thermoprotei). 

 The taxa which the abundance was correlated with either organic (Paenibacillus, 

Bacillales, Thermaceae) or inorganic carbon sources (Sulfurimonas, Persephonella) or oxygen 

(Thermaceae, Aquificales) were also correlated with incubation temperatures of 30, 60 or 80°C. 

On the contrary, all the phylotypes correlated with the temperature range of 60 to 95°C 

(Archaeoglobaceae, Thermococcus, Thermoprotei) were not correlated to a specific carbon 

source and were mainly grown in anaerobic media. 

 The phylotype which occurrence was correlated with the presence of sulfate were 

enriched in the whole temperature range whereas the phylotypes correlated with elemental 

sulfur (Thermococcus, Thermoprotei) were correlated with high temperatures (60 to 95°C). 

 

 Most results are congruent with the physiological and metabolic traits of described 

species. However, we also observed unexpected results for some taxa. For example 

Thermococcus were enriched in many conditions with CO2 as sole carbon source whereas the 

numerous isolates of this genus require organic carbon source for growth. We may explain this 
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unusual growth in several cases by the co-occurrence of Thermococcus with Bacteria such as 

Persephonella or Hydrogenivirga at incubation temperatures allowing their growth (60 or 

80°C). A possible syntrophy between chemolithoautotrophic Bacteria and heterotrophic 

Thermococcus may be considered to interpret those results. Growth of Bacteria and Archaea in 

the same vials was also observed at 60 and 80°C implying other taxa (i.e. Oceanithermus, 

Bacillus, Psychrobacillus, and Geoglobus or Thermoprotei). 

However, in some cases there was no co-occurrence that could explain the growth of 

heterotrophic organisms in inorganic carbon containing media. Two explanations may be 

proposed. It is possible that an autotrophic community has grown and produced organic matter 

before being replaced by heterotrophic microorganisms. Otherwise maybe we have enriched 

strains that present particular metabolic capacities compared to the described strains of the same 

taxa. 

5) Discussion

MPN enrichments allowed us to study the viable culturable fraction of the microbial 

communities from four hydrothermal chimney samples representing two main stages of 

maturation of black smokers. Sulfate samples (M19 Ais 1 and M19 DEAFS) represented the 

youngest parts of the chimneys so they were expected to bring data about the early microbial 

communities living in the chimneys. Sulfide chimney samples (M19 Ais 2 and M19 Cap 2) 

probably took several months or years to precipitate thus they were expected to provide an 

insight on the microbial communities that are present in the mature hydrothermal chimneys. 

The results were used to compare microbial communities from three hydrothermal sites of the 

Lucky Strike vent field. 

The methodological approach set up in our study produced quantitative and qualitative 

data. First, we could determine the concentration of viable and culturable microorganisms from 

chimney samples. Then, the taxa were identified and the culture condition has brought 

information on their physiological characteristics. For the most abundant taxa, we could also 

determine the metabolic reactions they catalyzed. 

The enriched microbial communities differed quantitatively (ie. initial cell 

concentration) and qualitatively (ie. taxonomic diversity, physiological and metabolic traits) 

depending on the culture conditions (temperature and substrates availability) and also on the 

mineralogical composition of the chimney samples used as inoculum. 
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Taxonomic, physiological and metabolic diversity 
 

 Statistical analyses of the data have shown that the main factor that shaped the 

taxonomic diversity of the enriched communities were the temperature and the available 

substrates. We can point out that almost all the taxa detected were enriched independently from 

the two types of samples (sulfate or sulfide chimneys). The only exceptions concerned 

Bacillales (Bacillus and Psychrobacillus) that were only detected in 5 vials inoculated from 

sulfide chimney samples, and rare taxa that grew in one to three vials so it was not a significance 

of their absence in the other chimney samples. It confirms the metabarcoding results which 

indicated that the taxonomic diversity was similar between these chimney samples (at the 

exception of the sample M19 DEAFS for which the metabarcoding results were not considered 

as reliable, see detail in section Taxonomic diversity in the samples studied for cultural and 

activity measurements approaches). ASVs affiliated to the genus Methanopyrus were detected 

in the sample M19 Ais 1 but were not enriched in MPN experiments. This is consistent with 

previous studies that shown the absence, or low abundance of methanogenic Archaea on Lucky 

Strike compared to ultramafic sites like Rainbow (Nercessian et al., 2005, Flores et al., 2011). 

 

 Neither have we observed links between the hydrothermal site and the taxonomy of the 

enriched microorganisms except for Thiomicrospira related phylotypes that were only enriched 

from the sample M19 DEAFS. It suggests that almost all the taxa enriched in our study were 

not specific to the sulfate or sulfide-dominating growth stage of the chimneys or the site where 

the samples were collected. Independently of the taxonomic diversity, no correlation was shown 

between the chimney samples and the metabolism data. It indicates that the metabolisms 

capacities of microbial communities from the different sites or types of samples (sulfate or 

sulfide chimneys) were similar. 

 

 It is noteworthy that in most cases only one taxon was enriched from the sulfate chimney 

samples in the three replicates of each condition, and we rarely observed the co-occurrence of 

Bacteria and Archaea in the same vial (Figure 52). 

 Instead, in sulfide chimney samples we often observed the enrichment of at least two 

taxa among the three replicates of each condition, or the co-occurrence of Bacteria and Archaea 

in the same vial. It suggests that the number of different taxa was higher in sulfide chimney 

samples. Even if the amount of data was not sufficient to verify if this observation is statistically 
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significant, this trend seems reasonably clear because it concerns numerous conditions 

inoculated with the four samples. 

Even though the same taxa were detected from sulfate or sulfide chimneys with the 

exception of Bacillales, the taxa did not seem to be equally distributed among these two types 

of samples. Indeed, the statistical analyses have shown a positive correlation between the 

occurrence of Sulfurimonas and the sulfate chimney samples, and between the occurrence of 

Thermoprotei and Archaeoglobi and the sulfide chimney samples.  

Microbial cells concentration 

Besides these qualitative differences, significant variations in cell concentrations were 

observed, depending on the samples used as inoculum and culture conditions. Indeed, the 

concentration of viable and culturable microorganisms was significantly higher in the sulfide 

chimney samples regardless of the incubation temperature, carbon source or electron donor 

provided. In addition, we observed a growth up to the last dilution in 24 conditions (on 48 

conditions) for sulfide chimney samples for only 4 conditions in sulfate chimney samples, 

meaning that the difference in microbial concentration in sulfide chimneys was probably higher 

than our estimation. 

The responses of microbial communities to the different culture conditions (incubation 

temperature, carbon source and electron acceptors) varied according to the mineralogical 

composition of the chimney samples used as inoculum. 

In sulfate chimney samples, the concentration of mesophilic microorganisms growing 

at 30°C was significantly higher than the concentration of thermophiles or hyperthermophiles 

growing at 60, 80 or 95°C (Figure 51 C). A higher concentration of anaerobes was also 

indicated by comparisons of the cell concentration between the anaerobic media containing 

elemental sulfur or sulfate as electron acceptor and the two media containing oxygen (Figure 

51 F). However, this assumption should be weighted because in some cases at 30°C, the 

microorganisms detected in anaerobic media were facultative anaerobes that could also grow 

in microaerophilic conditions, using oxygen as electron acceptor. This was the case of 

phylotypes affiliated to Sulfurimonas, that grew in the presence of the three electron acceptors 

provided. Thus, it may be rather a higher concentration of anaerobes or facultative anaerobes 

compared to strict aerobes. The lower concentration of aerobic microorganisms was mostly 
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observed at high temperatures in the presence of organic carbon sources because no growth was 

observed at 80 or 95°C in the two samples. Another difference concerned the carbon source, as 

cell concentration was higher in the media containing inorganic carbon source in almost all 

conditions of incubation temperature and electron acceptor (Figure 51 E). 

 In the sulfide chimney samples, we also observed a decrease of microbial concentration 

with the increase of temperature, but the tendency was less clear because of the conditions for 

which we could not dilute the cultures to extinction. The sole exception was in the presence of 

inorganic carbon source and elemental sulfur, because in these conditions the cell concentration 

was higher at 95°C than at 80°C. This is consistent with the fact that the elemental sulfur if 

present in hydrothermal fluid. So in the high-temperatures zones in the chimneys, the elemental 

sulfur is probably an important electron acceptor for anaerobes. The substrates availability 

(carbon source or electron acceptor) was not linked to significant variation in the MPN counts 

values when sulfide chimney samples were used as inoculum. However, as for the temperature, 

the comparison between the different conditions was uneasy because of the conditions for 

which we could not dilute the cultures to extinction so we cannot exclude that the tendencies 

were similar to what we have shown with sulfate chimney samples. 

 

 Even if we have not shown an influence of the hydrothermal site on the taxonomy of 

enriched communities except for the genus Thiomicrospira, quantitative differences were 

observed between samples M19 Ais 2 and M19 Cap 2, that presented similar mineralogical 

compositions. Indeed, in most conditions we could not dilute the culture to dilution when the 

sample M19 Cap 2 was used as inoculum. Hence, the initial cell concentration was likely higher 

than in the sample M19 Ais 2. It may be explained by the different chemical composition of the 

hydrothermal fluid emitted at these sites (Chavagnac et al., 2018). Except this observation, it 

seems that the microbial communities were more constrained by the stage of growth of the 

chimneys than by the site. 
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Spatial and temporal dynamics of culturable microbial communities in hydrothermal 
chimneys 

Both qualitative and quantitative data acquired during MPN enrichments provided an 

insight about the temporal and spatial dynamics of culturable microbial communities from 

hydrothermal vents. Because the mineralogical composition and structure of the hydrothermal 

chimneys vary over time, these concepts are discussed together. 

Our results indicate that the most abundant viable culturable microorganisms present in 

the hydrothermal chimneys at the first stage of their formation (sulfate-dominating stage) were 

strict or facultative anaerobes living at temperatures around 30°C. It concerned in majority 

autotrophic Sulfurimonas related phylotypes that consumed thiosulfate and possibly hydrogen, 

and also Thiomicrospira in sample M19 DEAFS. This is similar to the results presented in 

several studies implying in situ colonizers, that have mainly detected Epsilonbacteraeota after 

short-term deployments (Corre et al., 2001, López‐García et al., 2003, Alain et al., 2004, Sylvan 

et al., 2012). Heterotrophic and mesophilic taxa such as Paenibacillus and Sunxiqinia were also 

present at high concentration in sulfate chimney samples, which is consistent with the results 

of Li et al. that have detected taxa described as heterotrophs living at low temperature such as 

Bacteroidetes and Firmicutes (Li et al., 2017). 

Unlike these studies that have only detected mesophilic Bacteria in the first days or 

weeks following the installation of in situ colonizers, we have shown the presence of 

thermophilic and hyperthermophilic microorganisms growing at 60, 80 and 95°C in the sulfate 

chimney samples. The thermophiles were mainly assigned to Persephonella and Deinococci 

(Vulcanithermus, Oceanithermus) whereas the hyperthermophiles detected were mainly 

Archaea like Thermococcus, Archaeoglobaceae and Desulfurococcales that perform various 

metabolisms. Those bacterial and archaeal taxa have already been described as early colonizers 

in previous studies (Nercessian et al., 2003, McCliment et al., 2006, Callac et al., 2013). 

Li et al. have suggested that the porous structure of anhydrite chimneys maintains the 

temperature lower in the sulfate structures, explaining the absence of thermophilic and 

hyperthermophilic Archaea (Li et al., 2017). Even if their concentration was much lower than 

the mesophiles, thermophiles and hyperthermophiles were present in the sulfate chimney 

samples of our study. Thus the thermal gradient was sufficiently widespread in the samples 

M19 Ais 1 and M19 DEAFS to allow the growth of microorganisms adapted to a wide range 

of temperatures, possibly because the sulfate structure contained zones of higher temperature. 
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 The concentration of thermophiles and hyperthermophiles estimated by MPN 

enrichments was higher in the sulfide chimneys compared to the sulfate chimneys. It could be 

explained by the structure of sulfide chimneys, that present a central conduit which is well 

established, and surrounded by pyrite and chalcopyrite (Figure 37). The presence of 

chalcopyrite in sulfide chimney samples indicates that there were very high temperature zones 

(> 250°C) in the chimney before or at the time of sampling, where the hydrothermal fluid was 

poorly mixed with seawater. Hence, the thermal gradient is probably broader than in sulfate 

chimneys, and the zones of high temperature (80 - 120°C) that allow the growth of thermophiles 

and hyperthermophiles could represent an important volume of the chimneys, as it was 

presented in the Figure 17 (Li et al., 2014). 

 In addition to the thermal gradient, a redox gradient is created by the mixing between 

anoxic hydrothermal fluid and oxygenated seawater. It could explain the correlation observed 

between sulfide chimney samples and the occurrence of anaerobic hyperthermophilic Archaea 

(Archaeoglobaceae and Thermoprotei). 

 

 However, by focusing only on the sulfide chimney samples (M19 Ais 2 and M19 Cap 

2), we still observed a higher concentration of mesophilic microorganisms growing at 30 and 

60°C compared to 80 and 95°C. The link between temperature and microbial concentration was 

already described in different studies (Harmsen et al., 1997, Takai et al., 2001, Schrenk et al., 

2003, Li et al., 2014). It was shown that the microbial concentration varied among the different 

parts of the chimneys, from low cell concentration of hyperthermophiles in the inner parts, close 

to the hot central conduit, to higher concentration of mesophiles and moderate thermophiles in 

the external parts of chimneys in contact cooled by seawater. According to the mineralogical 

composition of class 4 sulfide samples, it is highly likely that we sampled different zones of the 

chimneys, including internal high-temperature zones and mainly external parts, that would 

explain the higher concentration of mesophilic microorganisms. 

 

 Concerning temporal dynamics of microbial communities, the results from previous 

studies concerning the colonization of hydrothermal vents have detected different taxa as early 

colonizers of hydrothermal chimneys, whether Bacteria or Archaea, or both, and either 

autotrophs or heterotrophs (section Colonisateurs in situ).  

 Even if we have set up a different methodological approach, we could compare our data 

to these results and try to explain why we observed different tendencies.  
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Unlike the previous studies implying in situ colonizers that, for most, have reported a 

low taxonomic or metabolic diversity, our results indicate that various bacterial and archaeal 

taxa were present in the young sulfate chimneys, and they implement autotrophic or 

heterotrophic metabolisms using diverse electron donors and acceptors. The previous studies 

that have only detected Bacteria suggested that the temperature in the in situ colonizers was 

possibly too low (Corre et al., 2001, Alain et al., 2002). This explanation cannot be used in our 

study because our culture conditions allowed the growth of diverse hyperthermophilic Archaea 

at 80 and 95°C, indicating that hyperthermophiles were present in the chimneys. 

The second hypothesis proposed by the authors of these studies was the short 

deployment time that could not have allowed the colonization by Archaea. In the case of the 

present study, it is likely that we did not only detect the very first colonizers. Instead, we have 

studied the microbial communities of two hydrothermal chimneys when sulfates are still the 

dominants minerals (> 95% anhydrite). We have brought data on microbial communities 

inhabiting two sulfate chimneys that have possibly grown over periods of weeks or months (at 

most one year, that was the period between two samplings) so we could not study the first steps 

of microbial colonization. 

Previous studies suggested an early colonization by autotrophic microorganisms and a 

later replacement by heterotrophic communities (Reysenbach et al., 2000, Li et al., 2017). As 

it was presented earlier, the concentration of autotrophic microorganisms was significantly 

higher in sulfate chimney samples compared to heterotrophs (Figure 51 E). Moreover, the 

heterotrophic thermophiles Bacillias were only detected in sulfide chimney samples, which 

supports the observations of the cited studies. 

 We can also point out that we have detected the presence of taxa that were described as 

heterotrophs in the media containing inorganic carbon source. This was the case of 

Thermococcus related phylotypes, that were enriched in media without organic matter. Due to 

the numerous Thermococcus strains that were isolated and described as heterotrophs, it would 

be very unlikely that we have enriched the first autotrophic Thermococcus strains. Instead, we 

have suggested a possible syntrophic growth with autotrophic Bacteria because they were 

sometimes detected in the same vials. In the cases where we have enriched Thermococcus 

without detecting a co-occurrence of Bacteria, it may be explained by a replacement in a very 

short time of the autotrophic bacterial communities by fast growing Thermococcus. 
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 Activity measurements 
 

 To complete the results of MPN enrichments, activity measurements were performed to 

compare the autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates of microbial communities from 

hydrothermal chimneys at different temperatures. As it was described at the beginning of the 

chapter, the same chimney samples were used for these experiments with the exception of M19 

DEAFS for which the volume was not sufficient. The slurries were used both as culture medium 

and inoculum. 

 For autotrophic metabolisms 14C-labelled bicarbonate was provided as inorganic carbon 

source, and hydrogen and oxygen were added to the gas phase as potential electron donor and 

acceptor (respectively 10 and 4 %, 1.4 bar). For heterotrophic metabolisms 3H-labelled leucine 

was provided as organic carbon source, and oxygen was added to the gas phase as a potential 

electron acceptor (4 %, 1.4 bar). The pressure was lowered compared to microaerophilic MPN 

enrichments media for safety reasons because the handling of pressured vials containing 

unsealed radioactive source can be hazardous. We did not perform activity measurements in 

anaerobic media because the volume of samples was not sufficient to set up more conditions. 

We assumed that at temperatures above 60°C the dissolved concentration of oxygen is low 

enough to allow the growth of anaerobes. The cultures were incubated in triplicates at 30, 60, 

80 and 95°C, as these incubation temperatures were used for the MPN enrichments. The 

incubation time for each experiment is presented in the following section. After incubation, the 

cultures were killed by adding borated formaldehyde. The liquid phase was filtered and the total 

activity of the filters was measured using a liquid scintillation counter.  

 

1) Determination of the optimal incubation time 

 

 The optimal incubation time was first determined by realizing kinetics. The aim was to 

determine the incubation time for which the carbon fixation rates were highest to avoid an 

underestimation. This preliminary experiment also allowed us to verify that the quantity of 

radiolabelled substrates added to the cultures was sufficient for the activity to be detectable and 

quantifiable after incubation at different temperatures. 

 We hypothesized that there was a correlation between the cell concentration estimated 

by MPN enrichments and the metabolic activity of carbon incorporation. Hence, for realizing 

kinetics we have chosen samples and incubation temperatures for which the initial cell 
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concentration estimated by MPN enrichment were among the lowest and the highest (Appendix 

2). They were expected to provide an estimation of the probable minimal and maximal values 

of carbon fixation rates. 

During the preliminary experiments with 14C-labelled bicarbonate, the samples M19 Ais 

1 and M19 Ais 2 were respectively incubated at 95 and 30°C in triplicates during 0, 15, 46 and 

112 hours. For the preliminary experiments with 3H-labelled leucine, the sample M19 Cap 2 

was incubated at 60°C in triplicates during 0, 6, 24 and 53 hours.  

For the preliminary experiments with 14C-labelled bicarbonate, the optimal rate of 

autotrophic carbon fixation was recorded after 15 hours of incubation for the samples M19 Ais 

1 and M19 Ais 2 incubated at 95 and 30°C. At 45 and 112 hours the rate decreased. Hence, we 

have chosen an incubation time of 15 hours for end-point incubations. 

For the preliminary experiments with 3H-labelled leucine, the optimal rate of 

heterotrophic carbon fixation was recorded after 24 hours of incubation for the sample M19 

Cap 2 incubated at 60°C After a longer incubation time, the rate decreased. Hence, we have 

chosen an incubation time of 24 hours for end-point cultures. 

2) Autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates

The results of autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates are presented in the 

Figure 56. The concentration of viable culturable cells in the chimney samples estimated from 

MPN enrichments are recalled on this figure to compare the results from both approaches 

(section Carbon fixation rates and cell concentration). 
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Figure 56 : Autotrophic (top) and heterotrophic (bottom) carbon fixation rates and culturable 
cell concentration in chimney samples estimated by MPN enrichments. The barplots (left axis) 
represent the fixation rates (vertical scales are different). Error bars on the barplots represent 
the standard errors. The points (right axis) represent the culturable cell concentration 
estimated from the 6 culture media (indicated by the colour of the points). As it was presented 
in the section MPN enrichments, the culturable cell concentration estimated by MPN 
enrichments was likely higher when the cultures were not diluted to extinction. 
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Carbon fixation rate by microbial communities from hydrothermal chimneys  

Autotrophic carbon fixation rates 

The highest autotrophic carbon fixation rate was measured in the cultures inoculated by 

the sample M19 Cap 2 incubated at 30°C (32100 pmol of C/g of chimney/h). The highest rate 

from the sample M19 Ais 1 (21700 pmol of C/g of chimney/h) was also measured at an 

incubation temperature of 30°C. In comparison, the rates were much lower at 60, 80 and 95°C 

for both samples (up to 3200 pmol of C/g of chimney/h). The results obtained from the cultures 

inoculated by the sample M19 Ais 2 were contrasted compared to the other samples, as the rate 

at 30°C was lower than at 60°C (respectively 1880 and 2850 pmol of C/g of chimney/h). In one 

condition (sample M19 Ais 1, 80°C) the activity measured was lower than the activity of the 

non-incubated controls, so we considered that no carbon was incorporated by the cells. 

Heterotrophic carbon fixation rates 

Compared to the autotrophic carbon fixation rate, the heterotrophic rates presented less 

differences among the incubation temperatures or samples. Indeed, the values were similar 

between the samples M19 Ais 1 and M19 Ais 2 (from 0,79 to 4,06 pmol of C/g of chimney/h). 

The rates measured in the cultures inoculated by the sample M19 Cap 2 were higher, by 

approximately a factor 2 (from 2,1 to 6,3 pmol of C/g of chimney/h). With the exception of the 

cultures inoculated by the sample M19 Ais 1 incubated at 60°C, the heterotrophic carbon 

fixation rate globally decreased with the increase of incubation temperature. 

Comparison of the autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates 

The results from the two experiments (with 14C-labelled bicarbonate and 3H-labelled 

leucine) were presented in two charts because the scales were different, and mainly because 

these data should be compared with caution.  

Indeed, many experimental parameters have an influence on the measured carbon 

fixation rates. In the present study, most parameters were similar between the two experiments 

(incubation temperature, mass of samples used for preparing the slurries…). The main 

difference concerned the substrates added to the cultures. Indeed, for measuring the autotrophic 

and heterotrophic carbon fixation rates, we added a few quantity of 14C-labelled bicarbonate or 
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3H-labelled leucine that could be considered as negligible and we can assume that is does not 

bring a sufficient quantity of substrates to stimulate microbial growth. However, the slurries 

were prepared using artificial anoxic seawater (section Préparation du milieu de culture) that 

contained 30 mM of bicarbonate. Compared to the concentration of bicarbonate in seawater 

sampled from Lucky Strike vent field (approximately 2 mM, Erwan Roussel personal 

communication) this concentration is high and it has possibly enhanced the growth of 

autotrophs. Moreover, the addition of hydrogen as an electron donor could also stimulate the 

growth of autotrophic hydrogenotrophs and bias the results in favour of autotrophic 

communities. 

 Nevertheless, the concentration of bicarbonate in the chimneys slurries was in the same 

range as the concentration reported in the proximal plume at 80°C of hydrothermal sites from 

Lucky Strike (Erwan Roussel personal communication). Also, 10 % of hydrogen were present 

in the gas phase of the vials, at a pressure of 1.4 bar which corresponds to a dissolved 

concentration of approximately 71 µM. The dissolved concentration of hydrogen in the 

proximal plume ranged from 20 µM to 600 µM (Erwan Roussel personal communication). 

Hence the concentrations of substrates added to the cultures (bicarbonate and hydrogen) are 

similar to the values that can be present in the hydrothermal environment. 

 Olins et al. have reviewed the values of autotrophic carbon fixation rates reported by 

previous studies (Olins et al., 2013). Due to the influence of the experimental conditions on 

measured activity (described above) our results will not be compared in detail with the data of 

previous studies. However, a brief comparison shows that the rates measured in our study are 

within the range of results reported by previous studies, suggesting that the values obtained 

with our methods are consistent. 

 Thus we can compare the results between autotrophic and heterotrophic carbon fixation 

rates by keeping in mind that the values of carbon fixation rates measured in our experiments 

do not exactly reflect the metabolic capacities of microbial communities in in situ conditions. 

 

 The autotrophic carbon fixation rates were comprised between 0 and 32100 pmol of C/g 

of chimney/h, with an average value of 5360 pmol of C/g of chimney/h. The heterotrophic 

carbon fixation rates were comprised between 0,8 and 6,3 pmol of C/g of chimney/h with an 

average value of 3,5 C/g of chimney/h. 

 Hence we can assume that in the hydrothermal chimneys studied the autotrophic 

metabolisms contribute to a greater part of the carbon fixation that the heterotrophic 

metabolisms. Even if these values are concerned by experimental biases, the difference is 
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significant enough to assume that this tendency likely represents a real phenomenon. Although 

this tendency seems reasonably clear the experiments were realized in microaerophilic 

conditions, which only represent the zones of the chimneys that are influenced by seawater. It 

would also be interesting to reproduce the same experiments without oxygen in order to 

compare the autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates in strict anaerobic conditions. 

3) Carbon fixation rates and cell concentration

The Figure 56 presents the rates of autotrophic and heterotrophic carbon fixation and 

the cell concentrations estimated by MPN enrichments in media containing inorganic or organic 

carbon sources. 

As it was discussed previously, the initial cell concentration in the chimney samples 

estimated by MPN enrichments must be interpreted with caution because it only concerns the 

culturable fraction of the microbial communities, which depend on the culture conditions. 

However, the results of these two approaches can be put into perspective because some of the 

culture conditions were similar (chimney samples, artificial seawater as a basis of the culture 

media and slurries, incubation temperatures…).  

Comparison of culture conditions 

In some cases the same tendencies were observed between the carbon fixation rates and 

the results of MPN enrichments, whereas discrepancies were observed in other conditions. The 

differences can be explained by the culture conditions. Indeed, even if we compare autotrophic 

and heterotrophic metabolisms in both experiments, a part of the substrates provided varied 

between the two approaches. 

Indeed, for measuring the autotrophic carbon fixation rate we added carbon dioxide, 

hydrogen and oxygen. The most similar MPN enrichment condition was the medium M5 which 

contained carbon dioxide, hydrogen, thiosulfate and oxygen. The most relevant difference was 

the presence of thiosulfate. Even if many hydrogen oxidizers are also sulfur oxidizers (such as 

Sulfurimonas and Aquificae) the oxidation of these two substrates does not provide the same 

amount of energy for metabolic processes (Amend & Shock, 2001) so it could impact the 

autotrophic carbon fixation rate. The concentrations in carbon dioxide were similar, but the 

concentrations of hydrogen and oxygen were lower in the activity measurement experiments. 
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This is especially noticeable in the case of oxygen, that inhibits the growth of strict anaerobes. 

The oxygen concentration in the gas phase was 4 % in both experiments, but the total gas 

pressure was lower in the activity measurement experiments (1.4 bar instead of 2 bar). Hence, 

it is possible that the growth of strict anaerobes was not observed in medium M5 whereas the 

same microorganisms may have grown and fixed carbon dioxide in the activity measurement 

experiments. Also, in activity measurement experiments the chimneys slurries were used as 

culture media whereas in MPN enrichments the slurries were only used as inoculum and were 

diluted. Thus, it is likely that chimney samples have been an important source of mineral 

substrates (particularly sulfates or sulfides) in activity measurement experiments compared to 

MPN enrichments. In this case the supply of substrates by the samples was not determined or 

measured. 

 The MPN enrichments conditions that were the most similar to the heterotrophic carbon 

fixation rate measurement experiments were in the medium M6, in which organic carbon source 

was provided in the presence of oxygen. The oxygen concentration was lower in activity 

measurement experiments as it was described above. Also, the organic carbon sources differed 

because in the medium M6, yeast extract and peptone were provided whereas the sole carbon 

source in activity measurement experiments was leucine. 

 

Autotrophic carbon fixation rates 
 

 The autotrophic carbon fixation rates and culturable cell concentration estimated by 

MPN enrichments presented similar tendencies as the carbon fixation rates and estimated cell 

concentration globally decreased with the increase of temperature. 

 This was especially clear for the sample M19 Ais 1. Indeed, the carbon fixation rate 

decreased sharply between 30 and 60°C (from 21700 to 580 pmol of C/g of chimney/h) such as 

the average cell concentration (the mean of results from the three media) which decreased from 

4.1.105 to 3.18.102 cells/g of chimney. At 95°C the carbon fixation rate was much lower (75 

pmol of C/g of chimney/h), and it was considered to be zero at 80°C. At these temperatures, no 

growth was observed in MPN enrichments in the medium M5 containing oxygen. 

  For the sample M19 Ais 2, the decrease of carbon fixation rate between 30 and 60°C 

was not observed as the values were similar at these temperatures. Such as for the other samples, 

the rates were much lower at 80 and 95°C but unlike the sample M19 Ais 1, culturable cell 

concentration was estimated at approximately 1.2.103 cells/g of chimney (medium M5). Hence, 
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hyperthermophilic and microaerophilic autotrophs were present in the sample but their carbon 

fixation activity was lower than for mesophiles and thermophiles. 

For the sample M19 Cap 2, the carbon fixation rates measured were in the same range 

as for the sample M19 Ais 1 but the cell concentration estimated by MPN enrichments was 

much higher. It was not possible to compare the carbon fixation rates and the culturable cell 

concentration between the different temperatures, because in most cases a growth was observed 

up to the last dilution.  

Heterotrophic carbon fixation rates 

As for the autotrophic carbon fixation rates, the heterotrophic rates globally decreased 

with the increase of temperature, but this decrease was more gradual for the heterotrophic rates 

and was similar for the three samples. 

The heterotrophic carbon fixation rates were very similar for the samples M19 Ais 1 and 

M19 Ais 2, except for the sample M19 Ais 1 at 60°C that presented a lower rate. However, the 

cell concentration estimated by MPN enrichments was much higher in the sample M19 Ais 2. 

In the sample M19 Ais 1, no growth was observed in MPN enrichments in the media 

M1 and M6 containing organic carbon sources and respectively elemental sulfur or oxygen as 

electron acceptor. The cell concentration was estimated to be approximately 1.102 cell/g of 

chimney (medium M4 containing organic carbon sources and sulfate). Hence, we can assume 

that the heterotrophic carbon fixation was performed by heterotrophic sulfate-reducers that used 

as electron acceptor the sulfate brought by the slurry sample (by dissolution of anhydrite). 

The highest heterotrophic carbon fixation rates at 30, 60 and 80°C were observed with 

the sample M19 Cap 2. However, as it was described for the autotrophic carbon fixation rates, 

it was not possible to compare the carbon fixation rates and the culturable cell concentration 

between the different temperatures because the initial cell concentration was likely higher than 

our estimation. 

4) Discussion

Activity measurement experiments allowed us to estimate the carbon fixation rates by 

autotrophic and heterotrophic metabolisms. These experiments produced interesting data but 

these could be influenced by numerous experimental biases because it is challenging to 

reproduce in situ conditions of hydrothermal chimneys. Hence, we could compare the 
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autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates even if these data must be interpreted with 

caution. On the opposite, the comparison of autotrophic carbon fixation rates between the 

samples at different temperatures was more reliable because the experiments were conducted 

in the same conditions. The same applies for heterotrophic carbon fixation rates. A rough 

comparison to the autotrophic carbon fixation rates reported by previous studies was realized 

and has shown that the rates measured in our study were in the same range. We also compared 

the carbon fixation rates to the culturable cell concentration estimated in hydrothermal chimney 

samples by MPN enrichments. Despite some discrepancies, global tendencies between carbon 

fixation rates and estimated cell concentration were similar, especially according to the 

temperature. 

 

 For both autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates, we have shown that the 

rates decreased with the increase of temperature excepted for the autotrophic rate with the 

sample M19 Ais 2. 

 This decrease was sharp between 30 and 60°C for the autotrophic carbon fixation rates 

with the samples M19 Ais 1 and M19 Cap 2 (respectively by a factor 37 and 10), and the rate 

was even lower after incubation at 80 and 95°C. The physico-chemical conditions in 

hydrothermal vents may explain this observation. Indeed, the hot and anoxic hydrothermal fluid 

mixes with cold and oxygenated seawater. Hence, with the increase of temperature, the oxygen 

concentration decreases. We could assume that the autotrophic microbial communities are 

dominated by microaerophilic mesophiles due to a depletion of oxygen at high temperature. It 

would be a good explanation for our observations because the experiments were performed in 

microaerophilic conditions. However, Olins et al. have reported similar results with incubations 

performed in anaerobic conditions (Olins et al., 2013). Chimneys slurries from the Juan de Fuca 

Ridge were incubated at 4, 25, 50 and 90°C in the presence of sulfide (2 mM) and sulfate (14 

mM) without oxygen. The autotrophic carbon fixation rate also decreased with the increase of 

incubation temperature, and a factor of approximately 10 was reported between the incubations 

at 25 and 50 or 90°C. This factor is in the same range as what we have reported. 

 Hence, the decrease of autotrophic carbon fixation rates with the increase of temperature 

seems to concern both aerobic and anaerobic metabolisms. We can therefore assume that it was 

not only the oxygen concentration which was limiting in the carbon fixation processes at 

temperatures higher than 30°C. Moreover, numerous autotrophs isolated from hydrothermal 

vents are facultative anaerobes than can also grow and incorporate inorganic carbon in the 

absence of oxygen if other electron acceptors like sulfate, nitrate or elemental sulfur are present. 
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The results of MPN enrichments have shown that the culturable cell concentration 

significantly decreased with the increase of temperature. For the sulfate chimney samples (like 

M19 Ais 1), the decrease was sharp between 30 and 60°C. For the sulfide chimney samples 

(M19 Ais 2 and M19 Cap 2) the decrease was also significant but this tendency was less clear 

because the cell concentration was possibly higher than our estimations. Moreover, previous 

studies have already reported a lower concentration of thermophiles and hyperthermophiles in 

chimneys compared to mesophiles (Harmsen et al., 1997, Takai et al., 2001, Schrenk et al., 

2003, Li et al., 2014). Hence we can assume that it is probably the high concentration of 

mesophilic microorganisms that explain the higher carbon fixation rate at 30°C than at 60, 80 

and 95°C. 

The decrease of heterotrophic carbon fixation rates with the increase of temperature was 

more gradual than for the autotrophic rates. However, the link between culturable cell 

concentration and temperature estimated by media containing inorganic or organic carbon 

sources was similar. Hence the results of MPN enrichments do not explain this observation.  

A comparison of autotrophic and heterotrophic carbon fixation rates has shown that the 

autotrophic metabolisms seemed to be the dominant processes of carbon fixation in 

hydrothermal chimneys. However, these data must be compared with caution because the 

experimental protocols were different, and were only realized in the presence of oxygen thus it 

does not necessarily represent the carbon fixation rates by microbial communities from an 

hydrothermal chimney in in situ conditions. 

Although MPN enrichments results have shown significant qualitative and quantitative 

differences between microbial communities from sulfate and sulfide chimney samples, this 

tendency was not reported by the activity measurement experiments. 

Instead, the heterotrophic carbon fixation rates were similar between samples M19 Ais 

1 and M19 Ais 2, and the autotrophic carbon fixation rate at 30°C was even higher for the 

sample M19 Ais 1. In most conditions the carbon fixation rates were higher for the sample M19 

Cap 2 compared to the two other samples. However this difference was low compared to the 

difference in culturable cell concentration estimated by MPN enrichments, because in many 

cases the cultures inoculated by the sample M19 Cap 2 were not diluted to extinction after 5 

tenfold dilutions, indicating that the initial cell concentration was much higher in this sample 

compared to M19 Ais 1 and M19 Ais 2. 

The data obtained by MPN enrichments and activity measurements experiments are 

discussed in relation to the metabarcoding results and discussed in the Chapter VII. 
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Chapitre VI - Enrichissement et 
caractérisation de nouveaux 
phylotypes 
 

1) Enrichissement et isolement de Bacteria sulfo-oxydantes 
 

1) Contexte de l’étude 
 

 Il a été décidé de réaliser des cultures d’enrichissement et d’isolement suite à des 

résultats préliminaires obtenus durant mon stage de Master 2 (François, 2017). Une étude de 

diversité avait été menée par clonage-séquençage des gènes codant les ARNr 16S sur trois 

échantillons prélevés sur la cheminée Aisics (M15 Aisics, M16 Ais 2 et MM1E2) afin 

d’identifier les communautés de Bacteria et d’Archaea. Parmi les communautés de Bacteria, 

la majorité des séquences (59 %) étaient affiliées à des Gammaproteobacteria, dont une partie 

(21 % des séquences totales) ont été identifiées par le programme d’analyse Mothur comme 

appartenant à des phylotypes proches du genre Thiomicrospira (Kuenen & Veldkamp, 1972), 

des Bacteria chimio-autotrophes sulfo-oxydantes mésophiles faisant partie des premiers 

microorganismes isolés des sources hydrothermales (Jannasch et al., 1985). La taxonomie de 

ce genre a ensuite été actualisée, et les espèces ont été reclassées parmi les genres 

Thiomicrospira, Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio (Boden et al., 2017). 

 La réalisation d’arbres phylogénétiques à partir des séquences de la banque de clones a 

permis de préciser la position phylogénétique des phylotypes présents dans les échantillons de 

cheminées hydrothermales. La Figure 57 montre que ces phylotypes ne semblent pas appartenir 

au genre Thiomicrospira, mais sont regroupés entre eux, et avec des séquences 

environnementales provenant également de milieux hydrothermaux. La séquence 

environnementale la plus proche des OTUs de la banque de clone (KX133706) provient 

également d’un échantillon du site Lucky Strike (Rommevaux et al., 2019). Ces résultats 

indiquent que ces microorganismes pourraient appartenir à un nouveau genre non décrit, proche 

des genres Thiomicrospira, Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio. 
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Figure 57 : Arbre phylogénétique construit à partir des séquences des gènes codant les ARNr 
16S (726 pb) de souches proches du genre Thiomicrospira, réalisé avec la méthode du 
Neighbor-Joining et la correction de Jukes-Cantor, en réalisant 500 bootstraps. Les séquences 
provenant de la banque de clones sont accolées d’un point rouge. Le nombre à droite du numéro 
d’OTU indique le nombre de séquences composant l’OTU. Les séquences environnementales 
provenant des bases de données sont nommées d’après leur numéro d’accession, et leur origine 
géographique ainsi que le type d’échantillon dont elles proviennent sont précisés. Les 
séquences appartenant aux genres Thiomicrospira, Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio ont 
été regroupées afin de faciliter la visualisation. 

Etant donné que ces phylotypes étaient majoritaires dans la banque de clones de 

Bacteria de l’échantillon MM1E2 (la base de la cheminée Aisics prélevée en 2008, constituée 

majoritairement de sulfures) et qu’ils appartiennent potentiellement à un nouveau genre 

bactérien, des cultures d’enrichissement ont été mises en place afin d’obtenir des informations 

fonctionnelles les concernant, et de mieux comprendre leur rôle dans l’écosystème. 

La première étape de cette étude était de choisir des conditions de culture, qui 

favoriseraient la croissance de ces microorganismes. A partir de leur position phylogénétique, 

nous avons émis l’hypothèse que leurs conditions optimales de croissance seraient proches de 

celles des membres des genres Thiomicrospira, Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio. Une 

étude bibliographique a permis de réunir ces informations (Brinkhoff & Muyzer, 1997, 

Brinkhoff et al., 1999, Brinkhoff et al., 1999, Takai et al., 2004, Knittel et al., 2005, Sorokin et 

al., 2006, Watsuji et al., 2016). Les températures optimales de croissance des souches décrites 
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sont comprises entre 10 et 40 °C, et le pH optimal entre 6 et 8. La majorité des espèces 

appartenant à ces genres utilisent comme source d’énergie des composés soufrés (thiosulfate, 

tétrathionate, soufre élémentaire ou sulfite) et réduisent l’oxygène en conditions 

microaérophiles (concentration en oxygène inférieure à la concentration dans l’air, 21 %). L’eau 

de mer artificielle (section Préparation du milieu de culture) a été choisie comme base de milieu 

de culture, afin de fournir une salinité adéquate pour des microorganismes marins, et pour 

apporter du carbone inorganique sous forme de bicarbonate nécessaire à la croissance des 

autotrophes. Les conditions de culture décrites dans la section Enrichissement et isolement de 

Bacteria sulfo-oxydantes ont été déterminées en compilant toutes ces informations. 

2) Identification des phylotypes cultivés

1) Cultures d’enrichissement

Un criblage des cultures par PCR a été réalisé en utilisant des amorces spécifiques aux 

phylotypes d’intérêt afin de déterminer si l’un de ces phylotypes avait été enrichi. Une 

identification par clonage-séquençage aurait permis une identification plus précise, cependant 

cette approche n’a pas été sélectionnée car elle était trop onéreuse et longue à mettre en place à 

cause des nombreuses conditions de culture. Après avoir sélectionné in silico des couples 

d’amorces spécifiques (Tableau 4), les conditions de PCR ont été optimisées afin d’améliorer 

la spécificité des amplifications et éviter les faux-positifs. La mise au point a consisté à 

déterminer expérimentalement la température d’hybridation pour laquelle les amorces sont 

spécifiques aux séquences des gènes codant les ARNr 16S des phylotypes ciblés. Les amorces 

ont été testées pour des températures de 58 °C à 63 °C avec un pas de 1 °C en intégrant un 

témoin négatif et un témoin positif (respectivement des plasmides portant les gènes codant les 

ARNr 16S d’un phylotype associé au genre Nitratiruptor et à un phylotype proche du genre 

Thiomicrospira). Les résultats des tests d’optimisation des couples d’amorces Tms469F-

Tms641R et Tms439F-Tms642R sont présentés sur la Figure 58. Les couples d’amorces pour 

lesquels des hybridations non spécifiques ont été obtenues, pour toutes les températures testées 

(de 52 à 63 °C), n’ont pas été conservés.  

Le couple d’amorces Tms469F-Tms641R (Figure 58) a permis d’amplifier le témoin 

positif, mais des bandes aussi intenses ont été obtenues pour le témoin négatif jusqu’à une 

température de 61 °C. A 62 et 63 °C, le témoin négatif est toujours amplifié, mais les bandes 
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sont moins intenses. A l’inverse, le couple Tms439F-Tms642R (Figure 58) a amplifié de 

manière très spécifique le témoin positif à des températures de 62 et 63 °C et les bandes 

aspécifiques obtenues aux températures inférieures sont très faibles. 

Une fois la température d’hybridation optimale déterminée, la spécificité des couples 

d’amorces a été testée sur tous les plasmides disponibles (3 témoins positifs : phylotypes 

proches du genre Thiomicrospira ; 9 témoins négatifs : phylotypes proches des genres 

Thiomicrospira, Nitratiruptor, : Persephonella, Desulfobulbus, Vulcanithermus, 

Thioprofundum ou appartenant aux taxa Gammaproteobacteria, Rhodobacteraceae ou 

Gammaproteobacteria). Les résultats pour le couple d’amorces Tms439F-Tms642R sont 

présentés sur la Figure 59, suite à une PCR réalisée en présence d’autres témoins négatifs, avec 

une température d’hybridation de 64 °C. Les amorces amplifient correctement les témoins 

positifs (puits 1 à 3) mais également plusieurs témoins négatifs (puits 4, 5, 6, 8 et 9), pour 

lesquels les bandes sont moins intenses. 

Figure 58 : Photographie d’un gel d’électrophorèse. A : amorces Tms469F-Tms641R ; B : 
amorces Tms439F-Tms642R ; la température d’hybridation testée est notée au-dessus des 
puits ; - : témoins négatifs ; + : témoins positifs. Marqueurs de taille sur la gauche : 
SmartLadder SF (Eurogentec) 
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Figure 59 : Photographie d’un gel d’électrophorèse. Les numéros correspondent aux 
plasmides testés en PCR avec le couple d’amorces Tms439F-Tms642R : 1 à 3 : Phylotypes 
proches du genre Thiomicrospira ; 4 : Nitratiruptor : 5 : Persephonella ; 6 : Desulfobulbus ; 
7 : Vulcanithermus ; 8 : Gammaproteobacteria ; 9 : Rhodobacteraceae ; 10 : 
Gammaproteobacteria ; 11 et 12 : Thioprofundum. Marqueurs de taille sur la gauche : 
SmartLadder SF (Eurogentec) 

Ces tests étant réalisés sur des ADN plasmidiques concentrés (10 à 80 ng/µL), les 

conditions sont différentes lorsque les PCR sont réalisées sur des ADN extraits à partir de 

cultures d’enrichissement dont la concentration mesurée est de l’ordre de 1 ng/µL. Afin de 

continuer la mise au point dans des conditions expérimentales plus proches des conditions de 

criblage des cultures, les plasmides ont été dilués au 1/20ème et la spécificité des amorces a été 

de nouveau testée. 
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Dans ces conditions, les couples d’amorces Tms469F-Tms641R et Tms439F-Tms642R 

ont amplifié de manière spécifique les plasmides contenant les séquences de gènes codant les 

ARNr16S affiliées au genre Thiomicrospira, et n’ont pas amplifié les témoins négatifs. Les 

cultures d’enrichissement ont donc été criblées à l’aide de ces amorces, cependant aucune 

amplification n’a été observée, indiquant que les phylotypes ciblés n’ont probablement pas été 

enrichis. Trois causes sont envisagées : les conditions de culture mises en place n’étaient pas 

adaptées à ces phylotypes, ce qui invaliderait notre hypothèse de travail selon laquelle ces 

phylotypes se développent dans des conditions adaptées aux genres Thiomicrospira, 

Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio. La seconde possibilité est que la méthode de criblage 

par PCR n’a pas permis d’identifier les phylotypes, même s’ils ont été enrichis et ce, malgré les 

étapes d’optimisation des amorces. Enfin, il est possible que d’autres microorganismes se soient 

développés plus rapidement et aient empêché la croissance des phylotypes ciblés. 

Plusieurs solutions peuvent être envisagées afin de poursuivre cet effort 

d’enrichissement. Une approche de métagénomique, réalisée sur des échantillons où ces 

phylotypes sont détectés permettrait de reconstruire les génomes de ces phylotypes à partir des 

métagénomes. A partir des génomes, des informations putatives sur le métabolisme ou la 

physiologie peuvent être obtenues, notamment la capacité à utiliser certains substrats. Cela 

servirait à mettre en place des conditions de culture plus propices à leur croissance. Pour éviter 

une concurrence avec d’autres souches se développant dans les mêmes conditions, les cultures 

d’enrichissement peuvent être réalisées à partir de volumes d’inoculum plus faibles. Ainsi, les 

phylotypes seraient séparés de manière aléatoire dès les premières étapes d’enrichissement et 

n’entreraient pas en compétition. Une telle approche nécessiterait de multiplier les réplicats afin 

d’augmenter les probabilités d’enrichir les phylotypes d’intérêt. Afin de détecter leur présence 

dans les cultures d’enrichissement, l’approche suivie précédemment qui impliquait l’utilisation 

d’amorces spécifiques en PCR pourrait être améliorée en réalisant des PCR quantitatives avec 

ces mêmes amorces. 

2) Cultures d’isolement

Parallèlement à l’identification par criblage PCR avec les amorces spécifiques dans les 

cultures d’enrichissement, trois d’entre elles ont été sélectionnées pour réaliser des cultures 

d’isolement : 

- Une culture (N°12) incubée à 30 °C, sous une atmosphère composée de N2:CO2:O2 (40:40:20), 

comprenant du thiosulfate (2 g/L) comme source d’énergie  
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- Une culture (N°12) incubée à 30 °C, sous une atmosphère composée de N2:CO2:O2 (40:40:20), 

comprenant du thiosulfate (10 g/L) comme source d’énergie. Les microorganismes enrichis 

dans les cultures N°12 et N°14 présentaient des morphologies de spirilles, ce qui est également 

le cas des souches appartenant aux genres ciblés (Thiomicrospira, Thiomicrorhabdus et 

Hydrogenovibrio). 

- Une culture (N°12) incubée à 60 °C sous une atmosphère composée de N2:CO2 (80:20) dans 

laquelle 1 mL d’air avait été ajouté à la seringue, comprenant du thiosulfate (2 g/L) comme 

source d’énergie. Les microorganismes enrichis dans cette condition présentaient 

principalement des morphologies de coques ou de courts bacilles. 

 Les séquences obtenues par séquençage Sanger des gènes codant les ARNr 16S des 

isolats issus des enrichissements 12 et 14 ont permis de déterminer leur position 

phylogénétique. Ces deux isolats sont affiliés au genre Thioprofundum (Figure 60). Ce genre 

comporte 2 espèces décrites : T. lithotrophicum et T. hispidum (Takai et al., 2009, Mori et al., 

2011) qui ont été isolées de cheminées hydrothermales, comme certains représentants des 

genres Thiomicrospira, Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio (Boden et al., 2017). Ce sont 

des microorganismes chimiolithoautotrophes qui oxydent les composés soufrés en conditions 

de micro-aérophilie ou en anaérobiose en réduisant les nitrates. Leurs températures optimales 

de croissance sont supérieures à celles des membres des genres Thiomicrospira, 

Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio, 50 °C et 39 °C respectivement. Ces caractéristiques 

physiologiques expliquent pourquoi les isolats N°12 et N°14 ont été enrichis et isolés dans des 

conditions de culture ciblant les trois genres cités précédemment. De par leur proximité 

phylogénétique à l’espèce T. lithotrophicum (respectivement 99,72 et 99,58 % de similarité 

pour les séquences des gènes codant les ARNr 16S), les isolats N°12 et N°14 n’appartiennent 

probablement pas à une nouvelle espèce du genre Thioprofundum, ils n’ont donc pas fait l’objet 

de caractérisation (le seuil accepté pour séparer les espèces sur la base de leurs séquences des 

gènes ribosomaux 16S étant de 98,7 % (Chun et al., 2018)). Ces isolats ont été ajoutés à la 

collection de microorganismes du LM2E, sous les appellations MO1338 et MO1339 

respectivement. 
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Figure 60 : Arbre phylogénétique des séquences des gènes ribosomaux 16S (726 pb), réalisé 
avec la méthode du Neighbor-Joining et la correction de Jukes-Cantor, en réalisant 500 
bootstraps. Les séquences provenant de la banque de clones sont notées en vert. Les noms des 
séquences des souches isolées sont notés en bleu. Les noms des séquences issues des bases de 
données sont notés en noir, avec leur numéro d’accession. Des séquences ont été regroupées 
par genre ou famille afin de faciliter la visualisation. 

La souche isolée à partir de la culture N°26 a été identifiée comme appartenant au genre 

Persephonella (Götz et al., 2002). Le pourcentage de similarité entre les gènes codant les ARNr 

16S de la souche isolée et de la souche décrite la plus proche, P. hydrogeniphila (Nakagawa et 

al., 2003) étant de 95,5 %, cette souche pouvait potentiellement représenter une nouvelle espèce 

du genre Persephonella et a donc fait l’objet d’un travail de caractérisation. Cette souche a été 

déposée dans la collection de microorganismes de l’Ifremer sous l’appellation MO1340, à 

l’UBO Culture Collection1 (= UBOCC-M-3359)7 et à la Japan Collection of Microorganisms 

(= JCM 34026). 

7 https://www.univ-brest.fr/ubocc/ 
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2) Description de la souche Persephonella MO1340

1) Caractéristiques morphologiques

Des observations au microscope à contraste de phase ont régulièrement été réalisées afin 

de vérifier la pureté de la souche MO1340, repérable par sa morphologie de bacille de petite 

taille. Lors de ces observations, le caractère motile de la souche a été mis en évidence. La 

proportion de cellules motiles était plus élevée lorsque la souche était cultivée dans un milieu 

contenant du soufre élémentaire, en comparaison aux autres substrats (thiosulfate ou 

hydrogène). 

Les observations réalisées au microscope électronique à transmission ont permis de 

confirmer que la souche MO1340 présente une morphologie de type bacille. C’est également 

le cas des espèces précédemment caractérisées, P. marina et P. guaymasensis, et de P. 

hydrogeniphila lorsque cette dernière est cultivée sous agitation (Götz et al., 2002, Nakagawa 

et al., 2003). Tout comme ces trois souches, MO1340 présente une ciliature monotriche (Figure 

61). Même si environ un tiers des cellules observées au microscope électronique à transmission 

possédaient un flagelle après incubation en présence de thiosulfate, le caractère motile a 

rarement été observé en comparaison de la souche P. hydrogeniphila 29T (=DSM 15103) dont 

quasiment toutes les cellules étaient motiles. C’est lors des incubations en présence de soufre 

élémentaire que la plus forte proportion de cellules motiles a été observée chez la souche 

MO1340. Les dimensions moyennes des cellules sont de 1,4 à 2,2 µm de longueur pour 0,5 à 

0,8 µm de largeur et sont ainsi plus petites que les cellules des trois autres souches caractérisées 

(Tableau 1 de l’article présenté dans la section Valorisation des travaux de caractérisation de 

la souche Persephonella atlantica MO1340). 
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Figure 61 : Cellules de la souche MO1340 observées au microscope électronique à 
transmission ; en haut : cellule seule avec un flagelle ; en bas : cellule en division avec un 
flagelle ; barre d’échelle : 0,5 µm 

2) Caractéristiques physiologiques et métaboliques

1) Détermination des conditions optimales de croissance

Une première détermination des conditions optimales de croissance de la souche 

MO1340 a été réalisée sur le milieu d’eau de mer artificielle présenté précédemment, 

supplémenté en thiosulfate (10 mM), en commençant par la détermination de la température 

optimale de croissance. Le taux de croissance le plus élevé (0,38 h-1) a été observé pour une 

température de 70 °C. En deçà de 45 °C et au-delà de 80 °C, la souche ne se développe plus et 

les cellules sont de plus petite taille, en forme de coccobacilles. 



247

La tolérance et les besoins en oxygène de la souche ont ensuite été déterminés en point 

final par dénombrement cellulaire au microscope après une nuit d’incubation à 70 °C. Dans ces 

conditions, la souche MO1340 croît de manière optimale pour une concentration en oxygène 

de 7 % (concentration dans la phase gazeuse, à une pression de 1,5 bar soit 59,8 µM d’oxygène 

dissous) et la limite de tolérance à l’oxygène est de 20 % (170,9 µM dissous). Le pH optimal et 

la concentration optimale en NaCl ont également été déterminés en point final. Les limites 

minimale et maximale de pH permettant la croissance de la souche sont respectivement de 5,3 

et 7 et le pH optimal est de 6,5. Une croissance est observée pour des concentrations en NaCl 

de 1,5 à 4,5 %, avec un optimum à 2,5 %, ce qui correspond à environ la concentration en NaCl 

de l’eau de mer. 

Par la suite, une nouvelle expérimentation a été mise en place pour déterminer la 

température optimale de croissance en présence de substrats différents. De l’hydrogène a été 

utilisé comme donneur d’électrons (phase gazeuse composée de H2:CO2 ; 80:20 ; 2 bar soit 

820,7 µM d’hydrogène dissous) et du nitrate (8 mM) comme accepteur d’électrons, en condition 

anaérobie. Contrairement à la première expérimentation, avec le couple S2O32-/O2, le taux de 

croissance le plus élevé (0,50 h-1) a été observé pour une température de 75 °C. 

Enfin, la concentration optimale en oxygène ainsi que la température optimale de 

croissance ont été déterminées pour deux autres couples d’oxydo-réduction : S0/O2 et H2/O2. 

En présence de soufre élémentaire et d’oxygène, la souche présente un taux de croissance 

optimal (0,56 h-1) à 65 °C pour une concentration optimale en oxygène de 14 % (119,7 µM 

dissous). En présence d’hydrogène et d’oxygène, la souche présente un taux de croissance 

optimal (0,22 h-1) à 70-75 °C pour une concentration optimale en oxygène de 1 % (11,4 µM 

dissous). Les limites minimale et maximale de température, ainsi que la tolérance à l’oxygène 

sont également différentes dans ces deux conditions : 50 à 75 °C et croissance avec 21 % 

d’oxygène (179,5 µM dissous) dans la condition S0/O2 ; et 55 à 80 °C avec une tolérance à 5 % 

d’oxygène (57 µM dissous) dans la condition H2/O2. L’analyse détaillée de ces résultats ainsi 

que les implications écologiques sont détaillées dans les sections Physiologie de la souche 

MO1340 et implications écologiques. Ces résultats expérimentaux sont résumés dans le 

Tableau 12. 
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Tableau 12 : Valeurs optimales de croissance et gammes de tolérance de la souche MO1340 
pour quatre paramètres (température, concentration en O2, pH et salinité) en fonction des 
substrats. 

Paramètres Substrats Gamme / 
Tolérance Optimum 

Température (°C) 

S0/O2 50 - 75 65 

S2O32-/O2 45 - 80 70 

H2/O2 55 - 80 70 - 75 

H2/NO3 45 - 80 75 

[O2] (µM dissous / 
% phase gazeuse) 

S0/O2 > 179,5 / > 21 119,7 / 14 

S2O32-/O2 170,9 / 20 59,8 / 7 

H2/O2 57 / 5 11,4 / 1 

pH S2O32-/O2 5,3-7 6,5 

[NaCl] (%) S2O32-/O2 1,5-4,5 2,5 

2) Caractéristiques métaboliques

a) Sources de carbone et donneurs d’électrons

Seuls les couples d’oxydo-réduction cités précédemment (S2O32-/O2; S0/O2; H2/O2; 

H2/NO3) ont permis une croissance autotrophe de la souche MO1340, avec du CO2 comme 

source de carbone. Les autres donneurs d’électrons (formate, acide succinique, fer ferreux, 

acétate, chlorure d’ammonium) ou accepteurs d’électrons (sulfite, nitrite, fer ferrique, soufre 

élémentaire, acétate, thiosulfate) n’ont pas été utilisés par la souche MO1340. Aucune 

croissance hétérotrophe ou mixotrophe n’a été observée avec les sources de carbone organique 

testées (extrait de levure, peptone, glucose, sucrose, fructose, lactose, sorbitol). 

En absence de vitamines, une croissance a été observée, elle est comparable à la 

croissance en présence de vitamines. Cette souche pratique donc un métabolisme autotrophe 

strict selon la définition de Srinivasan et al., c’est-à-dire qu’elle ne nécessite pas d’apport de 

vitamines ni de chélateurs organiques pour sa croissance (Srinivasan et al., 2012). 
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b) Etude des voies métaboliques

Les réactions métaboliques catalysées par la souche MO1340 ont été étudiées en 

quantifiant les métabolites dans des cultures en phase stationnaire à l’état d’équilibre, c’est-à-

dire lorsque la consommation des substrats et la production des produits métaboliques sont en 

proportions stœchiométriques. Les résultats expérimentaux sont présentés dans le Tableau 13. 

Les moyennes des quantités de matière de chaque métabolite ainsi que les écart-types ont été 

calculés à partir des mesures réalisées sur 3 à 10 réplicats. La consommation et la production 

des métabolites ont été calculées en soustrayant la quantité initiale (dans des fioles témoin non 

inoculées) à la quantité finale (dans les cultures après incubation). 

Tableau 13 : Quantités initiales et finales mesurées des métabolites consommés et produits 
pendant les cultures en point final de la souche MO1340. 

Substrats Substrat 
Produit Etat initial Etat final Consommation / 

Production 

n 
(mmol) écart-type n 

(mmol) écart-type n (mmol) 

S2O32-/O2 

S2O32- 0,123 0,002 0,110 0,004 -0,013 

O2 0,051 0,001 0,024 0,021 -0,027 

SO42- 0,000 0,000 0,027 0,009 0,027 

S0/O2 
O2 0,358 0,001 0,263 0,004 -0,095 

SO42- 0,001 0,000 0,075 0,002 0,075 

H2/O2 
H2 0,752 0,016 0,743 0,001 -0,009 

O2 0,011 0,000 0,000 0,000 -0,010 

H2/NO3 

H2 0,771 0,001 0,518 0,036 -0,254 

NO3- 0,163 0,001 0,061 0,019 -0,102 

N2 0,013 0,003 0,065 0,008 0,053 

A partir des données présentées dans le Tableau 13, les rapports entre la consommation 

et la production des métabolites ont été calculés. Ces valeurs ont ensuite été comparées aux 

rapports stœchiométriques des réactions décrites dans la littérature. Un exemple est présenté ci-

dessous pour la réaction d’oxydation de l’hydrogène, avec réduction du nitrate en azote. 
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Quantités de substrats consommés et de métabolites produits : 

H2 consommé : - 0,254 mmol 

NO3- consommé : - 0,102 mmol 

N2 produit : 0,053 mmol 

Rapports stœchiométriques calculés : 

Rapport H2 / N2 : - 0,254 / 0,053 = - 4,79 

Rapport H2 / NO3- : - 0,254 / - 0,102 = 2,49 

Rapport NO3- / N2 : - 0,102 / 0,053 = - 1, 92 

Une réaction d’oxydation de l’hydrogène, avec réduction du nitrate en azote est 

présentée par Amend et al. (Amend & Shock, 2001) selon l’équation réactionnelle ci-dessous : 

2,5 Η2 + ΝΟ3
− + Η+ → 0,5 N2 + 3 H2O 

En calculant les mêmes rapports que précédemment, les valeurs suivantes sont obtenues : 

Rapport H2 / N2 : - 2,5 / 0,5 = - 5 

Rapport H2 / NO3- : - 2,5 / - 1 = 2,5 

Rapport NO3- / N2 : - 1 / 0,5 = - 2 

Les rapports calculés à partir des valeurs expérimentales sont similaires à ceux calculés 

à partir des rapports stœchiométriques de la réaction proposée par Amend et al. (Amend & 

Shock, 2001). Cela démontre que la souche MO1340 oxyde l’hydrogène et réduit les nitrates 

en catalysant la réaction décrite ci-dessus. Les faibles écarts constatés (inférieurs à 5 %) sont 

dus aux imprécisions des expérimentations. Par exemple les volumes de milieu distribué dans 

les tubes pouvaient être légèrement différents. 

En appliquant cette méthode à chaque couple de substrats, il a été possible d’identifier 

les réactions métaboliques correspondantes : 
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¾ Oxydation du thiosulfate avec réduction de l’oxygène : 

 

 1,0 + 2,0 → 2,0 (S2O32- + O2 → SO42-) 

 

Cela correspond à la stœchiométrie de la réaction (1) (Amend & Shock, 2001) 

(1) S2O32- + 2 O2 + H2O → 2 SO42- + 2 H+ 

 

¾ Oxydation du soufre élémentaire avec réduction de l’oxygène : 

 

 1,3 → 1 (O2 → SO42-) 

 

 La stœchiométrie est proche de celle de la réaction (2) (Amend & Shock, 2001) mais le 

rapport est légèrement différent (1,3 pour 1,5). Il est néanmoins acceptable de valider cette 

réaction car il s’agit de la seule équation réactionnelle proposée dans la littérature pour 

expliquer l’oxydation du soufre élémentaire en sulfate par l’oxygène. De plus, aucun autre 

métabolite contenant du soufre (S4O62-, HS-, H2S) n’a été détecté par chromatographie ionique 

ou gazeuse, on peut donc exclure les autres réactions dans lesquelles ces métabolites 

interviennent. 

(2) S0 + 1,5 O2 + H2O → SO42- + 2 H+ 

 

¾ Oxydation de l’hydrogène avec réduction du nitrate en azote : 

 

La réaction (3) (Amend & Shock, 2001) a été identifiée dans l’exemple. 

(3)  2,5 Η2 + ΝΟ3
− + Η+ → 0,5 N2 + 3 H2O 

 

¾ Oxydation de l’hydrogène avec réduction de l’oxygène : 

 

 0,9 + 1,0 → 1,0 (H2 + O2 → H2O2) 

 

 Ces rapports stœchiométriques sont proches de ceux de la réaction (4) présentée par 

Thauer et al. (Thauer et al., 1977), qui mène à la production de peroxyde d’hydrogène. 

(4)  Ο2 + Η2 → H2O2 
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Afin de vérifier que la souche MO1340 réalisait cette réaction, deux méthodes ont été utilisées 

pour détecter une éventuelle production de peroxyde d’hydrogène : une titration au 

permanganate de potassium et un dosage par le kit MyQubit AmplexTM Red Peroxyde Assay 

(Invitrogen). Lors de l’application de la première méthode sur des cultures incubées en présence 

d’hydrogène et d’oxygène, la solution de permanganate a été décolorée indiquant son 

oxydation, potentiellement par du peroxyde d’hydrogène. Cependant la deuxième méthode, 

basée sur une réaction enzymatique spécifique, n’a pas montré la présence de peroxyde 

d’hydrogène dans les cultures. L’oxydation du permanganate de potassium était probablement 

liée à la présence d’un autre composé, qui a réagi de manière aspécifique avec le permanganate. 

La souche MO1340 ne produisant pas de peroxyde d’hydrogène, il a été déduit qu’elle 

pratiquait la réaction de Knallgas (5), qui semble être énergétiquement favorable dans les 

écosystèmes hydrothermaux sous certaines conditions (LaRowe et al., 2014), et qui est réalisée 

par les Aquificales microaérophiles (Reysenbach & Shock, 2002, Gupta, 2014). 

(5)  0,5 Ο2 + Η2 → H2O 

Concernant la stœchiométrie déterminée par analyse de la phase gazeuse des cultures, qui ne 

correspond pas à la stœchiométrie de la réaction (5), il est probable que la valeur calculée 

expérimentalement soit erronée à cause des faibles quantités de gaz consommées. En effet, les 

variations de concentration en hydrogène et oxygène dans la phase gazeuse sont inférieures à 1 

%, ce qui est trop faible par rapport à la précision des expérimentations ainsi que des mesures 

faites par micro-chromatographie en phase gazeuse. Des techniques analytiques plus précises 

seraient nécessaires pour déterminer la stœchiométrie de la réaction de manière expérimentale, 

par exemple avec l’emploi d’une sonde à oxygène. 

c) Métabolisme de la souche P. hydrogeniphila 29WT

Les couples de substrats qui ont été testés pour la souche MO1340, l’ont également été 

pour la souche P. hydrogeniphila 29WT (Nakagawa et al., 2003). Les résultats obtenus ont 

confirmé sa capacité à croître avec de l’hydrogène comme donneur d’électrons et de l’oxygène 

ou du nitrate comme accepteurs d’électrons. Cependant, une croissance a également été 

observée en présence de thiosulfate (10 mM) et d’oxygène (1,4 % ; 1,5 bar), ce qui contredit 

les résultats présentés dans l’article de caractérisation (Nakagawa et al., 2003). Le nom de 
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l’espèce P. hydrogeniphila est d’ailleurs lié à sa capacité présumée à n’utiliser que de 

l’hydrogène comme donneur d’électrons. 

 La Figure 62 représente la croissance de la souche P. hydrogeniphila 29WT ainsi que 

les quantités de substrats et produits en fonction du temps, lors d’une incubation en présence de 

thiosulfate et oxygène. Cette souche oxyde le thiosulfate en réduisant l’oxygène, et produit du 

sulfate. Elle pratique donc la réaction (1) décrite précédemment. 

 

 
Figure 62 : Cinétique de croissance de la souche Persephonella hydrogeniphila 29WT (carrés) 
incubée en présence de thiosulfate et oxygène. Les quantités d’oxygène (losanges) et de sulfate 
(ronds) sont représentées, ainsi que les erreurs standards basées sur les expérimentations en 
triplicats. 

 

3) Caractéristiques phylogénétiques et génomiques 
 

 Position phylogénétique 
 

 La position phylogénétique de la souche MO1340 a été déterminée en étudiant la 

séquence du gène codant les ARNr 16S et en réalisant un arbre phylogénétique à partir de cette 

séquence. Celui-ci est représenté par la Figure 63 et confirme l’appartenance de la souche 

MO1340 au genre Persephonella, dans la famille des Hydrogenothermaceae et l’ordre des 

Hydrogenothermales. Les souches caractérisées les plus proches sont P. hydrogeniphila 29WT, 
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P. marina EX-H1T et P. guaymasensis EX-H2T avec respectivement 95,5 %, 93,8 % and 94,0 

% de similarité de séquences. 

Figure 63 : Arbre phylogénétique de l’ordre des Aquificales, basé sur les séquences des gènes 
codant les ARNr 16S (1364 pb). L’arbre a été construit en utilisant les méthodes du neighbor-
joining (NJ) et du maximum de vraisemblance (ML), qui ont produit la même topologie. Les 
valeurs de bootstrap correspondantes (notées dans l’ordre NJ/ML) sont représentées à chaque 
nœud. La bar d’échelle représente 0,02 changements par position nucléotidique. Les numéros 
d’accession des séquences GenBank/EMBL/DDBJ sont notés entre parenthèses. 

Ces valeurs sont inférieures au seuil de 98,7 %, publié précédemment pour la définition 

des espèces microbiennes (Chun et al., 2018). Sur la base de ses données physiologiques, 

métaboliques et avec les informations phylogénétiques, nous avons proposé par la présente 

étude que la souche MO1340 représente une nouvelle espèce du genre Persephonella, pour 

laquelle nous suggérons le nom Persephonella atlantica sp. nov. L’épithète atlantica provient 

de l’Océan Atlantique, où est situé le site hydrothermal Lucky Strike dont a été isolée la souche 

MO1430. 
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 Caractéristiques génomiques 
 

¾ Caractéristiques générales du génome 

 

 Le génome de la souche MO1340 ayant été séquencé par la technologie Illumina HiSeq 

qui produit des séquences courtes. Cependant, il n’a pas été possible de circulariser le génome 

lors de son assemblage. Celui-ci est constitué de 1.892.283 nucléotides assemblés en 5 contigs 

(> 840 pb, couverture 840 x). Le numéro d’accession du génome dans les banques de données 

internationales GenBank, EMBL et DDBJ est JAACYA000000000. La complétion et la 

contamination sont estimées à respectivement 99,59 % et 1,68 %. Le génome contient 2028 

séquences codantes et le contenu en bases G et C est de 37,07 mol%. 

 

¾ Identification des voies génétiques 

 

 L’analyse du génome de la souche MO1340 a permis d’identifier les voies métaboliques 

impliquées dans son métabolisme et sa physiologie. La comparaison aux génomes disponibles 

des autres souches du genre Persephonella dont les génomes sont disponibles (P. 

hydrogeniphila et P. marina) montre que les voies génétiques sont similaires, et que les clusters 

de gènes décrits ci-dessous sont fortement conservés chez les trois souches. 

 

¾ Oxydation des composés soufrés 

 

 Le génome de la souche MO1340 contient un cluster de gènes, soxABXYZ, impliqué 

dans l’oxydation de plusieurs composés soufrés. Cette voie métabolique a été décrite chez 

Paracoccus pantotrophus¸ une Alphaproteobacteria (Friedrich et al., 2001), puis comparée à 

des souches appartenant à d’autres taxa (Friedrich et al., 2005), ce qui a montré une large 

distribution de ce cluster parmi les Bacteria sulfo-oxydantes. Cette voie métabolique est 

présentée dans la Figure 64 A publiée par Frigaard et al. (Frigaard & Dahl, 2008). Cette voie 

métabolique permet, selon les microorganismes, d’oxyder les sulfites, le tétrathionate, le soufre 

élémentaire et le thiosulfate, ces deux molécules étant des donneurs d’électrons utilisés par la 

souche MO1340. 
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Contrairement à la voie décrite chez P. pantotrophus, la souche MO1340 ne possède 

pas les gènes soxCD. Cette voie incomplète a déjà été décrite, notamment chez Chlorobium 

tepidum et Allochromatium vinosum, qui sont incapables de réaliser une oxydation complète du 

thiosulfate en sulfate, mais à la place accumulent des granules de soufre élémentaire (Figure 

64 B) (Hensen, 2006, Frigaard & Dahl, 2008, Sievert et al., 2008). Néanmoins, les résultats 

expérimentaux ont montré que la souche MO1340 réalisait une oxydation complète d’une 

molécule de thiosulfate en deux molécules de sulfates, sans accumulation de soufre malgré 

l’absence des gènes soxCD. Elle doit donc posséder une voie métabolique alternative qui assure 

le même rôle que celle codée par les gènes soxCD de P. pantotrophus (Friedrich et al., 2005). 

Figure 64 : Voie d’oxydation du thiosulfate et d’autres composés soufrés (A) par la voie de 
Kelly-Friedrich établie pour Paracoccus spp. (Friedrich et al., 2001) ; (B) par les organismes 
formant des globules de soufre comme intermédiaire métabolique. Figure publiée par Frigaard 
et al. (Frigaard & Dahl, 2008). 

¾ Oxydation de l’hydrogène

De nombreux gènes impliqués dans l’oxydation de l’hydrogène sont présents dans le 

génome de la souche MO1340 et sont organisés en deux principaux clusters. L’annotation 

réalisée par l’outil PGAP a révélé qu’il s’agissait d’hydrogénases [NiFe]. Ces enzymes sont 

connues pour être plus résistantes à l’oxygène que d’autres hydrogènases comme les [Fe]-

hydrogénases (Brugna-Guiral et al., 2003), ce qui est cohérent avec le métabolisme aérobie 

facultatif de la souche MO1340. 
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¾ Métabolisme aérobie 

 

 Des gènes codant des cytochromes et des oxidases ont été détectés, ainsi que des gènes 

impliqués dans la détoxification des espèces réactives de l’oxygène, comme une peroxidase, 

une catalase et une superoxide dismutase. 

 

¾ Métabolisme anaérobie 

 

 Une voie de réduction complète du nitrate en diazote codée par quatre gènes (nitrate 

réductase, nitrite réductase, oxyde nitrite réductase et oxyde nitreux réductase) est présente et 

permet à la souche MO1340 de croître en conditions anaérobies par oxydation de l’hydrogène 

et réduction du nitrate en diazote. 

 

¾ Fixation du carbone 

 

 Tous les gènes codant les enzymes du Cycle de Krebs inverse (ou reverse Tricarboxylic 

Acid Cycle, rTCA) sont présents dans le génome. Cette voie de fixation du carbone est partagée 

par toutes les Aquificae connues et est la plus répandue dans les environnements hydrothermaux 

avec le cycle de Calvin-Benson-Bassham (CBB) (Hügler & Sievert, 2011, Mangiapia & Scott, 

2016). Contrairement au CBB qui est surtout opéré par des Bacteria mésophiles, le rTCA est 

plus adapté à des environnements à haute température contenant peu d’oxygène (Nakagawa & 

Takai, 2008, Berg, 2011, Hügler & Sievert, 2011), ce qui correspond aux conditions physico-

chimiques du milieu hydrothermal, d’où a été isolée la souche MO1340 et les autres 

représentants du genre Persephonella. 

 Bien qu’étant partagé par les Aquificae, le cycle rTCA diffère à l’étape de clivage du 

citrate en acétyl-coa et en oxaloacétate selon les lignées phylogénétiques (Figure 65). Les 

Aquificaceae ne possèdent pas les gènes acl, mais à la place les gènes ccs et ccl, tandis que les 

Hydrogenothermaceae et les Desulfurobacteriaceae possèdent à la fois les gènes aclA, aclB et 

ccl. C’est cette seconde voie qui est présente dans le génome de la souche MO1340, tout comme 

chez les autres membres du genre Persephonella de la famille Hydrogenothermaceae. 
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Figure 65 : Schéma de la réaction de clivage d’une molécule de Citrate par le cycle rTCA. 
CCS : Citryl-Coa Synthétase ; CCL : Citryl-Cia Lyase ; ACL : ATP-Citrate Lyase. Figure 
publiée par Hügler et al. (Hügler & Sievert, 2011)  

¾ Motilité

Le caractère motile de la souche MO1340 a été observé sur des cultures fraîches et 

confirmé par l’observation d’un flagelle monotriche au microscope électronique à transmission. 

Plusieurs gènes impliqués dans la synthèse du flagelle sont présents sous forme de clusters dans 

son génome : FlgGAHIJBC, FlhAFB, FliGMNEFR. Parmi ces clusters, des gènes codant des 

régulateurs transcriptionnels comme des facteurs sigma ont été identifiés, ainsi que des gènes 

impliqués dans le chimiotactisme (CheZ, CheA, CheW et CheV). 

Un système de régulation génétique similaire a été étudié chez Acidithiobacillus spp. 

(Yang et al., 2019) : suite à la délétion du gène rpoF encodant un facteur sigma, les mutants ne 

synthétisaient plus de flagelle leur permettant d’accéder aux substrats. De ce fait, le taux de 

croissance par rapport à la souche sauvage était plus faible, et il a été observé que les cellules 

adhérant au soufre élémentaire présent étaient plus nombreuses. Il est également intéressant de 

préciser que pour les souches du genre Acidithiobacillus étudiées dans cette publication, un lien 

a été établi entre la présence du cluster génétique codant le flagelle et la présence du cluster de 

gènes soxABXYZ. 

Les observations faites sur la souche MO1340 (proportion de cellules motiles plus 

importante en présence de soufre élémentaire), ainsi que les résultats présentés par Yang et al. 

concernant les clusters de gènes impliqués dans la production de flagelle, suggèrent un lien fort 
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entre la présence de soufre et la motilité selon un système de régulation génétique qui pourrait 

être proche entre les genres Thiobacillus et Persephonella. Une approche similaire à celle 

réalisée par Yang et al. appliquée à la souche MO1340 apporterait des informations quant à 

cette relation entre le métabolisme et la motilité. 

 

3) Physiologie de la souche MO1340 et implications écologiques 
 

 En plus des manipulations classiques de caractérisation d’une souche bactérienne, des 

expérimentations supplémentaires ont été réalisées afin de mieux comprendre l’adaptation et 

l’écologie de la souche MO1340 dans le contexte hydrothermal océanique profond. Dans la 

majorité des articles de caractérisation de souches, les conditions optimales de croissances sont 

déterminées en réalisant des cultures de la souche sur un milieu contenant un couple de donneur 

et accepteur d’électrons, mais les informations concernant les autres substrats ne sont pas 

disponibles. Lors de la description de la souche MO1340, la température optimale de croissance 

et la concentration optimale en oxygène ont été déterminées pour chacun des quatre couples de 

donneurs et accepteurs d’électrons utilisés par la souche (S2O32-/O2; S0/O2; H2/O2; H2/NO3). 

 

1) Température optimale de croissance 
 

 Comme il a été présenté dans la section Détermination des conditions optimales de 

croissance, le taux de croissance de la souche MO1340 en fonction de la température est 

différent selon les donneurs et accepteurs d’électrons fournis. Le taux de croissance en fonction 

de la température pour chaque couple de substrats est présenté dans la Figure 66. 
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Figure 66 : Effet de la température (°C) sur le taux de croissance (h-1) de la souche MO1340. 
Couples de substrats fournis : (vert) S0/O2; (noir) S2O32-/O2; (bleu) H2/O2; (rouge) H2/NO3-. 
Les erreurs standards sont présentées sous forme de barres d’erreur selon le même code 
couleur 

Chaque courbe présente un plateau dans les températures inférieures à la température 

optimale de croissance, qui est plus ou moins marqué selon les conditions : le plateau est peu 

marqué (entre 55 et 60 °C) en présence de soufre élémentaire et d’oxygène, pour un optimum 

à 65 °C, mais est très étalé (entre 50 et 65 °C) en présence de thiosulfate et d’oxygène, pour un 

optimum à 70 °C. Une courbe similaire a été présentée en supplementary data (Figure 67 A) 

lors de la caractérisation de la souche Persephonella hydrogeniphila par Nakagawa et al. en 

2003 (la souche décrite la plus proche de MO1340) (Nakagawa et al., 2003) mais le phénomène 

n’avait pas été discuté. Il ne semble pas que ce soit le cas chez P. marina, et il est difficile de 

conclure concernant P. guaymasensis car le taux de croissance n’est pas présenté à 55 °C 

(Figure 67 B). Lors de ces expérimentations, les trois souches avaient été incubées en présence 

d’hydrogène et de nitrate. 
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Figure 67 : Effet de la température (°C) sur le taux de croissance (h-1) des souches (a) P. 
hydrogeniphila et (b) P. marina (carrés) et P. guaymasensis (ronds) en présence d’hydrogène 
et de nitrate. Figures publiés par (a) (Nakagawa et al., 2003) et (b) (Götz et al., 2002). 

 

 Une autre façon de visualiser l’influence de la température sur le taux de croissance est 

d’appliquer la loi d’Arrhenius pour faire une représentation graphique des données, en 

présentant le logarithme népérien du taux de croissance en fonction de l’inverse de la 

température. La loi d’Arrhenius est à l’origine décrite pour des réactions chimiques mais a déjà 

été appliquée à des métabolismes microbiens (Robador et al., 2009, Robador et al., 2016) ainsi 

qu’à des taux de croissance cellulaire. Cette façon de représenter graphiquement les données a 

montré que la partie de la courbe qui correspond aux températures inférieures à la température 

optimale de croissance est composée de deux pentes chez certaines souches mésophiles et 

thermophiles (B. stearothermophilus et B. coagulans, Figure 68), alors qu’elle est 

généralement linéaire (T. aquaticus, Figure 68) (Mohr & Krawiec, 1980). Ce phénomène a 

ensuite été observé chez des psychrophiles (Guillou & Guespin-Michel, 1996, Tarpgaard et al., 

2006, Nevot et al., 2008) et semble ainsi être répandu parmi des souches qui se développent 

pourtant dans des gammes de températures différentes. La température qui sépare les deux 

segments linéaires de la courbe a été qualifiée de « température critique » par Nevot et al. 

(Nevot et al., 2008). 
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Figure 68 : Courbes d’Arrhenius de Thermus aquaticus (carrés), Bacillus coagulans (ronds) et 
Bacillus stearothermophilus (triangles). Figure publiée par Mohr et al. (Mohr & Krawiec, 
1980). 

Les courbes d’Arrhenius réalisées à partir des taux de croissance de la souche MO1340 

sont présentées dans la Figure 69. Comme pour les souches citées précédemment, le segment 

de la courbe qui est généralement linéaire (correspondant aux températures inférieures à la 

température de croissance) présente deux pentes distinctes. Cependant, par rapport aux souches 

présentées dans la Figure 68, les courbes d’Arrhenius de la souche MO1340 présentent un 

plateau particulièrement marqué en présence de thiosulfate et d’oxygène, mais aussi en 

présence d’hydrogène et de nitrate. 

Ce type de plateau, également observé sur les courbes de croissance en fonction de la 

température des souches MO1340 et P. hydrogeniphila 29WT, a déjà été reporté par Wiegel et 

al. chez la souche Clostridium thermohydrosulfuricum (Figure 70), une Clostridia anérobie 

fermentaire thermophile (Wiegel et al., 1979). 
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Figure 69 : Courbes d’Arrhenius réalisées à partir des données expérimentales sur le taux de 
croissance de la souche MO1340 en fonction de la température. Couples de substrats fournis : 
(a) S0/O2; (b) S2O32-/O2; (c) H2/O2; (d) H2/NO3-. Les températures optimales de croissance et 
les températures critiques sont notées au-dessus des courbes. Les droites rouges sont le résultat 
de régressions linéaires calculées dans la gamme de linéarité présentée dans le Tableau 2 de 
l’article dans la section Valorisation des travaux de caractérisation de la souche Persephonella 
atlantica MO1340. 



264

Figure 70 : Courbe d’Arrhenius de Clostridium thermohydrosulfuricum. Figure publiée par 
Wiegel et al. (Wiegel et al., 1979). 

Des travaux réalisés par la suite sur les organismes présentant une gamme de 

température de croissance plus étendue que la moyenne ont permis de proposer des hypothèses 

concernant ce phénomène (Wiegel, 1990, Wiegel & Michael, 1998). Bien que la majorité des 

microorganismes se développent dans une gamme de température comprise entre 25 et 30 °C, 

certaines souches tolèrent une gamme de température de plus de 35 °C, jusqu’à 55°C pour 

Methanobacterium thermoautotrophicum (cette gamme étant de 25 à 35 °C pour la souche 

MO1340 selon les substrats). Toutes les souches étudiées dans ces travaux de synthèse qui 

présentaient cette caractéristique montraient également une réponse à la température similaire 

à celle de la souche MO1340, avec une courbe d’Arrhenius comprenant un plateau en deçà de 

la température optimale de croissance. Les auteurs soulignent que le même phénomène est 

observé vis-à-vis du pH chez des souches qui tolèrent une large gamme de pH. 

La principale hypothèse avancée par Wiegel et al. est la présence de deux jeux 

d’enzymes ayant une fonction similaire, mais tolérant différentes gammes de température : un 

set d’enzymes adapté aux températures inférieures à la température critique (qui sépare les deux 

pentes de la courbe d’Arrhenius), et un jeu d’enzymes adapté aux températures supérieures. 

D’autres enzymes, protéines ou lipides ne seraient pas concernés et auraient simplement une 

large gamme de tolérance à la température. Si chaque enzyme qui limite la croissance d’une 

souche à basse ou haute température est ainsi suppléée par une enzyme plus stable qui assure 

la même fonction, la gamme de température de croissance de la souche est ainsi élargie. Des 

résultats expérimentaux confortent cette hypothèse, comme par exemple la synthèse de deux 
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glucose-6-phosphate isomérases par Bacillus caldotenax dépendamment de la température : 

une enzyme est produite entre 30 et 50 °C, et l’autre entre 60 et 70 °C. Seule la seconde enzyme 

est thermostable et supporte une température supérieure à 55 °C. Le second jeu d’enzyme, 

adapté à une température différente du premier jeu, pourrait avoir été acquis soit par transfert 

horizontal, soit en étant issu de la duplication puis de la modification d’un gène, ce qui 

permettrait à une souche thermophile de tolérer une température plus basse ou inversement. 

 Bien que cette hypothèse soit envisageable dans le cas des résultats observés chez la 

souche MO1340, de tels jeux de gènes n’ont pas été détectés durant de l’analyse de son génome, 

il n’est donc pas possible, avec les données disponibles, de valider cette hypothèse pour 

expliquer les courbes biphasiques sur les graphiques d’Arrhenius. 

 

 Afin de mieux visualiser les deux phénomènes observés chez la souche MO1340 

(influence du substrat sur la température, et présence d’un plateau sur les courbes d’Arrhénius), 

un modèle bimodal a été appliqué sur les courbes de croissance en fonction de la température 

(Figure 2 de l’article présenté dans la section Valorisation des travaux de caractérisation de la 

souche Persephonella atlantica MO1340). 

 Les paires de courbes bimodales peuvent ainsi être groupées selon le type de donneur 

d’électron fourni à la souche (composé soufré ou hydrogène). En effet, pour les donneurs 

d’électrons soufrés (soufre élémentaire ou thiosulfate), les deux pics sont compris entre 52,7 et 

56,3 °C (pics verts) et 67,4 et 68,8 °C (pics rouges), tandis que pour l’hydrogène les pics sont 

compris entre 59,8 et 63,7 °C (pics verts) et 74,1 et 74,2 °C (pics rouges). Il y a donc un décalage 

d’environ 7 °C entre ces deux paires de pics selon la source d’énergie. Sachant que les composés 

soufrés et l’hydrogène sont pris en charge par deux voies métaboliques et deux systèmes 

enzymatiques différents (enzymes Sox ou hydrogénases), ce décalage pourrait être dû à une 

différence de gamme de température tolérée par les enzymes Sox et les hydrogénases. 

 Des résultats soutenant cette hypothèse ont été obtenus chez Hydrogenobacter 

thermophilus, un autre membre des Aquificales, qui est également capable d’utiliser du 

thiosulfate ou de l’hydrogène comme source d’énergie. Sano et al. ont montré que les enzymes 

impliquées dans l’oxydation du thiosulfate (potentiellement les enzymes de la voie Sox dont 

les gènes correspondant sont présents chez la souche) sont constitutives, car elles sont 

transcrites dans des cultures incubées sous hydrogène, en absence de thiosulfate. L’activité 

d’oxydation du thiosulfate d’extraits solubles de cette souche a été mesurée à différentes 

températures, et présente un optimum à 60 °C in vitro. Un traitement thermique de 30 minutes 

à différentes températures (10 à 100 °C) a montré que l’activité d’oxydation du thiosulfate était 
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stable après un traitement de 10 à 60 °C, mais diminuait considérablement à partir de 70 °C, 

potentiellement suite à la dénaturation du complexe enzymatique catalysant la réaction. Les 

travaux de Suzuki et al., portant sur la caractérisation de la nitrite réductase (impliquée dans la 

réduction du nitrate couplée à l’oxydation de l’hydrogène) ont montré que cette enzyme avait 

une activité maximale à 70-75 °C. 

La comparaison de ces résultats indique qu’au moins une des enzymes impliquées dans 

l’oxydation anaérobie de l’hydrogène avec réduction du nitrate, présente un optimum de 

température supérieur à celui des enzymes réalisant l’oxydation aérobie du thiosulfate (70-75 

°C pour 60 °C). Si le même phénomène est présent chez la souche MO1340, qui présente un 

métabolisme proche impliquant les mêmes voies métaboliques que H. thermophilus, cela 

pourrait expliquer pourquoi la température optimale de croissance de MO1340 est inférieure en 

présence de composés soufrés par rapport à celle observée en présence d’hydrogène. 

Plusieurs expérimentations complémentaires permettraient de mieux comprendre les 

deux phénomènes observés chez la souche MO1340 : 

- Les courbes d’Arrhenius à deux pentes et comprenant un plateau 

- L’influence des substrats sur la température optimale de croissance 

L’analyse des transcriptomes et des protéomes exprimés en présence des différents 

couples de substrats et à différentes températures (inférieures ou supérieures à la température 

critique) mettrait en évidence la présence des différents sets d’enzymes, qui sont possiblement 

la cause des plateaux observés sur les courbes d’Arrhenius, comme il a été suggéré par Wiegel 

et al. (Wiegel, 1990). Une analyse ciblée du génome, réalisée conjointement à ces 

expérimentations, mettrait en évidence les gènes correspondant à ces enzymes. 

Les travaux de Tarpgaard et al. ont observé chez Desulfobacter psychrotolerans une 

courbe d’Arrhenius à deux pentes, à la fois pour le taux de croissance mais aussi pour l’activité 

de sulfato-réduction. Ils ont également constaté que ces deux paramètres ont une différence de 

6 °C pour leur température optimale (20 °C pour le taux de croissance, 26 °C pour l’activité de 

sulfato-réduction). La comparaison de ces deux taux a mis en évidence que la croissance 

cellulaire était plus fortement impactée par une hausse de la température que l’activité de 

réduction des sulfates. Les enzymes impliquées dans la croissance cellulaire sont plus 

nombreuses et il est probable qu’au moins l’une d’elles ait une tolérance plus faible à la chaleur 

que les enzymes de la sulfato-réduction, limitant alors le taux de croissance à haute température. 

En appliquant cette méthodologie avec la souche MO1340, il serait possible de déterminer 

l’influence de la température sur les différents métabolismes (oxydation des composés soufrés, 
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de l’hydrogène, réduction de l’oxygène, du nitrate) indépendamment de la croissance. Cela 

indiquerait ainsi si la tolérance à la température est limitée par un métabolisme énergétique en 

particulier ou par une autre voie du métabolisme. 

2) Concentration optimale en oxygène

Tout comme la température optimale de croissance, la concentration optimale en 

oxygène ainsi que la tolérance à l’oxygène de la souche MO1340 sont différentes selon le 

donneur d’électron présent dans le milieu. En présence d’hydrogène, la croissance est optimale 

avec 11,4 µM d’oxygène dissous (0,7 mM dans la phase gazeuse), ce qui est comparable aux 

autres souches décrites du genre Persephonella (0,73 à 1,21 mM dans la phase gazeuse) (Götz 

et al., 2002, Nakagawa et al., 2003). Cependant cette valeur est 5 à 11 fois supérieure lorsque 

la source d’énergie est du thiosulfate ou du soufre (optimum à 59,8 et 119,7 µM dissous 

respectivement). 

En présence d’hydrogène ou de thiosulfate, la souche MO1340 tolère une concentration 

en O2 dans la phase gazeuse inférieure à 20 % ou 5 % respectivement (à 1,5 bar et 2 bar, soit 

170,9 ou 57 µM d’O2 dissous dans les conditions testées). Néanmoins en présence de soufre, 

une croissance a été observée jusqu’à 21 % d’O2 (179,5 µM dissous). Ces valeurs sont 

cohérentes avec les concentrations en oxygène dissous mesurées dans le panache hydrothermal 

proximal de la cheminée Aisics, qui étaient comprise entre 103 et 205 µM dans le gradient de 

fluide de 5 à 153 °C. 

Tout comme l’effet du substrat sur la température optimale de croissance, il serait 

intéressant d’étudier les mécanismes contrôlant le lien entre la concentration en oxygène et le 

taux de croissance, comme par exemple la résistance à l’oxygène des enzymes impliquées dans 

les différentes voies métaboliques. 

3) Implications écologiques

La comparaison des données présentées précédemment a montré que la température 

optimale de croissance et la concentration optimale en oxygène de la souche MO1340 pour 

chaque substrat étaient inversement corrélées (Tableau 14). En effet, en présence de composés 

soufrés (soufre élémentaire ou thiosulfate) le taux de croissance est plus élevé aux températures 

les plus basses et pour des concentrations en oxygène plus fortes (respectivement 65/70 °C et 

59,8/119,7 µM d’O2 dissous). A l’inverse, la croissance par oxydation de l’hydrogène se produit 
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en microaérophilie (11,4 µM d’O2 dissous) et à des températures plus élevées (70-75 °C). Enfin, 

en présence d’hydrogène et de nitrate, en anaérobiose, la température optimale de croissance 

de la souche est la plus élevée (75 °C) en comparaison des trois métabolismes aérobies. Ces 

résultats sont présentés de manière schématiques dans la Figure 71 A. 

Cette relation inversée, entre la température et la concentration en oxygène, correspond 

au gradient physico-chimique observé dans les sources hydrothermales, où le fluide 

hydrothermal chaud et anoxique se mélange progressivement à l’eau de mer froide et oxygénée. 

En effet, les donneurs d’électrons (hydrogène, thiosulfate, soufre élémentaire) sont apportés par 

le fluide réduit et les accepteurs d’électrons (oxygène, nitrate) par l’eau de mer. Ces gradients 

sont représentés de manière schématique dans la Figure 71 B et les concentrations des substrats 

utilisés par la souche MO1340 y sont exposées (valeurs maximales mesurées in situ ou 

simulées). 

Figure 71 : (a) Représentation schématique des données obtenues sur les températures et 
concentration en oxygène optimales de la souche MO1340 selon les substrats ; (b) 
Représentation schématique des gradients physico-chimiques observés durant le mélange entre 
le fluide hydrothermal et l’eau de mer. * Les valeurs présentées correspondent aux 
concentrations les plus élevées mesurées dans le gradient hydrothermal, ou mesurées par le 
modèle de dilution entre 5 et 153 °C. 
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Afin d’apporter des données complémentaires sur l’écologie de la souche MO1340, des 

calculs thermodynamiques ont été réalisés en collaboration avec Cécile Cathalot du laboratoire 

Cycles Géochimiques et ressources (unité Géosciences Marines, Ifremer). L’enthalpie libre des 

quatre réactions catalysées par la souche a été calculée dans le gradient thermique entre 5 et 

153 °C, à partir de données mesurées in situ (concentration en oxygène, thiosulfate, sulfate, 

nitrate) ou en utilisant un modèle numérique simulant la dilution du fluide hydrothermal et de 

l’eau de mer (concentration en soufre élémentaire, azote, hydrogène). 

Tableau 14 : Résumé des réactions cataboliques réalisées par la souche MO1340 et des 
paramètres physiologiques en fonction des couples de substrats. Les valeurs de DeltaGr 
présentées ont été calculées pour une température de 72 °C dans le gradient hydrothermal. 

Réaction Température optimale de 
croissance (gamme) °C 

Concentration optimale en O2 
dissous (gamme) µM 

DeltaGr 
(kJ/mol) 

S0 + 1.5 O2 + H2O → 
SO4

2- + 2 H+ 65 (55-80) 119,7 (8,5-> 179,5) -517 

S2O3
2- + 2 O2 + H2O 

→ 2 SO4
2- + 2 H+ 70 (45-80) 59,8 (8,5-170,9) -731 

2 Η2
 + Ο2 + → 2 H2O 70-75 (55-80) 11,4 (ND-< 57) -280 

2.5 Η2 + ΝΟ3
− + Η+ → 

0.5 N2 + 3 H2O 75 (45-80) - -271 

Les enthalpies libres de chaque réaction, calculées dans le gradient hydrothermal à 72 

°C (dans la gamme de température optimale de croissance de la souche MO1340), sont 

présentées dans le Tableau 14. Les valeurs calculées dans le gradient hydrothermal entre 5 et 

153 °C sont présentées dans la Figure 72. 

Les valeurs de DGr calculées à 72 °C, une température proche des températures 

optimales de croissance de la souche MO1340, indiquent que les réactions d’oxydation du 

soufre élémentaire et du thiosulfate (respectivement -517 et -731 kJ/mol) sont plus énergétiques 

que les réactions d’oxydation aérobie et anaérobie de l’hydrogène (-280 et -270 kJ/mol). Cette 

tendance est conservée sur toute la gamme de température étudiée, cependant l’énergie fournie 

par les réactions d’oxydation des composés soufrés diminue avec l’augmentation de la 

température (Figure 72 b et c). Cette diminution peut être causée par la déplétion en oxygène 

lors de la dilution de l’eau de mer avec le fluide hydrothermal anoxique. A l’inverse, la réaction 
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d’oxydation anaérobie de l’hydrogène est plus énergétique avec l’augmentation de la 

température ; ce qui est dû à la concentration croissante en hydrogène dans le gradient. 

Ces données thermodynamiques sont cohérentes avec les paramètres physiologiques 

déterminés expérimentalement chez la souche MO1340. En effet, en présence de soufre 

élémentaire ou de thiosulfate le taux de croissance est optimal à plus basse température qu’en 

présence d’hydrogène. Dans le cas de l’oxydation aérobie de l’hydrogène, la valeur de DGr 

décroit avec l’augmentation de température, elle est minimale vers 72 °C puis augmente pour 

les températures supérieures. C’est donc à cette température que la réaction est la plus 

énergétiquement favorable dans les conditions in situ. C’est également à cette température (70-

75 °C) que la souche présente le plus fort taux de croissance en présence d’hydrogène et 

d’oxygène. 

Figure 72 : Valeurs de DeltaGr calculées pour les réactions métaboliques réalisées par la 
souche MO1340 dans le gradient thermique du mélange entre le fluide hydrothermal et l’eau 
de mer. (a) inclus les quatre réactions ; (b) oxydation du soufre élémentaire ; (c) oxydation du 
thiosulfate ; (d) oxydation aérobie de l’hydrogène ; (e) oxydation anaérobie de l’hydrogène 
avec réduction du nitrate 
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 Cependant, même si ces résultats sont fortement corrélés pour cette réaction d’oxydation 

aérobie de l’hydrogène (2 Η2
 + Ο2 + → 2 H2O), les données présentées ont été obtenues en se 

basant sur une simulation qui est une simplification des conditions in situ réelles. C’est pourquoi 

dans le cas des trois autres réactions, les valeurs d’enthalpie libre calculées ne donnent que des 

tendances et n’expliquent pas tous les résultats obtenus expérimentalement. En effet, les 

concentrations en espèces chimiques utilisées pour calculer les DeltaGr ont en partie été 

prédites par une simulation qui se base sur des valeurs mesurées dans le fluide hydrothermal 

pur, ou dans l’eau de mer du site de la cheminée Aisics (azote, hydrogène) ou d’un autre site 

(soufre élémentaire). Ces concentrations constituent donc un ordre de grandeur de référence 

plutôt que des valeurs précises. De plus, la simulation est réalisée en se basant sur un mélange 

simple entre le fluide hydrothermal et l’eau de mer et ne prend pas en compte deux 

phénomènes : tout d’abord l’interaction entre ces deux éléments n’est pas libre au niveau d’une 

cheminée hydrothermale, mais est influencée par la structure de la cheminée et sa porosité. De 

plus, des réactions chimiques, biotiques ou abiotiques, peuvent avoir lieu notamment par le 

biais de précipitation et de solubilisation de minéraux, ce qui modifie la concentration des 

espèces chimiques dans le gradient de mélange. La réalisation d’un modèle complet prenant en 

compte ces paramètres permettrait de déterminer avec plus de précisions les concentrations de 

ces espèces chimiques (LaRowe et al., 2014). Néanmoins, malgré les simplifications que 

comprend le modèle par rapport aux conditions environnementales, la comparaison de la 

concentration en sulfate simulée dans le gradient thermique par rapport aux valeurs mesurées 

in situ montre que les données produites par le modèle restent cohérentes (Figure 73). Les 

différences sont plus ou moins marquées selon la température, toutefois la tendance globale est 

similaire. 
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Figure 73 : Comparaison des données de concentration en sulfates dans le gradient thermique, 
données simulées (droite noire) et des valeurs mesurées in situ durant la campagne 
MOMARSAT 2015 (points rouges). L’erreur standard liée aux mesures de températures est 
présentée en rouge. 
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 Conclusions 
 

 Les enrichissements réalisés à partir d’échantillons de cheminées hydrothermales 

avaient pour but d’isoler des Bacteria sulfo-oxydantes proches des genres Thiomicrospira, 

Thiomicrorhabdus et Hydrogenovibrio. Une approche d’amplification par PCR avec des 

amorces spécifiques a été mise en place pour cribler les cultures et vérifier si un des phylotypes 

ciblés avait été enrichi. Cependant, par manque de temps les enrichissements n’ont pas permis 

de cultiver ces microorganismes. 

 Des cultures d’isolement de Bacteria sulfo-oxydantes ont également été réalisées et ont 

mené à l’isolement de la souche MO1340. Cette souche a été identifiée comme appartenant 

potentiellement à une nouvelle espèce et a fait l’objet d’un travail de caractérisation. Une étude 

approfondie du métabolisme de la souche MO1340 a ensuite été menée et a permis d’identifier 

les réactions métaboliques qu’elle pratique. 

 Les conditions de température et de concentration en oxygène optimales de croissance 

de la souche MO1340 ont été déterminées pour les quatre couples de donneurs et accepteurs 

d’électrons utilisés par la souche MO1340. La température optimale de croissance et la 

concentration optimale en oxygène de la souche MO1340 pour chaque substrat étaient 

inversement corrélées. Il s’agit à notre connaissance d’un résultat qui n’a pas encore été 

présenté pour d’autres souches de Bacteria ni d’Archaea. 

 De plus, cette relation entre la température, l’oxygène et les autres substrats est 

cohérente avec le gradient physico-chimique créé par le mélange entre le fluide hydrothermal 

et l’eau de mer. Il semble donc qu’il s’agisse d’une adaptation de la souche MO1340 aux 

écosystèmes hydrothermaux, d’où les trois autres espèces du genre Persephonella ont été 

isolées. 
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a b s t r a c t

A novel thermophilic, microaerophilic and anaerobic, hydrogen- sulphur- and thiosulphate-oxidising
bacterium, designated MO1340T, was isolated from a deep-sea hydrothermal chimney collected from
the Lucky Strike hydrothermal vent field on the Mid-Atlantic Ridge. Cells were short, motile rods of
1.4–2.2 !m length and 0.5–0.8 !m width. Optimal growth was observed for a NaCl concentration of
2.5 % (w/v) at pH 6.5. As for other members of the genus Persephonella, strain MO1340T was strictly
chemolithoautotrophic and could oxidise hydrogen, elemental sulphur or thiosulphate using oxygen as
electron acceptor. Anaerobic nitrate reduction using hydrogen could also be performed. Each catabolic
reaction had a different optimal growth temperature (65 to 75 ◦C) and an optimal dissolved oxygen con-
centration (11.4 to 119.7 !M at 70 ◦C for aerobic reactions) that varied according to the electron donors
utilised. These experimental results are consistent with the distribution of these catabolic substrates
along the temperature gradient observed in active hydrothermal systems. They strongly suggest that
this adaptive strategy could confer a selective advantage for strain MO1340T in the dynamic part of
the ecosystem where hot, reduced hydrothermal fluid mixes with cold, oxygenated seawater. Phyloge-
netic analysis indicated that strain MO1340T was a member of the genus Persephonella within the order
Hydrogenothermales as it shared a 16S rRNA gene sequence similarity <95.5 % and ANI respectively 75.66
% with closest described Persephonella (P. hydrogeniphila 29WT). On the basis of the physiological and
genomic properties of the new isolate, the name Persephonella atlantica sp. nov. is proposed. The type
strain is MO1340T (=UBOCC-M-3359T =JCM 34026T).

© 2021 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Hydrothermal chimneys are mineral structures resulting from
the precipitation of various chemical species during the mixing
between the hot, reduced hydrothermal fluid and the cold, oxy-
genated seawater [31,34]. These structures and the surrounding
seawater are characterized by steep gradients: (1) chemical gradi-
ents due to the mixing of reduced compounds (e.g. H2, CH4, H2S,
S2O3

2-, Fe2+) from the hydrothermal fluid, and oxidised compounds
from the surrounding seawater (e.g. O2, NO3

-, SO4
2-); and (2) ther-

mal gradients decreasing from the inner parts of chimneys heated

∗ Corresponding author at: Laboratoire de Microbiologie des Environnements
Extrêmes, UMR6197, Univ Brest, Ifremer, CNRS, Plouzané, France.

E-mail address: Erwan.Roussel@Ifremer.fr (E.G. Roussel).

by hydrothermal fluid circulation (> 300 ◦C), to the external parts
in contact with seawater (2-4 ◦C) [45,51].

These gradients cause a chemical disequilibrium that sup-
ports chemoautotrophic microorganisms that oxidise reduced
compounds from hydrothermal fluid using oxidised species from
seawater. Hence, adaptation of these microorganisms to the ther-
mal and chemical gradients shapes their spatial distribution across
hydrothermal habitats [10,11,51,74]. For example, dissolved oxy-
gen concentrations are inversely correlated with temperature and
usually separate aerobic mesophiles from anaerobic hyperther-
mophiles [1,41,45,46]. At temperatures exceeding 80 ◦C, a majority
of microorganisms in these environments seem to have specifically
adapted to conditions that are present only at small spatial scales in
the hydrothermal chimney (e.g. Methanococcales, Thermococcales)
[11,45]. However, at lower temperatures, the diversity of reactants
(e.g. oxygen, nitrate, sulphides) seem to favour metabolic versatil-

https://doi.org/10.1016/j.syapm.2020.126176
0723-2020/© 2021 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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ity as it was described for Epsilonbacteraeota, one of the dominant
lineages in these habitats [5].

Members of phylum Aquificota are another illustration of
chemoautrophic microorganisms metabolically versatile that are
ubiquitous in deep-sea hydrothermal vents [18,25,47,50,58]. The
phylum Aquificota (previously known as Aquificae) was first
described in 2001 and contains now two classes according to the
Genome Taxonomy Database [55], Desulfurobacteriia and Aquificae.
Aquificae are divided in two orders: Aquificales and Hydrogenother-
males [14,28,39,55]. All members of the phylum Aquificota are
thermophilic or hyperthermophilic Gram-negative rods Bacteria,
isolated from terrestrial hot ecosystems, coastal, or deep sea
hydrothermal vents [29]. They share an obligate or facultative
chemolithoautotrophic metabolism by fixing carbon dioxide using
reductive tricarboxylic acid cycle (rTCA) [32], with hydrogen or
reduced sulphur compounds as electron donors and nitrate as elec-
tron acceptors, also oxygen is used as electron acceptor by members
of the class Aquificae. Aquificota mostly diverge from other phyla
by displaying distinct16S rRNA gene sequences and genomic con-
served signature indels [29]. Members of genus Persephonella, and
other genera in the family Hydrogenothermaceae (Hydrogenother-
mus, Sulfurihydrogenibium and Venenivibrio) share the common
traits described above, and show an extensive genomic diver-
sity exhibiting a biogeographic distribution pattern [47]. Although
endemic and widely distributed among deep sea hydrothermal
vents the genus Persephonella is, to date, only composed of three
described species isolated from hydrothermal vents in the Pacific
ocean: P. marina EX-H1T, P. guaymasensis EX-H2T and P. hydro-
geniphila 29WT [25,50].

In this study, we report the isolation of a novel thermophilic,
microaerophilic to anaerobic, chemolithoautotrophic Persephonella
species obtained from an Atlantic deep-sea hydrothermal vent.
Characterization of this novel strain demonstrates metabolic adap-
tation to a wide range of physical and chemical conditions.

Material and methods

Culture, enrichment and isolation

The bottom part of the Aisics chimney (sample Chem08;
1690 m depth) [61] was sampled using the ROV Victor 6000 dur-
ing the MOMAR2008 oceanographic cruise [16] at the Lucky Strike
hydrothermal vent field on the Mid-Atlantic Ridge (37◦ 17’ 20.26” N,
32◦ 16’ 32.05” W). Chimney sample was brought to the sea surface
in a dedicated decontaminated insulated sample box. On board,
chimney fragments were crushed under anoxic conditions using
an anaerobic chamber and stored at 4 ◦C in sterile serum vials filled
with artificial sterile seawater (Sea salts, Sigma Aldrich) under a
N2 atmosphere. Ten years later, 0.5 mL of hydrothermal chimney
slurry was used to inoculate the medium described below. X-ray
diffraction analysis showed that chimney sample was mainly com-
posed of sulphides including chalcopyrite, pyrite and marcasite
(Ewan Pelleter, personal communication).

Enrichment cultures were performed in 50 mL glass bottles
sealed with butyl septa, and containing 20 mL of the medium
described by Parkes et al. omitting Na2S and FeCl2 solutions [54].
This medium contained per litter: NaCl (24.3 g), MgCl2.6H2O (10 g),
CaCl2.2H2O (1.5 g), KCl (0.66 g). Trace elements were provided
by SL-10 solution (1 mL), Selenite-Wolfram solution (0.2 mL), and
1 mL of KBr (0.84 M), H3BO3 (0.4 M), SrCl2 (0.15 M), NH4Cl (0.4 M),
KH2PO4 (0.04 M) and NaF (0.07 M) solutions. The medium was ster-
ilized by autoclaving for 30 minutes at 100 ◦C and was buffered by
adding NaHCO3 (2.52 g).

Thiosulphate was added at a final concentration of 10 mM
as electron donor. Gas phase was composed of N2:CO2 (80:20,

150 kPa) and 1 mL of sterile air was added with a syringe in order
to create microaerophilic conditions. After 12 days incubation at
30 ◦C without agitation, subcultures from positive enrichment were
consecutively incubated 7 days at 50 ◦C and 7 days at 60 ◦C. Strain
MO1340T was isolated by three consecutive tenfold dilutions in
Hungate anaerobic tubes incubated at 60 ◦C in the same medium
as for the enrichment step. Five successive transfers were also per-
formed on medium solidified with 1 % gellan gum (Sigma Aldrich)
incubated at 70 ◦C in serum vials with hydrogen as energy source
(gas phase H2:CO2 80:20, 200 kPa) and nitrate as electron acceptor
(8 mM). Purity of the strain was regularly checked by microscope
observation and 16S rRNA gene sequencing.

Morphological characterization

Cells morphology and motility of strain MO1340T were observed
under an Olympus BX60 phase contrast microscope. Transmis-
sion electron microscopy observations were performed without
staining on exponential phase cultures grown on thiosulphate
and oxygen at 70 ◦C (JEM-1400, JEOL; Plateforme d’Imagerie et de
Mesures en Microscopie, University of Brest).

Physiology and growth requirements

Unless otherwise stated, all physiological characterizations
were done in anaerobic Bellco tubes (Bellco Glass Inc., Vineland
N.J.) in triplicate filled with 15 mL of the medium described above
at pH 6.8, incubated without agitation at 70 ◦C. Uninoculated media
blanks were used as negative controls for each culture condition.
Growth was determined from cell counting by microscope obser-
vation using Thoma cell counting chamber (depth: 0.02 mm). Flow
cytometry counting was also performed on cells fixed with 2.5 %
(w/v) glutaraldehyde and stored at 4 ◦C. Cell samples were diluted
10 to 100 times in a saline solution with 2.5 % (w/v) NaCl and stained
with SYBRGreen I (Sigma Aldrich). Cells were counted using a Cyflox
Space (Sysmex, Partec).

Dissolved oxygen requirement was determined by increasing
oxygen concentration in the gas phase from 0 to 21 % at 150 kPa (0
to 179.5 !M of dissolved oxygen) in 3 different media containing
respectively (1) thiosulphate (10 mM); (2) colloidal elemental sul-
phur 1 % (w/v); or (3) hydrogen (80 % in the gas phase, 200 kPa;
820.7 !M of dissolved hydrogen) as electron donors. The influ-
ence of temperature on growth was determined for temperatures
ranging from 40 to 85 ◦C in 4 different culture conditions: in the
presence of (1) thiosulphate (10 mM) under N2:CO2:O2 gas phase
(77.5:20:2.5, 150 kPa; 21.4 !M of dissolved oxygen); (2) elemental
sulphur (1 %, w/v), under N2:CO2:O2 gas phase (66:20:14, 150 kPa;
119.7 !M of dissolved oxygen); (3) hydrogen in anoxic condi-
tions with nitrate (8 mM) as electron acceptor under H2:CO2 gas
phase (80:20, 200 kPa; 820.7 !M of dissolved hydrogen); and (4)
hydrogen in microaerophilic conditions under H2:CO2:O2 gas phase
(79:20:1, 200 kPa; 820.7 !M of dissolved hydrogen; 11.4 !M of dis-
solved oxygen). NaCl concentration and pH optimum and range
were determined on thiosulphate (10 mM) containing medium,
under N2:CO2:O2 (77.5:20:2.5, 150 kPa) gas phase. NaCl concen-
trations tested ranged from 0 to 5.5 % (w/v). pH was adjusted from
4.5 to 6 by adding increasing volumes of sterile solutions of 1%
(w/v) NaHCO3 to medium without buffer. For pH above 6, 2 %
(w/v) Na2CO3 was added to medium buffered with 2 mM NaHCO3
(instead of 30 mM in standard medium).

Electron donor and acceptor requirement

Electron donors were tested by supplementing mineral medium
(artificial seawater described above, without Na2S nor FeCl2) with:
hydrogen (80 % in the gas phase, 200 kPa), formate (10 mM), suc-
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cinate (10 mM), ferrous iron (10 mM), acetate (1 mM), ammonium
chloride (15 mM) or elemental sulphur (1 % w/v). Oxygen (1.5 or 7 %
in the gas phase, 150 kPa) or nitrate (10 mM) were added as electron
acceptors in all conditions. The following electron acceptors were
tested in presence of H2:CO2 (80:20, 200 kPa): sulphate (10 mM),
sulphite (10 mM), nitrite (1 or 14 mM), ferric iron (10 mM), ele-
mental sulphur (1 % w/v), acetate (1 mM) or thiosulphate (10 mM).
Organic carbon sources were tested in presence of N2:CO2:O2
(73:20:7, 150 kPa) at a final concentration of 2 g/L (yeast extract
or peptone) or 5 g/L (glucose, sucrose, fructose, lactose or sorbitol).
Mixotrophic growth was tested using yeast extract (0.5 g/L), pep-
tone (0.5 g/L) and glucose (1 g/L) as carbon sources and sodium
bicarbonate was replaced by PIPES disodium salt (6 g/L). Hydrogen
(200 kPa) and nitrate (10 mM), or thiosulphate (10 mM) or sulphur
(1 % w/v) in the presence of oxygen (7 % in the gas phase, 150 kPa)
were provided as energy sources.

Consecutive positive cultures were transferred three times on
the same medium to ensure that growth was not due to substrate
carry-over from the inoculum. Controls containing no electron
acceptor or donor were performed. Utilisation of various electron
donors and acceptors were also performed on the closest rela-
tive to strain MO1340T, Persephonella hydrogeniphila 29WT (DSM
15103) provided by the German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures. Growth in the absence of Balch vitamins solution
was tested (as recommended in [71]) using the standard medium
in the presence of thiosulphate and oxygen. In order to identify
the metabolic reactions performed by strain MO1340, end-point
cultures were carried out and both substrates consumption and
metabolic by-products were quantified. Four couples of substrates
were tested (S2O3

2-/O2; S0/O2; H2/O2; H2/NO3-) in the same con-
ditions as described above. At least three negative controls and 3
to 10 culture replicates were performed and incubated at 70 ◦C.

Analytical techniques

Hydrogen, nitrogen and carbon dioxide concentration in the
headspace phase were measured using a modified INFICON/Micro
GC FUSION Gas Analyser (INFICON, Basel, Switzerland) fitted with a
pressure gauge (CTE8005AY0, Sensortechnics GmbH) and two con-
ductivity detectors. Separation was performed using two columns:
molecular sieve 10 m column and argon as a carrier gas; and a RT-Q
12 m using helium as a carrier gas. Gas concentrations were cal-
culated using the method of Mah et al. [42]. Concentrations of
dissolved oxygen and hydrogen in the experimental conditions
were calculated for seawater at 70 ◦C as described respectively by
Weiss et al. [81] and Crozier et al. [9].

Thiosulphate, nitrate and sulphate concentrations were quan-
tified by anion chromatography using a Dionex ICS-2000
Reagent-Free Ion Chromatography System (Thermo Fisher Scien-
tific) as described by Webster et al. [80]. A potential hydrogen
peroxide production was assayed by using the MyQubit AmplexTM

Red Peroxyde Assay (Invitrogen) according to the manufacturer’s
recommendation. Stoichiometry of the reactions were calculated
from experimental data and then compared to metabolic reactions
described in literature [2,78].

Thermodynamic calculations and Arrhenius parameters

To quantify the energy gained from each reactional pathway
considered, we calculated the overall Gibbs free energy of the reac-
tion derived from the following expression (Eq. 1)

!rG =!rG0 + RTlnQr (1)

Where "rG0 represents the standard state Gibbs free energy
of reaction, R is the gas constant, T is temperature in Kelvins and

Qr stands for the activity product for the natural conditions. The
activity product Qr is given by Eq. (2)

Qr =
∏

a#i,ri (2)

Where ai stands for the activity of the ith constituent of the reac-
tion r, and # i,r represents the stoichiometric reaction coefficient
(negative for reactants, positive for products). Activities are derived
from concentrations through the extended Debye-Huckel equa-
tion for activity coefficients. Thermodynamic and hydrodynamic
modelling were performed on R [77] using the CHNOSZ database
[12] and ReacTran [69], gsw [37] and marelac [70] packages. The
metabolic pathways and reactions considered in this work are listed
in Table 2.

Concentrations of the chemical species at various temperatures
were determined following two approaches. 1) When available,
we used in situ data collected along the mixing gradient between
end member hydrothermal fluid at Aisics chimney and surrounding
seawater using the PEPITO water sampler [8], coupled to an oxy-
gen Aanderaa optode and the CHEMINI in situ chemical analyser for
total sulphide concentrations [79]. 2) When not available, a simple
hydrodynamic model was used to predict dilution processes along
the mixing gradient and calculate concentrations assuming simple
mixing (i.e. no reaction) between the hydrothermal fluid and the
surrounding seawater. Values of the end-member fluid are based
on the literature [6,61] or inferred from other hydrothermal sites
when no data are available on Aisics ([19] for elemental sulphur).
In situ data were collected during the MOMARSAT 2015 cruise on
board R/V Pourquoi Pas? [65]. Fluid samples were analysed back on
shore for nitrate, sulphate and thiosulphate concentrations using
anion chromatography as described by Webster et al. [80].

Concentrations of the end-member fluid might have changed
since the strain was initially collected in 2008. However reported
concentrations of Aisics high temperature fluids show limited vari-
ability [6,61] and we therefore expect only minor alteration of the
distribution of chemical species along the mixing gradient over the
years.

The effect of temperature on specific growth rate was stud-
ied using Arrhenius plots and Q10 values that were calculated as
described by Roussel et al. 2015 [62]. Statistical analysis and mul-
tiple peek fitting were performed using Origin 2016 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA) with the multiple peak fit tool
using the Gauss peak function.

Genome sequencing and analysis

Genomic DNA of strain MO1340T was isolated by PCI extraction
[82] from cells grown on thiosulphate and oxygen at 70 ◦C. 16S
rRNA gene was amplified by PCR using bacterial primers E8F and
U1492R [13]. The gene was sequenced in triplicate using Sanger
technology (Eurofins, Germany). Gene sequence (1444 bp) was
deposited in the GenBank/EMBL/DDBJ databases under accession
number MT376293.

The 16S rRNA sequences from strain MO1340T and 11 of the
closest Hydrogenothermales obtained by BLASTN search were then
edited (1364 bases) in the Geneious v10.2.3 program and aligned
using MUSCLE program [15,36]. Phylogenetic reconstructions were
made on the basis of evolutionary distance using neighbour-joining
[63] and maximum-likelihood methods with Tamura-Nei correc-
tion (respectively modelled with G and G + I parameters) using the
MEGA 7 software [38,75]. The reliability of internal branches was
assessed using the bootstrap method with 1000 replicates [17].

Genome sequence determination of strain MO1340T was car-
ried out using Illumina HiSeq technology (Eurofins Scientific,
Germany). Genome assembly was performed using spades v.3.13.0
([3]). Completion and contamination were assessed using CheckM
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Fig. 1. Transmission electron micrograph of a cell of Persephonella atlantica strain
MO1340T showing the polar flagellum. Scale bar represents 0.5 !m.

[56] and quality of the genome sequence was checked using the
Quality Assessment Tool for Genome Assemblies (QUAST) [30].
Genome was annotated using PGAP (Prokaryotic Genome Anno-
tation Pipeline) [76]. Average Nucleotide Identity (ANI) values
were calculated with the OrthoANIu algorithm [87] and can accu-
rately replace DNA–DNA hybridization values for strains for which
genome sequences are available [24].

Results and discussion

Morphology and physiology of strain MO1340T

Strain MO1340T morphological, physiological, genomic and
metabolic features and those of its closest relatives within the
phylum Aquificota, family Hydrogenothermaceae are presented in
Table 1. Cells of strain MO1340T were Gram-negative short rods
from 1.4 - 2.2 (SD = 0.42 !m, n = 33) !m length and from 0.5-0.8 !m
width (SD = 0.13 !m, n = 33), and were in the range of cell sizes
reported for the other Persephonella species (Table 1). Irregular
cocci were frequently observed at temperatures close to the lim-
its for growth. TEM observation showed that one-third of the cells
had a single polar flagellum (Fig. 1). However, motility was rarely
observed, in most cases for dividing cells and in medium contain-
ing elemental sulphur. On solid media, round and orange colonies
(1 mm in diameter) were observed after 1 to 3 days whereas cul-
tures in liquid media were colourless.

Growth was observed for strain MO1340T at NaCl concentra-
tions ranging from 1.5 to 3.5 % (w/v) with an optimum at 2.5
% and at pH between 5.3 and 7.0 with an optimum around 6.5,
suggesting these microorganisms are mostly adapted to habitats
where the hydrothermal fluid mixes with the seawater. Although
strain MO1340T was characterized for these parameters in pres-
ence of thiosulphate and dioxygen, optimal NaCl concentration
and pH for growth were similar to those obtained for all of Perse-
phonella species grown with hydrogen and nitrate (i.e. NaCl : 2.5 %
; pH : 6.0 to 7.2; Table 1). However, as detailed in the last section
“Physiological and metabolic adaptation to a contrasted environment”,
the optimal growth temperature (i.e. 65 to 75 ◦C) and dioxygen
dissolved concentration (i.e. 11.4 to 119.7 !M) were substrate-
dependent.

Insights into the metabolism of Persephonella strain MO1340T

Like other Persephonella isolates, strain MO1340T was able to
grow chemolithoautotrophically on various inorganic catabolic
substrates. This includes oxidation of reduced-sulphur compounds,
hydrogen-oxidation, aerobic respiration or nitrate-reduction
[25,50]. The isolate grew in microaerophilic conditions with thio-

sulphate (10 mM), elemental sulphur (1 % w/v) or hydrogen
(dissolved concentration 820.7 !M). Interestingly, the optimal oxy-
gen concentrations varied according to electron donor and acceptor
(optimum dissolved concentrations from 11.4 to 119.7 !M at
70 ◦C). Strain MO1340T was also able to grow anaerobically with
hydrogen as electron donor (dissolved concentration 820.7 !M)
using nitrate (8 mM) as final electron acceptor. In order to com-
pare strain MO1340T to its closest relative, growth requirements
were also tested in the same conditions using P. hydrogeniphila
29WT (DSM 15103). Although P. hydrogeniphila 29WT was initially
described as only capable of using hydrogen as electron donor [50],
growth kinetic showed it could also oxidise thiosulphate to sul-
phate with oxygen as electron acceptor (Fig. SM 1, Table 2), which is
congruent with the presence in its genome of core genes soxABXYZ
(GenBank accession number: PRJEB22457). Moreover, no aerobic or
anaerobic growth was observed for Persephonella strain MO1340T

in the presence of all tested organic carbon sources (yeast extract,
peptone, glucose, sucrose, fructose, lactose, or sorbitol) even in
presence of carbon dioxide. In the absence of vitamins, growth was
not inhibited, even after five subcultures, showing strain MO1340T

is a strict autotroph using only carbon dioxide as sole carbon source
as defined by Srinivasan et al. [71].

Substrates consumption and metabolites production by strain
MO1340T were measured in order to establish stoichiometry of
each catabolic reaction and infer the associated standard Gibbs
energy. Measured stoichiometry were consistent with the reac-
tions described by Amend et al. [2] (Table 2), excepted for aerobic
elemental sulphur oxidation where discrepancies were observed.
We hypothesize that it might result from unquantified intracellular
metabolic intermediates accumulation. For anaerobic hydrogen-
depended denitrification, strain MO1340T realised a complete
reduction of nitrate to nitrogen without accumulation of nitrite,
nitrous oxide or ammonium which is consistent with previous
studies on P. hydrogeniphila 29WT [50]. Moreover, in order to
accurately determine the reaction involved in aerobic hydrogen
oxidation, as the end-product of aerobic hydrogen oxidation can
either be water (2 H2 + O2→ 2 H2O) or hydrogen peroxide (H2 +
O2→ H2O2) [78], hydrogen peroxide production was assessed. As
no production of hydrogen peroxide was detected, strain MO1340T

can probably perform the Knallgas reaction as commonly described
for other Aquificota [27,28]. Thermodynamic calculations based on
the geochemical conditions measured in situ at Lucky Strike vent
field showed that energy provided by this reaction could reach -
280 kJ/mol (Table 2), suggesting aerobic hydrogen oxidation could
be a significant metabolism in hydrothermal ecosystems [44,66].

Physiological and metabolic adaptation to a contrasted
environment

Growth rate measurements showed that strain MO1340T exhib-
ited different responses to temperature depending on the catabolic
reactions involved. Optimal growth temperatures were respec-
tively 65, 70, 70-75 and 75 ◦C for the following redox couples:
S0/O2, S2O3

2-/O2, H2/O2, H2/NO3
-. All curves for the determina-

tion of optimal growth temperature presented a plateau between
5 and 15 ◦C below the optimal growth temperature (Fig. 2). This
curve shape was also previously observed for P. hydrogeniphila
29WT (supplementary data in ref. [50]) that is the closest rel-
ative of strain MO1340T. Arrhenius plots obtained from data of
optimal growth temperature experiments on strain MO1340T also
revealed two distinct slopes at sub-optimum temperatures sepa-
rated by a “critical temperature” instead of a single linear slope
(Fig. SM 2). Various microorganisms exhibiting growth that does
not meet the square root equation [57] have also been described
in studies of mesophilic and thermophilic and psychrophilic Bacte-
ria [26,48,53]. Wiegel et al. suggested that these broken Arrhenius
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Table 1
Comparison of some characteristics of strain MO1340T with other closest marine strains within the family Hydrogenothermaceae. Strain MO1340T (this study); Persephonella
hydrogeniphila 29WT [50]; P. marina EX-H1T [25]; P. guaymasensis EX-H2T [25]; Hydrogenothermus marinus VM1T [72]; +, positive; -, negative; *, only with O2 as electron
acceptor; **, shown in this study; a, culture grown with S0/O2; b, culture grown with S2O3

2-/O2 ; c, culture grown with H2/O2 ; d, culture grown with H2/NO3- ; Inconsistent
growth; ND, not determined. Oxygen concentration presented was calculated in gas phase. DNA G + C content was calculated from genome analysis.

Characteristics Strain MO1340 P. hydrogeniphila 29WT P. marina EX-H1T P. guaymasensisEX-H2T Hydrogenothermus
marinus VM1T

Cell morphology rods rods - cocci rods rods rods
Cell size (length/width
!m)

1.4-2.2 / 0.5-0.8 2.3-2.7 / 0.9-1 2-4 / 0.3-0.4 2-4 / 0.3-0.4 2-4 / 1-1.5

Motility + + + + +
Temperature range 50-75a ; 45-80bd ;

55-80c
50-72.5d 55-90d 60-80d 65c

Temperature optimum
(◦C)

65a ; 70b ; 70-75c ; 75d 70d 70d 75d 45-80c

pH optimum 6.5b 7.2d 6d 6d 5-7c

pH range 5.30 - 7b 5.5-7.6d 4.7-7.5d 4.7-7.5d 5-7c

NaCl optimum (% w/v) 2.5b 2.5d 2.5d 2.5d 2-3c

NaCl range (% w/v) 1.5-3.5b 1.5-5.0d 1.0-4.5d 1.0-4.5d 0.5-6c

O2 optimum (mM) 7.36a ; 3.68b ; 0.7c 0.63-0.84c 0.97-1.45c 0.97-1.45c 0.69-1.38c

O2 range (mM) 0.52-> 11a ; 0,52-10.5b

; ND-3.5c
0.10-1.05c ND-< 4.53c ND-< 5.32c 0.34-5.53c

Electron donors H2, S2O3
2- *, S0* H2, S2O3

2-** H2, S2O3
2-*, S0* H2, S2O3

2-*, S0* H2

Electron acceptors NO3
-, O2 NO3

-, O2 NO3
-, O2, S0, SO4

2- ¤,
acetate ¤

NO3
-, O2 O2

Genome accession
number

JAACYA000000000 NZ OBEI00000000 NC 012440 - NZ REFO00000000

G + C content (mol%) 37.1 35.1 37.1 - 27.7
Size (Mb) 1.89 2.0 1.98 - 1.60
No. of contigs 5 19 2 - 19
No. of ORFs 2028 2130 2083 - 1713

Table 2
Summary of catabolic reactions performed by Persephonella atlantica strain MO1340T and physiological parameters according to substrates couples. Optimal temperature
corresponding to the two peaks observed by bimodal Gauss fitting of growth curves reported in Fig. 3. Putative in situ"Gr values at 72 ◦C were calculated at optimal growth
temperature of the reactions, using the high concentration range from Rommeveaux et al [61].

Reaction Optimal growth
temperature
(range) ◦C

1st and 2nd peak
from bimodal fitted
curves (◦C) ¤

Optimal O2

concentration in
gas phase (range)
mM

Optimal dissolved
O2 concentration
(range) !M

Q10 (range of
linearity on
Arrhenius plot, ◦C)

"Gr (kJ/mol)

S0 + 1.5
O2 + H2O → SO4

2- + 2
H+

65
(55-80)

56.3-67.4 7.36
(0.52-> 11)

119.7
(8.5-> 179.5)

1,53
(55-65)

−517

S2O3
2- + 2 O2 + H2O

→ 2 SO4
2- + 2 H+

70
(45-80)

52.7-68.8 3.68
(0.52-10.5)

59.8
(8.5-170.9)

1,18
(50-70)

−731

2 H2 + O2 + → 2 H2O 70-75
(55-80)

63.7-74.1 0.7
(ND-< 3.5)

11.4
(ND-< 57)

1,3
(60-75)

−280

2.5 H2 + NO3
− + H+ → 0.5

N2 + 3 H2O
75
(45-80)

59.8-74.2 ND ND 1,33
(55-75)

−271

Fig. 2. Effect of temperature (◦C) on the specific growth rate (h-1) of Persephonella atlantica strain MO1340T. Cells were grown on (a) S0/O2; (b) S2O3
2-/O2; (c) H2/O2; (d)

H2/NO3
-. Black lines correspond to experimental curves. Green and red lines correspond to bimodal fitted curves. Standard errors based on triplicate experiments are shown

for each condition.
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Fig. 3. Schematic comparison of optimal temperatures and O2 concentrations for Persephonella atlantica strain MO1340T depending on catabolic substrates and in situ
thermal and chemical gradients observed during the mixing of hydrothermal fluid and seawater. Concentration of chemicals species correspond to the maximal concentrations
measured in situ or calculated for the hydrothermal physico-chemical gradient between 5 and 153 ◦C (details in section Thermodynamic calculations and Arrhenius parameters).

plots could be the consequence of the expression of different sets of
key enzymes capable of undergoing conformational changes at dif-
ferent temperatures [83–85]. Moreover, the effect of temperature
on the specific growth rate fitted different bimodal Gaussian pat-
terns (R2 = 0.96 to 1) depending on the catabolic pathway (Fig. 2).
Each bimodal pair could be grouped according to the compo-
sition of the electron donor involved (i.e. sulphur or hydrogen;
Fig. 2). For sulphur based electron donors (i.e. elemental sulphur
and thiosulphate) both peaks were comprised between 52.7–56.3
and 67.4–68.8 ◦C, whereas for hydrogen both peaks were com-
prised between 59.8–63.7 and 74.1–74.2 (Table 2 and Fig. 2),
suggesting that the ≈7 ◦C shift depending on the electron donor
could be the consequence of a different temperature range for
the enzymes involved in each catabolic pathways (Sox enzymes
or hydrogenases). For example, it was shown for Hydrogenobac-
ter thermophilus, another member of phylum Aquificota, but in the
order Aquificales, which presents physiological characteristics close
to those of strain MO1340T [35], that the Sox enzymes implied
in aerobic thiosulphate oxidation exhibited an optimal activity at
lower temperature than the nitrite reductase (respectively 60 and
70–75 ◦C) [64,73].

Oxygen requirements of strain MO1340T also depended on the
electron donor used. The optimal dissolved oxygen concentration
was 11.4 !M (0.7 mM in gas phase) for hydrogen oxidation, and was
comparable to other Persephonella species (0.73 to 1.21 mM in gas
phase) in the same culture conditions [25,50]. However this value
was 5 to 11 fold higher in the presence of thiosulphate or elemental
sulphur, respectively 59.8 and 119.7 !M (3.68 and 7.36 mM in gas
phase). Comparison of growth parameters of each catabolic reac-
tion performed by strain MO1340T showed that optimal growth
temperature and optimal oxygen concentration were inversely cor-
related (Table 2 and Fig. 3). For example, oxidation of sulphur
species such as thiosulphate and elemental sulphur allowed growth
at higher oxygen concentration and at lower temperature (respec-
tively 59.8 and 119.7 !M dissolved oxygen and 65/70 ◦C) whereas
hydrogen oxidation coupled to oxygen reduction was optimal with
only 11.4 !M oxygen at 70-75 ◦C. Anaerobic hydrogen oxidation
coupled to nitrate reduction was optimal at a higher tempera-
ture (75 ◦C) compared to microaerophilic metabolisms. This inverse
relationship between temperature and oxygen concentration was
congruent with the geochemical gradients observed in situ where
oxygen depletion occurs as temperature increases along the mixing
gradient between the cold deep seawater and the hot hydrothermal
fluid that is expelled at the seafloor (Fig. 3).

In order to estimate the energy provided by catabolic reactions
performed by strain MO1340T in natural settings, thermodynamic
calculations were taken into consideration. We used in situ data col-
lected along the mixing between seawater and the hydrothermal
fluid from Lucky Strike, the site from which the strain was iso-
lated. When data were not available, we used a numerical model to
predict dilution of the substrates considered along the mixing gra-
dient. The observed and predicted thermal and chemical gradients
in the mixing zone were used as proxies to determine the geochem-
ical settings of hydrothermal chimneys, in order to calculate the
Gibbs free energy under in situ conditions ("Gr) for each catabolic
reaction of strain MO1340T at its optimal temperature (Table 2).
Elemental sulphur and thiosulphate oxidation reactions were the
most energetic (respectively -517 and -731 kJ/mol) compared to
aerobic and anaerobic hydrogen oxidation reactions (respectively
-280 and -271 kJ/mol). Comparison of the "Gr values over a large
temperature range from 5 to 153 ◦C (Fig. SM 3) showed that
energy gained from elemental sulphur and thiosulphate oxidation
decreased as the temperature increased due to oxygen depletion, in
contrast to aerobic and anaerobic hydrogen oxidation, which was
more energetic at higher temperature. This is consistent with opti-
mal temperature measurements of strain MO1340T that showed a
faster growth for oxidation of sulphur compounds at lower temper-
ature than for aerobic and anaerobic hydrogen oxidation. Moreover,
for aerobic hydrogen oxidation, the optimal"Gr value was reached
at temperature above 72 ◦C (-280 kJ/mol, Fig. SM 3), which was
congruent with the experimental results on strain MO1340T that
presented an optimal growth temperature at 70–75 ◦C when grown
on these substrates. However, the calculated Gibbs free energies
in in situ conditions do not fully explain this phenomenon but
rather provide tendencies. Several reasons may explain slight dis-
crepancies. First, the temperatures and substrate concentrations
used in the "Gr calculations are predicted from the mixing gra-
dient between the end-member hydrothermal fluid expulsed at
the seafloor and the surrounding seawater, i.e. within an open
media. This might not exactly reproduce the conditions prevailing
in a hydrothermal chimney, where chemical and thermal gradient
are squeezed due to the structure and porosity of the chimneys
[11]. For species derived from the simple dilution model (elemen-
tal sulphur, hydrogen and nitrogen), biotic and abiotic reactions
may occur early along the mixing gradient including precipita-
tion and solubilisation processes further altering the distribution of
electron donors and acceptors along dilution [40]. However, good
convergence between theoretical and in situ sulphate distribution
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Fig. 4. Phylogenetic tree of members of order Aquificales based on 16S rRNA gene sequences (1364 bp) showing the position of Persephonella atlantica strain MO1340T among
related species. Trees reconstructed using the neighbour-joining (NJ) and maximum-likelihood (ML) methods displayed the same topology. Bootstrap values (shown in the
order NJ/ML) are given to the left of each node. Bar represents 0.02 changes per nucleotide position. Numbers in parentheses are GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers.

(Fig. SM 4) gives us confidence that model outputs are sufficient to
set a reliable baseline for thermodynamic calculations. More com-
plex thermodynamic modelling including anabolic and dissipation
energy requirements and effect of substrate availability would be
necessary to fully resolve microbial growth rates close to incubation
observations.

The physical and chemical conditions along the hydrother-
mal gradient shape the taxonomic and functional distribution
of microbial communities in hydrothermal vents [41,45,46]. For
example, aerobic mesophiles are frequently observed in the periph-
ery of chimneys whereas anaerobic hyperthermophiles are present
in inner parts [10,74], with some exceptions depending on the
structure and porosity of chimneys [52]. Unlike strict aerobes
or anaerobes that could only colonize specific microhabitats in
hydrothermal chimneys, metabolically versatile Aquificota strain
MO1340T could settle in contrasted parts of chimneys due to its
ability to use different electron acceptors (i.e. oxygen or nitrate).
This capacity to colonize numerous microhabitats in hydrothermal
ecosystems was confirmed by microbial diversity analysis using
high-throughput sequencing that showed the presence of phylo-
types related to strain MO1340T in chimneys and associated fluids
from the gradient at five sites of the Lucky Strike vent field (unpub-
lished results). As for Aquificota, Campylobacterota (previously
included in the former phylum Epsilonbacteraeota) also exhibit sim-
ilar catabolisms such as oxidation of reduced sulphur compounds
and hydrogen with both oxygen and nitrate [5]. Hence, these
versatile chemolithoautotrophic microbial communities thrive in
a wide range of habitats along the hydrothermal gradient and
therefore probably drive a significant fraction of the primary pro-
duction at deep-sea hydrothermal systems [5,49,60,68]. Moreover,
it has also been suggested that a specific distribution within
these different taxonomic groups could also occur along the
hydrothermal fluid gradient. For example, within Campylobac-
terota, Campylobacterales seem to thrive at lower temperatures (i.e.
from 20 ◦C to 40 ◦C) whereas Nautiliales could colonise habitats
between 40 ◦C to 60 ◦C [5,20]. Aquificota could dominate niches
exceeding 60 ◦C as they also show a wide catabolic and temper-
ature adaptation that follows the hydrothermal gradient as for
strain MO1340T. This metabolic versatility and their broad tem-
perature range could therefore provide an ecological advantage
in colonizing such a dynamic part of the ecosystem compared
to other chemoautotrophic microorganisms (Fig. 3). More com-
prehensive studies should be conducted using combination of
physiological, genomic, and ecological approaches focusing this
strain and others members of phylum Aquificota and Epsilonbac-
teraeota.

Genomic features and phylogenetic position

The draft genome of strain MO1340T (5 contigs > 500 bp, cov-
erage 840 x) has been deposited in GenBank/EMBL/DDBJ under the
accession number JAACYA000000000. The genome characteristics
such as size (1.892.283 bp, 99.59 % completion, 1.68 % contamina-
tion) average DNA G + C content (37.07 mol%) and number of coding
sequences (2028 CDS) were comparable with those of previously
sequenced genomes of Persephonella strains (Table 1). ANI values
with P. hydrogeniphila 29WT and P. marina EX-H1T (respectively
75.66 % and 72.97 %) were well below the threshold (95-96 %) for
differentiating species [7].

Analysis of draft genome of strain MO1340T also provided
details on the metabolic pathways involved in sulphur and hydro-
gen oxidation, nitrogen and oxygen reduction, and in carbon
fixation. Thiosulphate oxidation may be performed by the sox path-
way [21,22] as all core genes soxABXYZ were present, excepted
for soxCD genes that were not detected. Although it was shown
that organisms that lack soxCD genes are often unable to com-
pletely oxidise thiosulphate to sulphate [23,67], strain MO1340T

produced sulphate in stoichiometric quantities to the amount
of thiosulphate added, suggesting an alternative pathway that
could complete oxidation to sulphate. Numerous genes encoding
hydrogenases were also detected, including [Ni-Fe]-Hydrogenases-
genes, which is consistent with the ability of the strain to oxidise
hydrogen. More than 30 genes encoding for cytochromes (bc, c,
c1, c3, cbb3 and d -type) were detected and were probably spe-
cific to the strain microaerophilic lifestyle. In anaerobic conditions,
a complete reduction of nitrate was achieved as genes encoding
nitrate reductase (NapAGH), nitrite reductase (NirS), nitrite oxide
reductase (Nor) and nitrous oxide reductase (NosZD) were present.
Autotrophic carbon dioxide fixation is performed using the “A-
type” reductive tricarboxylic acid (rTCA) cycle, like others members
of genus Persephonella and family Hydrogenothermaceae [32,59]. As
for the Calvin-Benson-Bassham cycle, the rTCA cycle is one of the
dominant carbon fixation pathways in hydrothermal vents [33,43],
although it seems more adapted to high-temperature and low oxy-
gen environments, which is congruent with the physiology of strain
MO1340T [4,33,49].

In dynamic hydrothermal ecosystems, the flagella-mediated
motility and chemotaxis are essential for microorganisms to
respond to variation of environmental conditions (e.g. pH, temper-
ature) and to find substrates for growth (for e.g. [86]). Microscopic
observations showed motile cells were mainly observed in medium
containing elemental sulphur, suggesting a close relationship
between flagella and sulphur-oxidizing systems as previously



D.X. François, A. Godfroy, C. Mathien et al. Systematic and Applied Microbiology 44 (2021) 126176

Table 3
Description of Persephonella atlantica sp. nov.

Genus name Persephonella

Species name Persephonella atlantica
Specific epithet atlantica
Species status sp. nov.
Species etymology at.lan’ti.ca. L. fem. adj. atlantica for being isolated from the Atlantic Ocean
Description of the new taxon and diagnostic traits Gram-negative cells, motile short rods with a mean length of 1.4-2.2 !m and a width of 0.5-0.8 !m. Colonies

are orange, round and regular with a diameter of 1 mm. Strict chemolithoautotroph growing in
microaerophilic or anaerobic conditions. No heterotophic or mixotrophic growth was observed. Vitamins or
organic chelators are not necessary for growth. Uses hydrogen, thiosulphate or elemental sulphur with
oxygen as electron acceptor. Sulphate is produced from oxidation of sulphur compounds. Hydrogen can also
be coupled to nitrate reduction, producing nitrogen. Growth was observed for strain MO1340T at NaCl
concentrations ranging from 1.5 to 4.5 % (w/v) with an optimum at 2.5 % and at pH between 5.3 and 7.0 with
an optimum around 6.5. Optimal growth temperature is respectively 65, 70, 70-75 and 75 ◦C, and optimal
dissolved oxygen concentration is 119.7, 59.8, 11.4 and <0.2 !M for the following redox couples: S◦/O2,
S2O3

2-/O2, H2/O2, H2/NO3-.
Country of origin EEZ Portugal
Region of origin Lucky Strike hydrothermal field
Date of isolation (dd/mm/yyyy) 29/01/2018
Source of isolation Black smoker chimney
Sampling date (dd/mm/yyyy) 12/08/2008
Latitude (xx◦xx′xx′′N/S) 37◦ 17’ 20.26” N
Longitude (xx◦xx′xx′′E/W) 32◦ 16’ 32.05” W
16S rRNA gene accession nr. MT376293
Genome accession number JAACYA000000000
Genome status Incomplete (5 contigs > 500 bp)
Genome size 1.892.283 bp
GC mol% 37.07
Number of strains in study 1
Information related to the Nagoya Protocol MOMAR 2008 oceanographic cruise. Nota verbal n◦2406 June 02 2008 from ministerio dos négocios

estrangeiros Portugal
Designation of the Type Strain MO1340T

Strain Collection Numbers UBOCC-M-3359T = JCM 34026T

observed for Acidithiobacillus spp. [86]. This link was confirmed by
the presence in the genome of strain MO1340T of several genes
implied in motility or chemotaxis (FlgGAHIJBC, FlhAFB, FliGMNEFR)
that clustered with genes encoding transcriptional regulators, such
as sigma factors, or genes responsible for chemotaxis (CheZ, CheA,
CheW and CheV). Regulation of motility and chemotaxis by sul-
phur may therefore also contribute to surface colonisation of
microniches in hydrothermal chimneys.

Based on phylogenetic analyses of the 16 rRNA gene sequence
(Fig. 4), strain MO1340T belongs to the genus Persephonella, fam-
ily Hydrogenothermaceae order Hydrogenothermales. The closest
described species are P. hydrogeniphila 29WT, P. marina EX-H1T and
P. guaymasensis EX-H2T with respectively 95.5 %, 93.8 % and 94.0
% 16S rRNA gene sequence similarity. These values are below the
previously published cut-off threshold of 98.7 % for species delin-
eation, which is congruent with ANI values to other species in the
genus [7]. AAI values to other Persephonella spp. fell into the range
of interspecies AAI values confirming its novelty in the genus. On
the basis of its physiological, metabolic and genomic characteris-
tics (Table 3), we propose that strain MO1340T (=UBOCC-M-3359T

= JCM 34026T) represents a novel species within the genus Perse-
phonella, for which we suggest the name Persephonella atlantica sp.
nov, as a reference for being isolated from a hydrothermal vent field
on the Mid-Atlantic Ridge.
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Figure SM 1: Growth kinetic of strain P. hydrogeniphila 29WT (squares) grown on S2O3
2- and O2 ; 

S2O3
2- (triangles), O2 (diamonds) and SO4

2- (rounds) quantities over time. Errors bars based on triplicate 
experiments are shown.
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Figure SM 2: Arrhenius plots calculated from the optimal growth temperature experiments for strain 
MO1340T. Cultures were grown on (a) S0/O2; (b) S2O3

2-/O2; (c) H2/O2; (d) H2/NO3
-. Optimal growth 

temperature and critical temperature are reported above the curves. Red lines represent linear regression 
in the range of linearity reported in table 2. Slope value is indicated on the right.
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Figure SM 3  Calculated Gr values for metabolic reactions performed by strain MO1340T in the thermal 
gradient during mixing of hydrothermal fluid with seawater, using the high concentration range from 
Rommeveaux et al [62]. Reactions from the following substrates: (a) includes all reactions considered; (b) 
elemental sulphur oxidation; (c) thiosulphate oxidation; (d) aerobic hydrogen oxidation; (e) hydrogen 
oxidation coupled to nitrate reduction
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Chapter VII - Discussion, 
perspectives and conclusion 
Background and objectives of the study 

Deep-sea hydrothermal vents represent a unique ecosystem based on chemosynthetic 

microbial communities. The mixing between hot, anoxic and reduced hydrothermal fluid and 

cold and oxygenated seawater creates a thermal gradient and a chemical disequilibrium that 

gathers various potential electron donors and acceptors. This mixing also results in the 

precipitation of minerals which leads to the formation of hydrothermal chimneys. 

Hydrothermal chimneys are heterogeneous structures composed of minerals presenting 

various chemical compositions and a different porosity. The mineralogical composition and 

structure of the chimneys evolve over time due to the successive dissolution and precipitation 

of the minerals depending on the temperature. 

Chemolithoautotrophic microorganisms gain energy from the oxidation of reduced 

compounds present in the hydrothermal fluid, and chemoorganotrophic microorganisms 

consume organic compounds produced in the ecosystem or by abiotic reactions. 

Numerous culture-based studies have led to the isolation of about 200 species of both 

Bacteria and Archaea, and their description provided an insight on their metabolic and 

physiological capacities. Molecular studies shed light on non-culturable lineages, that represent 

an important fraction of the microbial diversity. Studies implying culture-based and culture-

independent approaches have brought information about the ecology of these microbial 

communities. 

However, accessing to the deep-sea hydrothermal vents represent a technical challenge 

which slows down scientific progress in this domain. Hence, temporal and spatial dynamics as 

well as colonization processes of hydrothermal chimneys by microorganisms are still not widely 

understood. 
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Methodological approaches 

The objective of this thesis was to expand the knowledge about these topics. For this 

purpose, we implemented different approaches, which all presented advantages and limitations. 

The value of implementing different approaches was their complementarity. 

Also, we had the rare opportunity to work with samples that were collected from 2008 

to 2019 on the same sites or even on the same chimneys at the hydrothermal vent field Lucky 

Strike. 

Hydrothermal chimneys and proximal plume samples were collected from the sites Tour 

Eiffel (Aisics), Cypres, Y3, White Castle, Montsegur (DEAFS) and Capelinhos, and some of 

these samples were used for realizing continuous cultures in bioreactor on-board. 

The advantage of working with samples collected from the same vent field is that some 

settings like pressure or geological substrates were similar in all the samples. Thus, a 

comparison of the microbial communities was facilitated because fewer parameters had to be 

taken into account. 

A mineralogical characterization of the hydrothermal chimney samples was first 

realized to determine their mineralogical composition, which informed us about the stage of 

growth of the chimneys and the spatial position of the samples inside the structure of the 

chimneys. 

Microbial communities were enriched in three continuous cultures in bioreactor using 

hydrothermal chimney samples as inoculum and proximal plume samples as culture medium. 

The aim was to study culturable hyperthermophilic anaerobes in controlled conditions, and to 

study the influence of the chimneys and proximal plume samples on the structure of enriched 

communities. Compared to classic batch cultures, complex communities have been enriched 

and maintained from 11 to 19 days. 

A molecular study implying 16S rRNA genes sequencing was set up to identify the 

Archaea and Bacteria from hydrothermal chimneys and proximal plumes samples, and also 

from the communities enriched in bioreactor. We could study and compare the structure and 

diversity of the microbial communities from these three types of samples. It produced data 

about the culturable and non-culturable microorganisms, however, being a molecular approach 

we could not acquire reliable functional information about microbial communities. 

MPN enrichments were performed to estimate the concentration of viable and culturable 

microorganisms from four hydrothermal chimney samples representative of the two main 
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growth stages of chimneys. Various conditions of temperature and substrates availability were 

set up to allow the growth of microorganisms presenting different metabolic and physiological 

characteristics. Because it is a cultural approach, only a small fraction of the microbial diversity 

could be assessed by this method. 

 Activity measurements were realized using three chimney samples, the same as for 

MPN enrichments. It allowed us to determine the autotrophic and heterotrophic carbon fixation 

rates by microbial communities at four temperatures. Being also a cultural approach, only the 

culturable microorganisms contributed to carbon fixation rates measurements. 

 Enrichment and isolation cultures targeting sulfur-oxidizing Bacteria were performed 

and led to the isolation of a strain of the genus Persephonella. This strain was described as the 

type strain of a new species, Persephonella atlantica. A detailed study of its physiological and 

metabolic capacities was realized. The results were then compared to the physico-chemical 

conditions prevailing in hydrothermal vents, to study the adaptation of strain MO1340 to the 

hydrothermal environments. 

 The results of these different approach are compared and discussed in the present 

chapter. 

 

Discussing the terms temporal and spatial dynamics in the context of our study 
 

 The subject of this thesis concerned the spatial and temporal dynamics of microbial 

communities from hydrothermal chimneys. The terms “spatial and temporal dynamics” are 

generic and must be defined before completing the discussion. 

 Spatial dynamics of microbial communities from hydrothermal chimneys can be studied 

at different scales. In the case of the present study, the sampling was realized on chimneys from 

six hydrothermal sites of Lucky Strike, sampled over several years. Hence, we do not compare 

the microbial communities of different vent fields. Instead, we compared the communities 

between different sites within the same vent field. Also, the methodology employed made 

possible a comparison of microbial communities between the different parts of hydrothermal 

chimneys, and between the communities from hydrothermal chimneys and proximal plume. 

 The sampling of hydrothermal chimneys consisted in collecting the upper part (sulfate-

dominant) and basis (sulfide-dominant) of the chimneys. We did not subsampled the different 

parts of the chimneys (central conduct, external parts…) so we could not accurately identify 

which parts of the basis of chimneys were sampled. However, the mineral composition of the 

chimney samples has brought information to infer the zones where they were likely collected. 
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 The use of the term “temporal dynamics” may be questioned because we did not really 

study the evolution of microbial communities from hydrothermal chimneys over time. Even if 

the samples were collected over different years, from 2008 to 2019, a comparison of the 

microbial communities according to the year of sampling should not be realized for different 

reasons. First, the time scale of approximately one year is not consistent with the time scale of 

microbial growth (from tenth of minutes to hours or days), or with the time scale of chimneys 

growth (from weeks to tenth of years). Moreover, the microbial communities from samples 

collected at successive years do not represent the natural succession of microbial communities 

because, at each sampling, a part of the chimneys was removed and a different part was sampled 

the next year. 

 Instead, we determined the mineralogical composition of the hydrothermal chimney 

samples to identify the stage of growth of the chimneys. The evolution of the mineralogy of 

chimneys was documented by different studies so it represents a reliable information (Haymon, 

1983, Turner & Campbell, 1987, Humphris & Kleinrock, 1996, Xiaotong & Huaiyang, 2005, 

Meng et al., 2018). Hence, the notion of temporality was given by the stage of growth of the 

chimneys rather than by the year of sampling, and we compared “young sulfate chimneys” to 

“mature sulfide chimneys”. We can conclude that the microbial communities were probably 

more influenced by changes in physico-chemical conditions of their environment than by the 

time strictly speaking. Because the hydrothermal chimneys evolve over time, we will continue 

to use the term “temporal dynamics” during the following discussion but one should keep in 

mind that the time scale of our study is binary in reality and concerns “young sulfate chimneys” 

and “mature sulfide chimneys”. 

 

 It was possible to use the results of mineralogical analyses as a basis to study the 

temporal and spatial dynamics of microbial communities, in some cases that are discussed in 

the following sections, but the methodological approach also presented limitations. 

 The time scale defined by sulfate- and sulfide-dominant chimney samples was clear and 

reliable as it corresponds to the two main stages of growth of the hydrothermal chimneys, that 

are well defined and correspond to contrasted structures and mineralogical composition. 

However, it was not possible to study the colonization of hydrothermal chimneys by 

microorganisms because the chimney samples were collected during variable periods after the 

precipitation of anhydrite, that were determined so we could not know if the microbial 

communities studied were the first colonizers of if a succession of communities had already 
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occurred. In the context of the sample M17 Ais 3 the anhydrite precipitate took 9 days to be 

formed so it was the sole sample for which we could study the early steps of microbial 

colonization. However the PCR amplification of the DNA extracted from this sample failed, so 

we assumed that the microbial biomass was too low. 

 The spatial scale was also an issue for studying the microbial communities. Indeed, the 

thermal and chemical gradients caused by the mixing between hydrothermal fluid and seawater 

is established at a small scale in the chimneys, from millimetres to centimetres. Hence, even if 

the link between the mineralogical composition of the samples and their position in the structure 

of the hydrothermal chimneys is reliable, the mass of chimneys (8 or 40 grams) used in our 

study corresponds to a volume that is too large as it likely gathers different microbial 

communities. It would explain why we did not observe clear differences between the microbial 

communities from the samples of the mineralogical classes 2 and 4. 

 

Different approaches for similar results 
 

 Molecular and cultural techniques were employed during this study to benefit from their 

advantages and to compensate for their respective limitations. Some of the results obtained by 

these different methodological approaches were consistent, which supports their reliability.  

 

 First, metabarcoding results have shown that the microbial communities from sulfate 

and sulfide chimney samples were similar at different levels. We did not identify taxa that were 

specifically associated to a mineralogical class, and the ordination methods also could not 

discriminate the microbial communities based on the mineralogy of the chimney samples. The 

same observations were made regarding the sites from which the samples were taken. The 

results from MPN enrichments have also shown that almost all the taxa enriched were present 

within the sulfate chimney sampled on the Aisics and Montsegur sites and within the sulfide 

chimney sampled on the Aisics and Capelinhos sites, and that they implemented similar 

metabolisms. Hence, it indicates that there are no, or few taxa that are specific to a growth stage 

of the chimneys or to a site of the Lucky Strike vent field. 

 

 Even if the taxonomic diversity was similar, we observed differences among the 

structure of microbial communities in sulfate and sulfide chimneys. The alpha-diversity of 

archaeal communities was shown to be significantly higher in sulfide chimney samples 

compared to sulfate chimneys according to metabarcoding results. This was not observed for 
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the bacterial communities. However, for both Archaea and Bacteria, the communities presented 

a higher variability among the sulfide chimney samples compared to sulfate chimneys. In MPN 

enrichments, it seemed that the number of different taxa was higher in sulfide chimney samples 

because we often observed the enrichment of at least two taxa among the three replicates of 

each condition, or the co-occurrence of Bacteria and Archaea in the same vial. 

 This is consistent with the mineralogical composition of the chimney samples. The 

chimney samples of mineralogical class 1 presented homogenous composition and were mainly 

constituted by anhydrite. On the contrary, sulfide chimney samples were composed of diverse 

minerals in various proportions, which is explained by the heterogeneous structure of sulfide 

chimneys. Indeed, the inner parts of the chimneys are represented by high temperature zones, 

where the anoxic hydrothermal fluid is dominant compared to seawater. The inverse 

phenomenon is observed in the external parts of the chimneys in contact with cold and 

oxygenated seawater. 

 Thus, the replacement of sulfates by sulfides during the growth of the chimneys 

probably leads to the formations of diverse micro-habitats presenting different physico-

chemicals conditions. We can assume that this evolution of the chimneys structure explains the 

higher diversity and variability of microbial communities in sulfide chimneys compared to the 

sulfate chimneys that are inhabited by similar microbial communities, composed mostly of the 

same phylotypes. 

 

 Results from MPN enrichments and activity measurement experiments have shown that 

in addition to the taxonomic diversity of the microbial communities, the concentration of 

culturable microorganisms and their activity also varied among the two growth stages of 

hydrothermal chimneys. The concentration of culturable mesophiles was higher in chimney 

samples according to the estimation of MPN enrichments compared to the concentration of 

culturable thermophiles and hyperthermophiles. This was especially noticeable for the sulfate 

chimney samples. The carbon fixation rates also decreased with the increase of temperature, 

especially for the autotrophic carbon fixation rate that dropped between 30 and 60 °C. Thus, 

the microbial communities from hydrothermal chimneys seemed to be dominated by 

autotrophic mesophiles, including the genus Sulfurimonas. 

 

 Independently of the taxonomy and metabolic or physiological traits of the 

microorganisms, MPN enrichments have shown that the culturable cell concentration was 

significantly higher in sulfide chimney samples compared to sulfate chimney samples. Due to 
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technical challenges, we could not set up more accurate quantitative methods that do not rely 

on a cultural approach, as quantitative PCR or total cell counts. However, some tendencies were 

observed when we tried to amplify by PCR the DNA extracted from chimney samples. Indeed, 

for the majority of the sulfide chimney samples, the DNA extracted could be amplified with the 

primers targeting archaeal or bacterial genes. On the contrary, most of the PCR realized using 

the DNA extracted from sulfate chimney samples failed, or the sequencing reactions resulted 

in a low number of sequences. Even it does not consist of a reliable quantitative method, it may 

suggest that the biomass in the sulfate chimney samples was lower, leading to the recovering 

of a low concentration of DNA which could not be amplified. 

 

 Once compiled, these results are disparate and do not provide a clear answer to the 

problematic of the subject. However, because they were confirmed by different approaches we 

consider that they were reliable enough to constitute the basis of our assumptions. The other 

results were each produced by one method but taken together they provide a better 

understanding of the dynamics of microbial communities in hydrothermal chimneys. 

 

Proposal for a model for spatial and temporal dynamics of microbial communities in 
active hydrothermal vents 
 

 Based on the results obtained during our study and by previous studies, we propose a 

model for spatial and temporal dynamics of microbial communities in active hydrothermal 

vents. Before presenting this model we present in the following sections the diversity and 

structure of microbial communities from the different habitats of hydrothermal vents studied, 

chimneys and proximal plumes. 

 

Microbial communities from hydrothermal proximal plume 
 

 The formation of hydrothermal chimneys results from the precipitation of minerals 

caused by the mixing between hydrothermal fluid and seawater. The proximal plume is the 

immediate result of this mixing and represents a large volume within hydrothermal habitats so 

it comports similar features with hydrothermal chimneys 

 

 According to the data obtained by the diversity study, the archaeal communities from 

the hydrothermal proximal plume were mainly composed of Marine Group-I (MG-I), renamed 
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as Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008). The microorganisms of this lineage are 

present in numerous biotopes and their cultivated members, belonging the genus 

Nitrosopumilus, were described as mesophilic, aerobic and ammonia-oxidizing 

chemolithoautotrophs (Qin et al., 2015, Qin et al., 2017, Santoro et al., 2019). MG-II and MG-

III (in class Thermoplasmata) were also detected in plume samples and may perform 

heterotrophic metabolisms (Rinke et al., 2019, Santoro et al., 2019). The presence of Archaea 

affiliated to these lineages in the seawater around hydrothermal sites has already been shown 

by previous studies (Takai et al., 2004, Crepeau et al., 2011, Roussel et al., 2011). Only a small 

proportion of the sequences was affiliated to thermophilic or hyperthermophilic Archaea so we 

assume that they were expulsed from the chimneys by the flow of hydrothermal fluid and were 

not active at lower temperatures, which has already been proposed as a scenario for dispersal 

of hydrothermal microorganisms (Dick et al., 2013, Lesongeur et al., 2014, Dick, 2019). 

 

 On the contrary, bacterial communities were composed of both marine and 

hydrothermal Bacteria. Sulfurimonas, Sulfurovum and other Campylobacteria (formerly named 

Epsilonproteobacteria (Waite et al., 2017)) were the most abundant lineages. They are 

representative of hydrothermal habitats including chimneys, diffuse fluids and proximal or 

distal plume (Campbell et al., 2006, Akerman et al., 2013, Djurhuus et al., 2017). On the other 

hand some lineages detected in plume samples are more common in marine environments (close 

or distant to hydrothermal sites) than in hydrothermal chimneys, like SAR324 and SAR11 (Dick 

& Tebo, 2010, Dick et al., 2013, Giovannoni, 2017). 

 

 A feature observed for both archaeal and bacterial communities from proximal plume 

was the influence of the hydrothermal site on the microbial community structure. Indeed, the 

communities of Archaea and Bacteria were significantly different among the site where the 

plume samples were collected (Aisics, Cypres, White Castle, Y3 and Capelinhos). It is highly 

likely that the main factor that has driven the communities was the chemical composition of the 

hydrothermal fluid, as it was already described in studies performed on nearby or distant sites 

(McCollom, 2007, Flores et al., 2011, Takai & Nakamura, 2011, Dahle et al., 2018). 
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Microbial communities from hydrothermal chimneys 
 

 Even if hydrothermal chimneys are in close contact with hydrothermal plume, the 

microbial communities of these two habitats were different, which was especially true for the 

archaeal communities. 

 

 The Archaea detected in hydrothermal chimneys were mainly affiliated to 

hyperthermophilic taxa, like Thermococcus, Archaeoglobi¸ Thermoprotei and to the thermo-

acidophilic genus Aciduliprofundum. These taxa, with the exception of Aciduliprofundum were 

also enriched in MPN experiments, which supports the metabarcoding results. The MG-I, MG-

II and MG-III that composed almost all the archaeal communities of the proximal plume were 

detected only in a few chimney samples and in low proportions. Another striking difference 

was the much higher alpha-diversity of the archaeal communities from proximal plume 

compared to the communities of the chimneys. This is consistent with the results presented by 

Roussel et al. that observed a high intralineage diversity for the MG-I present in seawater 

around hydrothermal sites (Roussel et al., 2011). 

 

 Unlike the Archaea, the bacterial communities from hydrothermal chimneys were 

broadly similar to the communities from the plume. Indeed, numerous taxa were shared 

between these two habitats, including the Campylobacteria that was the most represented 

lineage in chimneys and plume. Other abundant taxa included Aquificae, Alphaproteobacteria, 

Gammaproteobacteria, Bacilli and Deinococci. Due to the important taxonomic diversity of 

Bacteria, only a small fraction of the bacterial diversity was enriched in MPN experiments. 

Moreover, the average alpha-diversity was comparable between the bacterial communities of 

chimneys and plume. In contrast to the Archaea, we did not show that some bacterial taxa were 

specific to the chimneys. Instead, the differences were only observed at the level of ASVs. 

 

Different habitats and micro-habitats 
 

 Compared to what we observed concerning the microbial communities of the proximal 

plume, our results did not indicate an influence of the hydrothermal site on the archaeal 

communities of the chimneys. Concerning the Bacteria, a tendency was observed but was not 

validated statistically. Hence, we can assume that the chemical composition of the hydrothermal 

fluid was not the main driver of the microbial communities in hydrothermal vents. 
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 Because the most striking difference between the microbial communities from 

hydrothermal chimneys and proximal plume was the absence of hyperthermophilic Archaea in 

the plume, we can assume that the main factor that differentiated the microbial communities 

from these habitats was the temperature. Indeed, the emission of hydrothermal fluid in seawater 

generates sharp thermal and chemical gradients. Thus, it is likely that the zone of the plume 

where the temperature allows the growth of hyperthermophiles (approximately 70 to 120°C) is 

very narrow. On the contrary, in the hydrothermal chimneys the mixing between hydrothermal 

fluid and seawater is limited by the mineral structure. This is especially marked in the sulfide-

dominant parts of the chimneys that present a lower porosity compared to young sulfate 

chimneys. This link between temperature and microbial communities in the hydrothermal 

chimneys has already been shown by different studies, as the communities are mostly composed 

of hyperthermophilic Archaea in the hot and anoxic internal areas of the chimneys, whereas 

abundant communities of thermophilic and mesophilic Bacteria are present in the external parts 

influenced by seawater (Harmsen et al., 1997, Takai et al., 2001, Schrenk et al., 2003, Li et al., 

2014). 

 MPN enrichments have also shown that the temperature was a main driver of the 

microbial communities. Hence, even if we did not separate the different parts of the chimneys 

during the collection of the samples we can assume that the thermal and redox gradients in the 

chimneys explain our observations. Indeed, we have shown with MPN enrichments and activity 

measurements experiments that the most abundant culturable microorganisms were mesophiles, 

and that the carbon fixation rate was higher at 30°C than 60, 80 and 95°C. This is consistent 

with the results of the studies presented above. This was especially noticeable for the sulfate 

chimneys in which the autotrophic mesophiles were the most abundant microorganisms 

according to MPN enrichments. 

 Even if we have not shown a difference between the taxonomic diversity of the 

microbial communities in sulfate and sulfide chimneys, the structure of the communities were 

different. The heterogeneous structure of the sulfide chimneys probably forms various micro-

habitats that allow the presence of a higher abundance and diversity of microorganisms. The 

continuous cultures in bioreactor have also shown that the mineralogical composition of the 

chimneys was a main driver of the enriched archaeal and bacterial communities. 
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Schematic summary of the results and description of the model 
 

 The results obtained during our study by different approaches are summarized in a 

model of spatial and temporal dynamics of microbial communities in active hydrothermal vents. 

This model is explained below and supported by a scheme resuming the main results (Figure 

74).  

 

 We focused our study on two main habitats of the hydrothermal vents, that are the 

proximal plume and the hydrothermal chimneys. The chimneys can be separated in two distinct 

habitats depending on their stage of growth because the sulfate and sulfide chimneys present 

different mineralogical composition, porosity and structure. 

 The main factor that differentiates these habitats is the thermal gradient, which is sharp 

in proximal plume, wider in sulfate chimneys and even more extended in sulfide chimneys 

(represented by blue and red triangle on the Figure 74). Moreover, the chimneys represent a 

solid phase on which the microorganisms can adhere and use the minerals as substrates.  

 

 The thermal gradient is considered as a main driver of the microbial communities, and 

it is inversely correlated to the gradient of oxygen concentration. Hence, hyperthermophilic and 

anaerobic Archaea are absent or very scarce in proximal plume, and present in the internal high-

temperature and anoxic parts of the chimneys. They are more abundant in sulfide chimneys 

because the thermal gradient is more extended. Inversely, the mesophilic Archaea from 

proximal plume, MG-I, MG-II and MG-III are rarely present in hydrothermal chimneys. 

  In contrast to the Archaea that require a high temperature to grow, most Bacteria are 

thermophiles or mesophiles, and facultative anaerobes or microaerophiles. They are mainly 

present in the external parts of the chimneys, which are cooled by seawater that also provides 

oxygen. Moreover, it was shown that some Bacteria considered are mesophiles can also thrive 

in low-temperature habitats, below 10°C (Perner et al., 2007). Hence, the external parts of the 

chimneys and the proximal plume are suitable habitats for mesophilic and moderate 

thermophilic autotrophic Bacteria. These habitats represent a large part of the environment, that 

would explain why mesophilic autotrophic Bacteria are the most abundant microorganisms 

detected in the chimneys; and also why the autotrophic carbon fixation rate is higher at low 

temperature. 
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Figure 74 : Schematic summary of the model of spatial and temporal dynamics of microbial 
communities in active hydrothermal vents. The model is based on the results obtained from 

this study and previous works cited in the text. The physico-chemical gradient is shown in the 
form of triangles (red represent high temperature and low oxygen concentration, and blue 

represent low temperature and high oxygen concentration). The microbial concentration and 
carbon fixation activity are represented by green triangles (darker for high concentration and 
activity). Yellow arrows represent the exchanges of organic matter with others compartments 
of the ecosystem. Legends concerning the illustration of the chimney correspond to the Figure 

7. 

Our methodology did not allow us to really study the early steps of the colonization of 

hydrothermal chimneys by microorganisms, but we can propose assumptions according to our 

results and the data from literature. Because most Bacteria are present in the proximal plume 

and in the chimneys, it is likely that they primarily thrive in the plume where the conditions are 

adapted to their growth (low to moderate temperature, presence of oxygen for 

microaerophiles…). When a chimney precipitates, they can colonize the external zones of the 

chimneys, that are mainly influenced by seawater and that present similar features compared to 

the proximal plume. 
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 Unlike the Bacteria, for hyperthermophilic Archaea the temperature is too low in 

proximal plume so they are dependent of the hydrothermal chimneys whose structure creates 

high-temperature zones. Hence, they only thrive in the internal parts of the chimneys and the 

hyperthermophilic Archaea detected in the plume were only expulsed by the hydrothermal fluid 

flow and are probably inactive. These cells are then dispersed and colonize newly formed 

chimneys where the temperature is high enough for their growth (Wirth, 2017, Wirth et al., 

2018). 

 

 The temporal dynamics of microbial communities in hydrothermal chimneys is driven 

by the evolution over time of the mineralogical composition and structure of the chimneys. The 

formation of microhabitats within the sulfide chimneys allows the growth of a higher abundance 

and diversity of microorganisms compared to sulfate chimneys. It is likely that organic 

compounds produced by chemolithoautotrophs are used by heterotrophs, leading to the 

succession of different communities over time as described previously (Reysenbach et al., 

2000) and observed in MPN enrichments. 

 We did not extend our study to other compartments of the hydrothermal ecosystem as 

the macrofaunal assemblages. However, they represent an important part of the hydrothermal 

ecosystems because they are implied in the production of biomass, especially through the 

symbiotic association with chemolithoautotrophs. In this highly turbulent ecosystem, they 

contribute to an input of organic matter in the chimneys, enhancing the growth of heterotrophs 

(represented by yellow arrows on the Figure 74). 

 

Adaptation of the microorganisms to the hydrothermal environment 
 

 The diversity and structure of the microbial communities of the different habitats and 

micro-habitats within the hydrothermal ecosystems depend on the in situ conditions, and on the 

physiological and metabolic capacities of the microorganisms. Campylobacteria and among the 

most abundant microorganisms detected. These microorganisms can use various electron 

donors (reduced sulfur compounds, hydrogen) and electron acceptors (oxygen, nitrate, nitrite). 

This metabolic versatility is therefore a real advantage in such a dynamic environment where 

the physico-chemical conditions vary over a very small spatial scale. 

 Aquificae¸ that are also commonly detected in hydrothermal habitats, present similar 

metabolic capacities but grow at higher temperature, above 60°C. The strain Persephonella 

atlantica MO1340 that was described in the present study can oxidize elemental sulfur, 
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thiosulfate and hydrogen, and reduce oxygen or nitrate. We have shown that its optimal growth 

temperature and optimal oxygen concentration were dependent on the substrates provided and 

were inversely correlated. This relation between substrates, temperature and oxygen matches 

the physico-chemical gradients created by the mixing between hydrothermal fluid and seawater. 

This is, to our knowledge, the first report of the adaptation of both physiological and metabolic 

capacities by strain to the hydrothermal environment. 

 Because the genus Persephonella is ubiquitous in hydrothermal vents, and presents 

numerous similarities with the Campylobacteria, we can wonder if other microorganisms 

present similar adaptations to this environment. It would thus be an important matter to 

investigate if this phenomenon is observed among other stains of different taxa.  

 

Conclusion and perspectives 
 

 Since the discovery of hydrothermal vents, the ecosystems associated to this unique 

environment have been the subject of numerous studies. Because these ecosystems are mainly 

based on primary production by chemolithoautotrophic microorganisms, the microbiology of 

hydrothermal vents has also been extensively studied. However, due to technical limitations 

and due to the complexity of these ecosystems, the spatial and temporal dynamics of the 

microbial communities and their interactions with the hydrothermal environment remain 

unclear. 

 In the present study, we implemented different methodological approaches to describe 

the environment constituted by the hydrothermal chimneys, and to investigate the structure and 

dynamics of the microbial communities in chimneys and proximal plume. The use of different 

approaches produced complementary results that allowed us to propose a model for spatial and 

temporal dynamics of microbial communities in active hydrothermal vents. 

 Even if we could partially answer to the problematic of the subject, taking a step back 

on the methodological approaches allows us to propose additional methods to complete our 

results. 

 

 As it was discussed previously, we could not really access to the first steps of the 

microbial colonization of hydrothermal chimneys because the time scale is not comparable 

between microbial growth and chimneys growth. The sole sample for which it would have been 

possible was the sample M17 Ais 3, that precipitated in 9 days after a first sampling. Thus, 



 
303 

realize different samplings of a same chimney at intervals of a few days is a possible solution 

for this matter. 

 Another difficulty concerned the spatial scales, because we used samples of chimneys 

from 8 to 40 grams, whereas the micro-habitats that separate the microbial communities are 

probably much smaller that the volume studied. Moreover, we worked with bulk samples from 

the sulfide chimneys that were often heterogeneous. It would be informative to use subsamples 

of the chimneys by separating inner and outer parts that present different mineralogical 

compositions. 

 Also, we focused our study on the hydrothermal vent field Lucky Strike and so we did 

not investigate the spatial dynamics of microbial communities over distant sites. To do this we 

may reproduce our methodological approach on contrasting vent fields in different geological 

settings (ie. ultramafic versus basaltic), or at various depths. This would imply to realize a better 

description of the in situ conditions before comparing the microbial communities. 

 

 In the same perspective, it was planned to complete our study by including data about 

the chemical composition of the hydrothermal fluid. These data were acquired through a 

collaboration with colleagues from the laboratory Géosciences Environnement Toulouse but 

were not integrated as they have only recently become available. 

 It was also intended to implement methods for quantifying the Archaea and Bacteria 

present in the chimneys. Microscopic techniques like Fluorescence In Situ Hybridization 

(FISH) were tested but did not produce satisfying results due to the fluorescence of the minerals. 

The method of Catalysed Reporter Deposition FISH (CARD-FISH) may solve this issue by 

enhancing the fluorescent signal of the cells. Quantitative PCR could also allow a quantification 

of archaeal and bacterial communities, but the concentrations of DNA extracted from chimney 

samples were often too low. These two methods are currently under optimization at the LM2E. 

 

 Because the metabarcoding approach do not provide functional data about microbial 

communities, and because cultural methods do not bring data about non-culturable 

microorganisms, a metagenomics approach could produce complementary results. A few 

metagenomes were sequenced from continuous cultures in bioreactor, and from chimney 

samples, and are under analysis. However, it also encounters issues with the low DNA 

concentrations for chimney samples, so an optimization work is still necessary to obtain DNA 

of high quality and concentration. 
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 Continuous cultures in bioreactor allowed the growth of various archaeal and bacterial 

taxa, including uncultured members of the superphylum DPANN in the cultures M17_Ferm 

and M18_Ferm. Also, the most abundant Bacteria enriched in the culture M19_Ferm were 

affiliated to the genus Sulfurimonas whereas the incubation temperature was much higher than 

the optimal growth temperatures described for this genus. Due to lack of time, we could not 

investigate the data in detail. It includes the chemical analysis of substrates and products in the 

liquid phase, as well as the metagenomics data. However, according to the results presented in 

this manuscript the data acquired using this method are expected to bring information about 

diverse subjects, including the physiological and metabolic capacities of the enriched 

microorganisms and the description of new phyla (Roussel et al., 2018). 

 The interactions between the microorganisms and the minerals could also be studied 

using this approach. It should be a main focus of the future works because the minerals that 

compose the hydrothermal chimneys are probably an important source of electron donors and 

acceptors for microorganisms. These interactions include the phenomenon of electroactivity, 

that concerns different microbial taxa that are commonly present in hydrothermal vents, 

including Thermococcales and Archaeoglobales (Pillot et al., 2018). 

 

 In summary, whatever may be the focus of the future research about the microbial 

communities in hydrothermal vents, it will be necessary to describe the environment, and to 

investigate the microbial communities at different scales. Indeed, the adaptation of the 

microorganisms to their environment, the interactions between the microorganisms and their 

interactions with the environment are deeply connected. Thus, the use of different methods is 

the best solution to get a global vision of the ecosystem and to better understand it.   
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Appendix 

 Appendix 1 

Rarefaction curves of 16S rRNA genes libraries from the diversity study 

Rarefaction curves of 16S rRNA genes libraries (Archaea at the top, Bacteria at the bottom) 
from the diversity study. 
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 Appendix 2 

Culturable cell concentration in hydrothermal chimney samples estimated by 

MPN enrichments 

Heatmap representation of the culturable cell concentration estimated by MPN enrichments. 
The columns stand for the culture media. The rows stand for incubation temperature. The values 
in the heatmap correspond to the decimal logarithm of the estimated cell number in one gram 
of sample. Values in bold indicate that an enrichment was observed up to the last dilution, 
meaning that the value may be higher than the estimation. Pink backgrounds correspond to the 
lowest concentrations, and black backgrounds to the highest concentrations. Average values of 
the rows (incubation temperatures, mean 1) are presented on the right and average values of 
the columns (culture conditions and samples, mean 2) are presented on the bottom. The samples 
with a grey background were mainly composed of sulfates (upper part of chimneys) whereas 
samples with an orange background were mainly composed of sulfides (bottom of chimneys). 
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 Appendix 3 

Chapter of the book Deep-sea microbiology 

Une partie de mon travail de synthèse bibliographique a été publiée dans le cadre d’un 

chapitre d’ouvrage auquel j’ai contribué. Ce chapitre est présenté en annexe dans les pages 

suivantes. 

Physiology, metabolism and ecology of thermophiles from deep-sea vents 
In Deep-sea microbiology book eds Costantino Vetriani and Donato Giovanelli 

Springer en cours d’édition 
Anne Godfroy, David François, Jordan Hartunians, Yann Moalic and Karine Alain 
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Deep-sea microbiology book 

Physiology, metabolism, and ecology of thermophiles from deep-sea vents 

Anne Godfroy, David François, Jordan Hartunians, Yann Moalic and Karine Alain 

Abstract. Thermophiles from deep-sea hydrothermal vents are taxonomically and 
physiologically diverse. In those rich environments, they feed on a profusion of carbon sources 
and derive their energy from a wide variety of organic and mineral sources, through common 
and rare types of metabolic pathways, detailed in this chapter. Numerous thermophilic 
microorganism lineages possess cultured representatives and have been characterized in 
detail, but some taxa remain uncultured, for which functional hypotheses have been proposed 
from metagenomic data. Particularly, two prokaryotic lineages of (hyper)thermophilic 
bacteria and archaea, Epsilonproteobacteria and Thermococcales, are ubiquitous at deep-sea 
hydrothermal vents and key players of this ecosystem. We hypothesize that their physiological 
versatility might explain their ecological success. Generally speaking, (hyper)thermophiles also 
have to counteract the effect of high temperature on their cellular components, by involving 
cellular machineries, including, among others, membrane and protein adaptations, DNA 
stabilization proteins, compatible solutes or metabolism regulation, whose function is to 
maintain the integrity of the genome and proteome at their growth temperature. In recent 
years, important advances in the functioning and basic knowledge of thermophiles have been 
achieved through the development of genetic tools, which are also useful for the development 
of biotechnological applications from these unique organisms. Furthermore, the deep-sea and 
its associated high-pressure conditions also set advantages in some cases, which we are only 
beginning to explore and deserve broader attention. 

1. Introduction
The microbial communities from deep-sea hydrothermal vents have been studied since

the discovery of these singular ecosystems in the late seventies. During the first decades, 
microbiological investigation was mainly performed through traditional culture-dependent 
approaches. Then, with the advent of first and next generation molecular methods, and 
together with intensive culturing efforts, our knowledge of these chemosynthetic 
communities has advanced considerably despite limited access to this deep habitat and the 
inherent difficulties of obtaining samples. A wide diversity of Bacteria and Archaea 
characterize prokaryotic communities from deep-sea hydrothermal vents, including 
numerous thermophilic lineages, and high levels of endemic species. In the last 25 years, the 
development of deep-sea hydrothermal cabled observatories (Neptune in the Northeastern 
Pacific Ocean, EMSO-Azores on the Mid-Atlantic Ridge (www.emso-fr.org/fr/EMSO-Azores)) 
allowed a more detailed study of community dynamics and ecology as a function of 
environmental variations. This chapter presents the current state of knowledge of 
thermophiles from this singular ecosystem. 

Hydrothermal vents chimneys: geochemistry and spatial-temporal physical-chemical
gradients

Deep sea hydrothermal chimneys are mineral structures resulting from contact between 
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superheated hydrothermal fluid springing from the seafloor and cold (2-6°C), oxygenated and 
slightly basic seawater. Hydrothermal fluid composition and temperature are highly 
dependent on the local geological setting. Indeed, depending on the nature of the seafloor 
(mafic, ultramafic or sedimentary, and on the subseafloor fluid circulation network (phase 
separation, mixing with seawater), fluid chemical composition may vary even at small local 
scales (hydrothermal field, or site). Broadly speaking, hydrothermal fluids are hot (up to 
400°C), acidic, anoxic, and enriched in reduced compounds such as CH4, H2S, H2, gases like CO2 

and CO, and metal species (Fe, Cu, Mn). Their concentration varies from one site to another 
depending on subseafloor fluid circulation processes. 

Composition and porosity of mineral chimney structures are determined by fluid end 
member composition, emission temperature and speed, and they evolve over time. Small 
young spires are first composed of anhydrite or barite, resulting from the combination of 
calcium or barium with sulfates from seawater (Fouquet et al. 1988; Haymon 1983). The young 
chimneys thus formed are highly porous and brittle. Then the precipitation and deposition of 
sulfide metals such as pyrite, marcasite or sphalerite, and later chalcopyrite, allow the 
chimneys to grow in both width and height and to solidify. According to the succession of 
mineral precipitation and dissolution, hydrothermal chimney edifices have highly 
heterogeneous compositions. 

 
In a simplified manner, the hydrothermal fluid provides electron donors and inorganic 

carbon while seawater provides electron acceptors and organic matter to the microbial 
communities. Thus, fluid chemistry represents an important driver for microbial community 
composition. Many lithotrophic microorganisms use H2 and H2S in vent fluids. In this way, 
energy availability has a significant influence on community composition, as shown by several 
approaches including numerical modelling, diversity studies, metagenomic/transcriptomic 
approaches, incubations, and activity measurements.  Electron donors like hydrogen, 
methane and electron acceptors like nitrate and oxygen are important drivers for microbial 
diversity and activity (Fortunato et al. 2017; McCollom 2007; Perner et al. 2010; Reveillaud et 
al. 2016; Steen et al. 2016).  

 
Otherwise, the steep temperature and chemical gradients (from hydrothermal fluid to 

seawater) within the chimney wall generate conditions that can change quickly at both 
temporally and spatially and result in a mosaic of microhabitats with contrasting physical and 
chemical conditions at the millimeter scale (Figure 1). 
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Figure 1: Cross-sectional diagram of an “ideal” hydrothermal chimney illustrating spatial and 
chemical gradients (modified from Roussel,et al 2011)   

 Definition of thermophily/hyperthermophily 
 

According to their temperature preference, microorganisms can be classified into 
three groups: psychrophiles, mesophiles, and thermophiles. Thermophiles are, literally, 
organisms that love high temperatures. Microorganisms growing at temperatures above 80°C 
were discovered in the seventies, a period when the notion of thermophily was redefined and 
extended to hyperthermophily. Today, the adjective “thermophilic” is applied to all 
microorganisms having an optimal temperature for growth above 45°C and 
“hyperthermophilic” refers to prokaryotes having their optimal temperature for growth above 
80°C according to the definition given in the Brock Biology of Microorganisms 13rd edition ( 
Madigan et al, 2010)  

The discovery of deep-sea hydrothermal vents is contemporaneous with the 
emergence of thermophile microbiology, the discovery of Archaea, and life living at 
temperatures above 100°C where fluids remain liquid due to the high hydrostatic pressure. 
Consequently, hydrothermal ecosystems were rapidly recognized as a wonderful 
“playground” for studying life at high temperature. 

In the chapter hereafter, we will focus on the diversity, ecology, and metabolism of 
thermophilic prokaryotes inhabiting hydrothermal ecosystems and having an optimum 
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temperature for growth above 45°C. 
 
2. Taxonomic and metabolic diversity of microorganisms 

 Thermophilic and hyperthermophilic microbial species isolated from deep-sea 
hydrothermal vents 

 
Currently, 155 bacterial and 66 archaeal strains have been isolated and characterized 

from deep-sea hydrothermal vents, including 129 bacterial and 55 archaeal species recognized 
by the International Committee on Systematics of Prokaryotes. Within this collection, a 
substantial phylogenetic diversity is affiliated with Bacteria, divided into 12 phyla. Similarly, 
Archaea are also relatively diverse and affiliated with the phyla Crenarchaeota and 
Nanoarchaeota and with 5 classes of Euryarchaeota. All these Archaea have an optimal 
growth temperature above 60°C (Takai et al. 2002). Most of them are hyperthermophiles and 
grow optimally between 80 and 100°C or above, like Pyrolobus fumarii and Pyrococcus 
kukulkanii (Blöchl et al. 1997; Callac et al. 2016). Among bacterial strains, there are 81 
thermophiles growing between 50 and 80°C. Several phyla like ‘Aquificae’ (class Aquificae), 
‘Thermotogae’ (class Thermotogae), ‘Deinococcus-Thermus’ (class Deinococci), 
‘Deferribacteres’ (class Deferribacteres) and ‘Thermodesulfobacteria’ (class 
Thermodesulfobacteria) only contain thermophilic isolates whereas the others also include 
mesophilic taxa. This diversity of microorganisms with different thermal preferences allows 
them to colonize various areas of hydrothermal vents (Nakagawa et al. 2005; Schrenk et al. 
2003; Takai et al. 2001). Growth temperature of microorganisms thus represents a main driver 
of their distribution in deep-sea hydrothermal ecosystems. 

 
 Metabolic diversity of thermophilic taxa 

The mixing between the reduced hydrothermal fluid and the oxygenated seawater 
creates a chemical gradient that gathers potential electron donors and acceptors around the 
fluid emission zone. Hence, environmental conditions enable Bacteria and Archaea to perform 
a great diversity of biochemical reactions based on numerous redox couples. As shown in 
Table 1, three main types of electron donors can be used by (hyper)thermophilic 
microorganisms at deep-sea hydrothermal vents: hydrogen, reduced sulfur, and organic 
compounds. Electron acceptors include sulfur and nitrogen compounds, ferric iron, carbon 
dioxide, oxygen, and organic compounds. Many hyperthermophilic Archaea are 
chemolithoautotrophs, and thus use carbon dioxide as a carbon source and dihydrogen as an 
electron donor (Table 1). This is the case for some Euryarchaeota, like Archaeoglobus and 
Geoglobus, two Archaeoglobales genera that respectively reduce sulfur species or ferric iron. 
Methanogenic Archaea belonging to the classes Methanococci and Methanopyri also use 
hydrogen as an energy source to reduce CO2 to methane. Several hydrogenotrophic genera 
constitute the phylum Crenarchaeota, like Pyrodictium, Pyrolobus, and Ignicoccus, the latter 
being a host of the symbiont Nanoarchaeum equitans (Blöchl et al. 1997; Huber et al. 2000; 
Huber et al. 2002; Pley et al. 1991). Some Archaea are chemoorganotrophs. Among them, the 
most commonly isolated archaeal genus in hydrothermal vents, Thermococcus, displays a 
fermentative metabolism and reduces elemental sulfur. Pyrococcus and Palaeococcus display 
similar features, and details about the order Thermococcales will be given later in the chapter. 
One heterotrophic species reduces ferric iron, Aciduliprofundum boonei, which is the sole 
thermoacidophilic Thermoplasmata isolated from hydrothermal vents. All those 
microorganisms require anaerobic conditions and their growth is inhibited by oxygen. Only 
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one archaeal genus, Aeropyrum, was shown to grow heterotrophically under strictly aerobic 
conditions (Nakagawa et al. 2004). 

Besides Archaea, thermophilic Bacteria display a wider phylogenetic and metabolic 
diversity. For example, many autotrophic Bacteria use sulfur compounds as electron donors 
whereas hydrothermal Archaea do not. That is the case for Dissulfuribacter (Slobodkin et al. 
2013) and some Thermodesulfobacteria (Slobodkin et al. 2012) that disproportionate 
elemental sulfur, thiosulfate, and sulfite. Sulfide oxidation is coupled to nitrate or oxygen 
reduction in a few Proteobacteria and Aquificae. Within the Aquificae, some genera like 
Persephonella, Desulfurobacterium, and Thermovibrio are also able to oxidize hydrogengiving 
them the ability to use a wide range of substrates under aerobic or anaerobic conditions (Götz 
et al. 2002; L'Haridon et al. 1998; Vetriani et al. 2004). Like for Archaea, hydrogen is a common 
electron donor for autotrophic Bacteria. Members of the phyla ‘Aquificae’, ‘Thermotogae’, 
‘Deferribacteres’, ‘Thermodesulfobacteria’, ‘Deinococcus- Thermus’, and Proteobacteria are 
hydrogen-oxidizers using different terminal electron acceptors. Those acceptors are also used 
for chemoorganotrophic metabolism in aerobic conditions (mainly by some Deinococci and 
Firmicutes like Bacillus) or in anaerobic conditions by sulfate reducers such as 
Thermodesulfobacteria, sulfur reducers such as Thermotogae, or nitrate-, nitrite-, and/or iron-
reducers such as Deferribacter. A few genera in the phyla Clostridia and Spirochaetia grow 
only by fermentation (Alain et al. 2002a; Imachi et al. 2008). Table 1 summarizes the 
(hyper)thermophilic microbial taxa cultivated from deep-sea vents and the electron donors 
and acceptors they use. 
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Hydrothermal vents are places of highly intense interactions between the organic, 
biological world and the inorganic, metal-rich fluid emanating from the Earth’s crust. Mixed 
with surrounding cold oxygenated seawater, it creates microhabitats harvesting an important 
biodiversity, as explained earlier herein. There, microorganisms are likely to induce mineral 
dissolution or precipitation for further biological use (Callac et al. 2015; Holden and Adams 
2003; Pagé et al. 2008). However, mineralization can also originate from biological actions, 
such as, for example, the recently reported production of greigite (Fe3S4), a potential precursor 
to pyrite (FeS2) (Gorlas et al. 2018). 

 
 Uncultured thermophilic lineages: recent contribution from metagenomic data 

 
In addition to the numerous microbial species isolated from hydrothermal vents, 

molecular studies have shown since the 1990s that many taxa living in hydrothermal 
ecosystems remain uncultured. In most cases, only their potential phylogenetic position was 
determined from 16S rRNA gene sequences and names were given to these candidate phyla 
depending on the sampling location like “Deep-sea Hydrothermal Vent Euryarchaeota” or 
“Pele’s Vents Bacteria” (Moyer et al. 1995; Takai and Horikoshi 1999). More recently, the 
development of metagenomic and proteomic studies provided phylogenetic information and 
functional hypotheses about these lineages. It allowed to more accurate resolution of their 
phylogenetic position by using concatenated genes obtained from metagenomes (Hug et al. 
2016; Spang et al. 2017). Then, studying the coding sequences provided information about 
their genetic potential, putative metabolism, and ecological features of candidate phyla 
(Anantharaman et al. 2018; Castelle and Banfield 2018; Wrighton et al. 2012). 

Some of those uncultured taxa present in hydrothermal samples are likely to be 
(hyper)thermophilic, based on the conditions of their natural habitat or their rRNA genes high 
G+C content (Galtier and Lobry 1997). That is the case for the Archaea like Korarchaeota, 
Aigarchaeota, Aenigmarchaeota (formerly named DHVE-3, DSEG or VAL III), 
Hydrothermarchaeota (MBG-E) or Bacteria like Parcubacteria (OD1), Microgenomates  (OP11) 
and Acetothermia (OP1) (Auchtung et al. 2006; Hedlund et al. 2015; Jungbluth et al. 2017; 
Rinke et al. 2013; Zaitseva et al. 2017). 

Recent studies also made assumptions about the biochemical pathways used by 
uncultured lineages, based on metagenome gene content. For example, 
Hydrothermarchaeota could be involved in the biogeochemical sulfur cycle because several 
dsr (dissimilatory sulfite reductase) genes are detected in the relevant metagenomes 
(Anantharaman et al. 2018). Parcubacteria, mostly detected into anaerobic niches, may 
ferment sugars and produce H2 or reduce sulfur compounds (Wrighton et al. 2012). Besides, 
the reduced genome size and the potential absence of genes for biosynthesis of fatty acids, 
amino acids, nucleotides, or cofactors may be the evidence of a symbiotic lifestyle for the 
latter and explain the troubles encountered while cultivating such organisms (Nelson and 
Stegen 2015). 

3. Main biogeochemical cycles at high temperature 
Based on our knowledge of the taxa isolated from deep-sea hydrothermal vents, 

microorganisms living in the hottest part of the hydrothermal ecosystem are involved in the 
main biogeochemical cycles, namely the carbon, nitrogen, sulfur, and iron cycles. 
Figure 2 shows the different reactions of those cycles and focuses on reactions that occur at 
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high temperature based on the cultivated prokaryotes presently available, molecular lines of 
evidence (identity or functional genes, and metagenomic data), and/or activity 
measurements. 

It appears that nearly all the reactions of the carbon cycle operate in the hootest part of 
the hydrothermal ecosystem. All chemoorganotrophic reactions, including fermentation 
(Table 1, lines 1-6), aerobic respiration (Table 1, line 7), and anaerobic respirations coupled to 
the oxidation of organics (Table 1, lines 1 to 5); chemoautotrophic reactions (Table 1, lines 1 
and 8 to 13); and methanogenesis (Table 1, line 14) occur at high temperatures. 
Carboxydrotrophy also was described at deep-sea hydrothermal vents, in reactions in which 
CO is used both as an energy and a carbon source (lithoautotrophic process), like in 
Carboxydobrachium (Sokolova et al. 2001), or in reactions were it is only use as energy source 
(lithotrophic process), like in Thermococcus sp. (Sokolova et al.  2004). Based on molecular 
data, the anaerobic oxidation of methane (AOM) was predicted to be present at the Lost City 
off-axis hydrothermal site (Brazelton et al. 2006; Schrenk  et  al. 2004), in hydrothermal diffuse 
fluids from various hydrothermal sites from the Pacific ocean (Merkel et al. 2013), and at 
hydrothermal vents of Guaymas Basin where hydrothermal activity occurs in a sediment-
hosted environment (Biddle et al. 2012; Cruaud et al. 2017; Holler et al. 2011; McKay et al. ; 
Wegener et al. 2015).There is no molecular or analytical (e.g., activity measurements) 
evidencefor aerobic methanotrophy or acetogenesis at high temperatures. 

With regard to the nitrogen cycle, denitrification and ammonification are widely 
distributed in this ecosystem as nitrate is a suitable electron acceptor (that can be reduced to 
dinitrogen or ammonia) used with a wide range of electron donors and carbon sources under 
anaerobic conditions. In addition, nitrate or nitrite can be used as inorganic nitrogen sources 
by numerous Archaea and Bacteria (Table 1, lines 4, 12, 17 and 20). Nitrogen fixation was 
demonstrated by a strain of Methanocaldococcus at 92°C (Mehta and Baross 2006). There is 
furthermore molecular evidence (nifH genes) that nitrogen fixation occurs in hydrothermal 
chimneys (Mehta et al. 2003). 
The anaerobic ammonium oxidation (anammox) reaction occurs at deep-sea hydrothermal 
vents, as highlighted by molecular signatures, ladderane lipid detection (Rattray et al. 2008), 
and activity measurements at high temperature, as shown in various samples from the Mid-
Atlantic Ridge (Byrne et al. 2009b) and in Guaymas hydrothermal vents sediments (Russ et  al. 
2013). In contrast, the aerobic oxidation of ammonia, namely nitrification and the recently 
discovered one-step aerobic oxidation of ammonia (so-called comammox, for COMplete 
AMMonia OXidizers) (van Kessel et al. 2015) have not been detected at high temperature in 
this particular ecosystem. 

Sulfur and iron compounds are highly present at deep-sea hydrothermal vents. 
The sulfur cycle is particularly important due to the abundance and diversity of sulfur 

species with various oxidation levels found in this ecosystem. All the reactions of the sulfur 
cycle are likely to occur in this ecosystem at high temperatures. The reduction of elemental 
sulfur to H2S is a major process in chimneys and low-temperature (i.e., diffuse) fluids and is 
carried out by numerous microorganisms. S° is used as a terminal electron acceptor for 
chemolithotrophic growth or by some chemoorganotrophs such as Thermococcales and 
Thermotogales to eliminate their excess of reducing equivalents in the form of H2S, which is 
less toxic than H2 for their growth (Table 1). Some bacterial species belonging to the Aquificales 
and the Epsilonproteobacteria can oxidize sulfur compounds (H2S notably). These reactions 
occur aerobically and anaerobically (Table 1, lines 17, 18, 20 and 21). 
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Some thermophilic bacterial species also demonstrated sulfur disproportionation from 
elemental thiosulfate (or elemental sulfur) to hydrogen sulfide and sulfate (Table 1, lines 16, 
19 and 22). Sulfate reduction is also an important process. Indeed, because it is present at a 
high concentration in seawater, sulfate is one of the major electron acceptors in marine 
ecosystems. Sulfate reduction is operated by Archaeoglobus at high temperature and by some 
bacteria of the Thermodesulfobacteriaceae (Table 1 line 10) at lower temperatures. 
With regard to the iron cycle, ferric iron reduction is performed at high temperature by the 
archaea Geoglobus (Kashefi et al. 2002; Slobodkina et al. 2009) and Pyrodictium (Lin et al. 
2014) and by some bacteria such as Deferribacter (Greene et al. 1997; Miroshnichenko et al. 
2003) for chemolithotrophic growth using hydrogen as an electron donor. Iron reduction is 
also used for chemoorganotrophic growth in species such as Pyrodictium (Pley et al. 1991), 
Geothermobacter, or Aciduliprofundum (Flores et al. 2012a) (Table 1 ; line 5). Some 
Thermococcus species were also reported to reduce ferric iron (Slobodkin et al. 2001). Ferrous 
iron oxidation was suggested by a molecular signature for Ferroglobus sp. (Reysenbach et al. 
2000) but Ferroglobus placidus (Hafenbradl et al. 1996) was shown to perform iron reduction 
(Tor et al. 2001; Tor and Lovley 2001). In conclusion, effective iron oxidation in the hot areas 
of deep-sea hydrothermal vents is not certain. However, it is important to mention that 
Ferroglobus sp. have been enriched from a Guaymas Basin chimney sample, in a bioreactor 
continuous culture, and based on the culture conditions, it has been hypothesized that it was 
performing iron oxidation (Callac et al. 2015)For the reactions of the element cycles, which 
are not present at high temperatures or have not been detected so far, we must keep in mind 
that the functions might be present in the coldest oxygenated parts of the hydrothermal 
ecosystem. For example, iron oxidation mediated by microorganisms has not been clearly 
demonstrated to occur at high temperature, but was demonstrated to occur under mesophilic 
conditions, mediated by Zetaproteobacteria such as Mariprofundus ferrooxydans (Callac et al. 
2015; Singer et al. 2011) that produces iron microbial mats (Emerson et al. 2017; Scott et al. 
2015; Vander Roost et al. 2017). Sulfur oxidation is known to be a very active energy yielding 
process operated at low temperatures by free-living microorganisms, notably within large 
bacterial mats of filamentous Gammaproteobacteria such as Beggiatoa like sp. and Thioploca 
(Crépeau et al. 2011). In deep-sea hydrothermal ecosystems around the world, many high 
energy yielding processes based on the oxidation of sulfur, hydrogen, and methane are 
operated in the frame of epibiotic or symbiotic associations with metazoans such as tube 
worms, shrimps, or mussels (Duperron et al. 2006; Jan et al. 2014; Petersen et al. 2011). 

 
  



10 
 

Figure 2 : Metabolic reactions of the C, N, S and Fe cycles occurring at high temperatures 
in hydrothermal vents chimneys (adapted from the Brock Biology of Microorganisms 13rd 
edition,(Madigan et al, 2010)      cultivated prokaryotes presently available,  
  molecular lines of evidence (identity or functional genes, and metagenomic 
data), and/or activity measurements  not demonstrated yet.   

  
 

 
 
 
 
 
An extraordinary metabolic diversity occurs in the contrasting hydrothermal environment. 

In parallel with common and well-documented energy-yielding processes, rare types of 
metabolism occur, such as dissimilatory nitrate reduction to ammonium (DNRA) coupled to 
anaerobic oxidation of elemental sulfur (Slobodkina et al. 2017) performed by only two 
known species from deep-sea vents, Thermosulfurimonas dismutans and Dissulfuribacter 
thermophilus (Slobodkin et al. 2012; Slobodkin et al. 2013), but is likely not limited to these 
isolates in such a sulfur-rich ecosystem. The ability of microorganisms to obtain energy for 
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growth by disproportionation of sulfur compounds (thiosulfate and sulfite notably) is also 
quite unusual at high temperatures and restricted to four thermophilic bacterial species of 
hydrothermal origin (Slobodkin et al. 2012; Slobodkin et al. 2013; Slobodkin et al. 2016; 
Slobodkina et al. 2016). Microbial growth coupled to electroactivity is also an uncommon 
metabolism occurring at deep-sea vents. Hyperthermophilic electroactive enrichment 
cultures of Archaea (Thermococcales, Archaeoglobales) have been recently obtained (Pillot 
et al. 2018).  Some (hyper)thermophilic taxa also couple microbial growth to carbon 
monoxide oxidation, namely carboxydotrophy (Miroshnichenko et al. 2002; Sokolova et al. 
2004). In view of the diversity of chemical and mineral species present in this ecosystem, the 
list of rare metabolisms is expected to increase further in the coming years. 

 
Interestingly, several taxa living in warm and hot areas of deep-sea hydrothermal vents 

display a degree of metabolic plasticity. They can grow via various energy-yielding reactions 
and use multiple carbon sources. This physiological versatility may allow organisms to cope 
with their highly changing physicochemical conditions and may reflect a specific adaptation to 
their ever-changing habitat. Two main lineages found at deep-sea hydrothermal vents, namely 
Epsilonproteobacteria and Thermococcales, are characterized by such a metabolic versatility.  

 

4. Epsilonproteobacteria and Thermococcales, two important lineages 
 

Bacteria of the class Epsilonproteobacteria and Archaea of the order Thermococcales 
belong to the most ubiquitous lineages found at deep-sea vents. The first inhabits the warm 
area of the hydrothermal ecosystem while the second lives in the hotter parts. 

 
Many surveys have reported the occurrence of Epsilonproteobacteria at deep-sea 

hydrothermal vents, among the free-living bacteria in vent plumes, within mats covering 
deposits, on chimneys, within sediments, associated with animals, or acting as episymbionts 
of animals (Alain et al. 2004; Campbell 2006). Several studies also demonstrated their 
predominance in plumes, chimney walls, or microbial mats (i.e. Flores et al. 2011; Nakagawa 
et al. 2006; Opatkiewicz et al. 2009). All the Epsilonproteobacteria isolated from deep-sea 
vents are chemolithotrophs able to use H2 as an energy source (Campbell 2006; Takai et al. 
2005; Vetriani et al. 2014). For this reason, but also because most of them are autotrophs 
fixing CO2 and because several mesophilic taxa perform sulfide oxidation, 
Epsilonproteobacteria belong to the early colonizers of deep-sea vent ecosystems (Akerman 
et al. 2013; Alain et al. 2004; Gulmann et al. 2015; Waite et al. 2017). There are 11 genera of 
Epsilonproteobacteria subdivided  into 21  species, which have been exclusively isolated from 
deep-sea hydrothermal habitats: among them, 6 genera (Cetia, Caminibacter, 
Hydrogenimonas, Lebetimonas, Nautilia, Nitratiruptor: 12 species in total) encompass 
thermophilic species growing in between 40-60°C, and 5 genera (Sulfurovum, Sulfurimonas, 
Thioreductor, Thiofractor, Nitratifactor; 9 species in total) contain mesophilic strains (25-37°C) 
(Parte 2018). Two other genera of Epsilonproteobacteria (Sulfurospirillum, Sulfurimonas) 
include taxa isolated from hydrothermal vents (3 species) and strains isolated from other 
ecosystems (10 species). 

 
The Epsilonproteobacteria from deep hydrothermal habitats are involved in carbon, 

nitrogen, and sulfur cycling. They include strict anaerobic and microaerophilic species. 
Regarding the carbon cycle, all the hydrothermal isolates described so far grow autotrophically 
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on CO2 via the reductive tricarboxylic acid (rTCA) cycle (Campbell et al.  2006; Takai et al. 2005; 
Waite et al. 2017). A few isolates also possess the complete Wood-Ljüngdahl pathway, 
although its operation has not been demonstrated. This pathway is more energetically 
favorable than the rTCA but more sensitive to oxygen, which means that it may not work in 
these taxa, especially those that are microaerophilic (Waite et al. 2017). Some of these strains 
of hydrothermal origin growing autotrophically are also able to grow weakly from organic 
carbon sources such as yeast extract, tryptone, peptone, brain-heart infusion, or formate 
(Alain et al. 2002b; Campbell 2006). These are notably the strains that were associated to 
hydrothermal fauna. As described above, H2 is used as an electron donor by all hydrothermal 
isolates, but a few of them are also oxidize formate, which is present in hydrothermal fluids, 
acetate, or complex organic substrates (Grosche et al. 2015; Grote et al. 2012). It is likely that 
autotrophy is an ancestral trait of the Epsilonproteobacteria and that heterotrophic 
capabilities were more recently acquired through gene gain and gene loss (Waite et al. 2017). 

 
Regarding nitrogen metabolism, anaerobic respiration of nitrate is widespread throughout 

the Epsilonproteobacteria and all the thermophilic genera contain at least one species that 
respires nitrate. Most of the hydrothermal Epsilonproteobacteria possess the soluble 
periplasmic reductase (NapA) that has a high affinity for nitrate, perhaps as an adaptive 
response to their nitrate-poor environment (Waite et al. 2017). Mesophilic strains perform 
denitrification and reduce nitrate to dinitrogen, while thermophilic species perform 
ammonification and reduce nitrate to ammonia. Most of them assimilate nitrogen from 
ammonium extracted directly from the environment or generated from nitrogenous species 
collected from the environment. 

Although H2 remains the main electron donor used (because it is the most powerful, 
available source of reducing power), anaerobic oxidation of sulfide, sulfur, sulfite, and/or 
thiosulfate occurs within a couple of genera (Sulfurovum, Sulfurimonas) (Takai et al. 2005; 
Waite et al. 2017). Furthermore, several genera respire sulfur species. Sulfur reduction is 
common, while thiosulfate reduction is rare in the taxa isolated so far. Regarding the 
enzymatic machinery related to the sulfur cycle, most Epsilonproteobacteria possess the 
bidirectional sulfide-oxidizing sulfide: quinone oxidoreductase (SQR) (to detoxify H2S and/or 
use it as an electron donor) and numerous taxa have the polysulfide reductase (PsrA). In the 
Epsilonproteobacteria, these enzymes have polyphyletic origins suggesting an acquisition 
through lateral gene transfers to adapt to their environmental conditions (Waite et al. 2017). 
Only Sulfurimonas possess the complete sulfur oxidation (sox) pathway. 

 
Phylogenetic analyses were recently done on concatenated ribosomal proteins and on 120 

single-copy markers genes, with more than 4,000 bacterial genomes, including about a 
hundred of Epsilonproteobacteria (Waite et al. 2017). These analyses were performed using a 
variety of tree-building methods and demonstrated that the phylogenetic placement of 
Proteobacteria as a class should be revised and that this lineage should be reassigned to a 
novel phylum for which the name ‘Epsilonbacteraeota’ has been proposed (Waite et al. 2017). 
They also concluded that the ancestor of this phylum was probably an autotrophic, motile, 
thermophilic chemolithotroph related to Aquificae. 

 
In summary, Epsilonproteobacteria from hydrothermal vents can grow at low or warm 

temperatures, under microaerophilic or anaerobic conditions, using various electron donors 
(including hydrogen, sulfide, sulfur, sulfite, thiosulfate, formate, acetate, and/or complex 
organic substrates), reducing diverse electron acceptors (such as oxygen, nitrate, nitrite, 
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sulfur, thiosulfate and selenite), and using different carbon sources (such as carbon dioxide, 
formate or complex organic substrates). Most of them are highly motile. One may hypothesize 
that their ecological success is linked to their physiological and metabolic versatility that may 
allow them to respond to the changing environmental conditions. One can also hypothesize 
that their strong motility and thus their ability to move quickly to a niche where conditions are 
appropriate for their growth can partially explain their ubiquitous presence in hydrothermal 
environments. 

 
Thermococcales represents an order of Euryarchaeota divided into three genera 

(Thermococcus, Pyrococcus and Palaeococcus) and remain, since the description of the first 
species more than thirty years ago (Zillig et al. 1987), one of the most studied 
hyperthermophilic hydrothermal taxa. These anaerobic, sulfur-reducing chemoorganotrophs 
are ubiquitously found around the world in various hot areas: deep and coastal hydrothermal 
vents (Flores et al. 2012b; Prieur et al. 1995); freshwater geothermal pools (Klages and Morgan 
1994; Ronimus et al. 1997); hydrothermal and non-hydrothermal sub seafloor sediments 
(Ciobanu et al. 2014; Roussel et al. 2009), and even hot, continental and offshore oil reservoirs 
(Miroshnichenko et al. 2001; Stetter et al. 1993). 

Fourty-two species have been characterized and published (33 Thermococcus, 6 
Pyrococcus and 3 Palaeococcus species) (Parte 2018), among which 31 complete genomes 
have been sequenced and published (24 Thermococcus, 5 Pyrococcus, 2 Palaeococcus). Some 
of them are strict or facultative piezophiles (Birrien et al. 2011; Marteinsson et al. 1999). 
Strains with the deepest origins are T. piezophilus, isolated from the Cayman Trough, at a 
depth of 4,964 m (Dalmasso et al. 2016) and P. yayanosii isolated from the Ashadze site at a 
depth of 4,100 m (Birrien et al. 2011). All isolated strains are motile, anaerobic, and 
neutrophilic chemoorganotrophs (Bertoldo and Antranikian 2006), with a coccoid morphology 
(except for T. coalescens (Kuwabara et al., 2005) showing irregular cells). Thermococcales are 
commonly grown on rich media, although often being isolated from oligotrophic 
environments. Interestingly, some of them have been enriched on culture media targeting 
methanogens (T. piezophilus) (Dalmasso et al. 2016), or under oligotrophic conditions (Byrne 
et al. 2009a). Various works explored their broad ability to grow by fermenting different 
substrates, including simple and complex carbohydrates (e.g. maltose (Xavier et al. 1999), 
glucose (Schäfer et al. 1994), galactose (Rinker and Kelly 1996), cellobiose (Oslowski et al. 
2011), glycogen (Callac et al. 2016), starch (Lee et al. 2006), chitin (Horiuchi et al. 2016), 
cellulose (Gavrilov et al. 2016), xylan (Gavrilov et al. 2016), xyloglucan (Gavrilov et al. 2016), 
organic acids (e.g. pyruvate (Kanai et al. 2005)), formate (Kim et al. 2010)), polyols (e.g. 
glycerol (Mardanov et al. 2009)), peptides, amino acids, or other nitrogen sources (casein 
(Marteinsson et al. 1999), casaminoacids (Marteinsson et al. 1999), peptone (Marteinsson et 
al. 1999), tryptone (Gonzales et al. 1995), urea (Callac et al. 2016), and even more complex 
matrices (e.g. milk and brewery wastes (Hensley et al. 2016), beef or yeast extracts 
(Marteinsson et al. 1999). Growth on carbon monoxide as sole carbon source has also been 
reported in several species, such as ‘T. onnurineus’ (Bae et al. 2012) and T. barophilus 
(Kozhevnikova et al. 2016). Some Thermococcales have also been suggested to convey 
exoelectrogenic abilities, i.e. to practice extracellular electron transfer in order to exchange 
with insoluble minerals as hydrothermal sulfides (Pillot et al. 2018).Catabolic derivatives from 
uptaken environmental organic electron donors can be directed towards glycolysis by a 
modified version of the Embden-Meyerhof pathway, in which the the classical glycolytic 
enzymes glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and phosphoglycerate kinase 
(PGK) are replaced by one Fd-linked enzyme, glyceraldehyde-3-phosphate Fd oxidoreductase 
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(GAPOR) (Mukund and Adams 1995; van der Oost et al. 1998 ; Verhees et al. 2003) The major 
fermentation products are acetate, H2, and CO2. Importantly, those steps lead to the reduction 
of ferredoxin, a protein that will transport the electrons to different types of cytosolic or 
membrane hydrogenases (from two (e.g. P. horikoshii) to seven (e.g. ‘T. onnurineus’ NA1) 
enzymes (Lee et al. 2017)), inducing the concomitant regeneration of reducing equivalents 
(NADP+/NADPH) and formation of H2 or H2S, depending respectively on the absence or 
presence of available elemental sulfur (Schut et al. 2013, Schut et al , 2014). It is noteworthy 
that this potential H2 synthesis has attracted a large interest for overproduction oriented 
towards industrial exploitation, either in simple culture or in consortia (Bálint et al. 2005; 
Pawar and Niel 2013). 

Fourty years after the discovery of deep-sea hydrothermal vents, it has become clear 
that Thermococcales are key actors of deep-sea hydrothermal vents, being hypothesized as 
possible first hydrothermal chimneys colonizers (Byrne et al. 2009a), most likely thanks to the 
wide environmental conditions they cope with, their ability to survive in cold oxygenated 
seawater (Lesongeur et al. 2014), and their metabolic plasticity. 

In brief, these two widespread lineages, Epsilonproteobacteria and Thermococcales, 
display a wide physiological diversity around deep-sea hydrothermal vent habitats. This 
versatility allows them to thrive in a variety of physicochemical conditions, and not 
surprisingly, some members belong to early colonizers of uninhabited vent ecosystems. Thus, 
they can be defined as generalist lineages, i.e. lineages able to adapt to diverse habitats. 
Generalist lineages were demonstrated to possess higher speciation rates and significant 
persistence advantage over specialists (i.e. those that are adapted to specific niches) 
(Sriswasdi et al. 2017). This might be the key of the ecological success of Epsilonproteobacteria 
and Thermococcales in an environment as unstable and changing as the hydrothermal 
ecosystem. 

5. Adaptations to high temperature

Since the discovery of life at very high temperatures, the research community has tried 
to decipher how such adaptations were possible. Many works have shown diverse variations 
regarding their mesophilic counterparts, induced by fundamental changes in thermodynamic 
behavior. Investigations concerned several levels, such as cell membrane, protein structures, 
protein folding systems, cytoplasmic solutes, nucleic acid stabilization and metabolic 
regulation. 
The directions of biochemical reactions are determined by Gibbs energies changes (ΔG, 
defined according to temperature as ΔG = ΔG° + RT ln K, with ΔG°: standard Gibbs energy; R: 
ideal gas constant (J/mol K); T : temperature (Kelvin); K: equilibrium constant). Consequently, 
assessing ΔG is crucial to understanding metabolism. As temperature increases, this value 
varies, and reactions that would not be spontaneous under standard conditions (reactions 
which would be endergonic) become exergonic (releasing energy) at high growth 
temperatures (Verhaart et al. 2010). Comprehensive works have allowed the kinetic 
evaluation of principal metabolic reactions under mesophilic conditions and higher 
temperatures, based on the Helgeson-Kirkham- Flowers equations of state parameters for 
ions and electrolytes and combined with experimental data and other literature analyses 
(Amend and Plyasunov 2001; Thauer et al. 1977). 

Practically, many biological features ensue from these fundamental variations. Cell 
membranes must adapt for thermostability. Membranes in Archaea are principally composed 
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of lipids with glycerol ether linked to isoprenoid hydrocarbon chains, leading to a different 
stereochemistry than the one directing glycerophospholipids of Bacteria (and Eukarya). If 
evolutionarily relevant, this fact is however not significant for adaptations to high temperature 
(both having the same thermal stability). Indeed, rigidity can be conferred by tetraether lipids 
creating covalent bonds between each side of the lipid bilayer, but those have also been found 
in mesophilic species (e.g. in the thermophilic Methanobacter thermoautotrophicus and the 
mesophilic genus Methanobacterium) (Imanaka 2011; Koga 2012). Studies have outlined that 
just one type of lipid alone cannot explain this adaptation, but rather a complex mix of 
different properties. At high temperatures, maintaining a permeable barrier can be allowed 
by so-called thermophilic lipids (e.g. ether lipids as the monobranched fatty alcohol-containing 
diether lipids of Thermodesulfobacterium commune (Langworthy et al. 1983)). On another 
hand, heat tolerant lipids possess a liquid crystalline phase, thus remaining highly permeable 
and being possibly used at both low and high temperatures (e.g. unsaturated, geranylgeranyl 
group-containing archaeol present in both Methanococcoides burtonii (psychrophile) and 
Methanopyrus kandleri (hyperthermophile)) (Koga 2012). 
Proteins of hyperthermophiles have been broadly investigated as fundamental adaptive 
questions but also because many have unique features not found in mesophilic organisms, 
making them interesting for biotechnological purposes (as the famous practical example of 
the use of the polymerase from Thermus aquaticus for polymerase chain reactions (Saiki et al. 
1988)). Among the common investigated parameters, increases in hydrogen bonds, as well as 
hydrophobic interactions, are reported to enhance thermal resistance (Imanaka et al. 1986; 
Macedo-Ribeiro et al. 1996). The tertiary structure internal packing of a protein can be 
stabilized thanks to the generation of aromatic clusters or a shift of hydrophobic residues to 
the interior of the molecule (Hashimoto et al. 1999). Sequence termini can be buried into 
hydrophobic pocket and disordered loop can be replaced by alpha-helix, thus avoiding 
nucleation melting (Hennig et al. 1997). Ion interactions, quite insensitive to alterations of 
water structure occurring in thermophilic conditions, allow the pairing of protein subunits in 
a sturdy fashion, and more of such networks are observed in thermophiles than in mesophiles 
(Rahman et al. 1998a; Robb and Clark 1999). Presence of disulfide bonds, such as in the family-
B DNA polymerase of Thermococcales, also plays in strengthening of the protein (Killelea and 
Connolly 2011). Some enzymes that are monomeric in mesophilic environments are found as 
oligomers at high temperatures, such as the thermophilic rhodopsin of in Thermus 
thermophilus JL-18 (MacBeath et al. 1998; Shionoya et al. 2018). As long supposed and then 
shown in Thermococcus celer protein L30e, stabilizing salt-bridges (ie. electrostatic bonds 
between closed, oppositely charged residues) increase thermostability of the molecule, by 
reducing the heat capacity change of unfolding (Chan et al. 2011; Folch et al. 2008). This 
aspect, along with the compactness of the molecule, has also been shown to influence protein 
thermostability in Thermotoga maritima and several other models (Panja et al. 2015; 
Robinson-Rechavi et al. 2006). However, protein aggregation remains a threat to their activity, 
and tends to happen at high temperatures. In response, thermophilic proteins keep their 
aggregation prone regions (APRs) away from solvent exposure into hydrophobic cores, or by 
using close charged residues (Thangakani et al. 2012). But the protein itself is generally not 
the unique responsible for its extreme adaptation: its maturation process seems to be 
sometimes crucial (Rahman et al. 1998b). 

On another hand, a cell must also be able to quickly adapt in response to punctual 
temperature augmentation. Heat shock proteins (HSPs) are part of such folding system (De 
Maio et al. 2012; Ritossa 1962). They include chaperones, ATPases, proteases and DNA-repair 
proteins. In Archaea, AAA+ proteins (a kind of ATPases), small heat shock proteins (sHSPs), 
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and the β1 subunit of the proteasome constitute the response to a heat shock (Keese et al. 
2010). Mesophilic bacteria and archaea share a common, so-called, chaperone machine, from 
which many HSPs are not found in hyperthermophiles (such as, for example, Hsp90, DnaK, 
DnaJ, GrpE, Hsp33 and Hsp10 homologues), though some of the absent proteins can be 
functionally replaced (Laksanalamai et al. 2004). However, other molecules can be involved in 
acquired thermotolerance, i.e. the mechanism of direct acclimation to supra- optimal 
temperatures, even in hyperthermophiles (e.g. Hsp60 synthesized in Sulfolobus shibatae) 
(Trent et al. 1994). Overall, in hyperthermophiles, the chaperone system seems minimal 
compare to mesophilic species. 
In cytoplasm, cells accumulate small, highly soluble, organic compounds, to balance the 
osmotic pressure and preserve cell viability under stress conditions (including high 
temperatures). Usually uncharged, they can be negatively charged in thermophiles, which 
would help to better stabilize proteins against structural disruption caused by high thermal 
energy (Santos et al. 2011). Two categories of thermolytes (solutes involved in thermophily) 
can be mainly described: polyol-phosphodiesters (e.g. di-myo-inositol phosphate (DIP), not 
found in organisms growing below 60°C optimum) and alpha-hexose derivatives (e.g. 
mannosylglycerate). Other solutes which are not categorized as such are also specific to 
hyperthermophiles, such as beta-glutamate, aspartate, cyclic-2,3-biphosphglycerate (cBPG) 
(Neves et al. 2005; Santos et al. 2011). However, if those have been found in thermophiles, it 
also appeared that they are not essential to life at high temperatures. For example, certain 
thermophiles living in non-saline environments, such as Thermotoga thermarum or 
Thermococcus  zilligii do not accumulate organic solutes.  Moreover, mutational works in 
Thermococcales have confirmed that the lack of DIP synthesis as a thermolytic response to 
heat does not impair growth and that other mechanisms are used (e.g. aspartate synthesis) 
(Borges et al. 2010; Cario et al. 2015). It is noteworthy that, though solutes are usually rather 
uptaken than synthesized, transport systems for thermolytes have not been reported yet. 

 
At high temperatures, double-stranded DNA faces many risks of denaturation and 

chemical cleavages of the N-glycosidic links between sugars and bases (Grogan 1998; Lindahl 
and Andersson 1972; Lindahl and Karlstrom 1973). Stabilizing nucleic acids, thanks to different 
strategies, is thus very important for thermophiles. Many tend to harbor multiple copies of 
the chromosomes, coded in smaller genomes, in order to counteract their degradation 
(Bernander 2000). Also, the fraction of G and C bases of ribosomal and transfer RNAs is 
positively correlated with the optimum growth temperature. However, this may not apply to 
mRNAs and genomic DNA (Lambros et al. 2003). Some bases can be covalently modified in 
much varied fashion to harbor better conformational rigidity (often thanks to extensive 
hydrogen bonding (Kowalak et al. 1994)), and compact tertiary structures induce stability 
(Grosjean and Oshima 2007). External factors can help maintain the molecules at high 
temperatures as well. Histones can enhance the melting temperature by allowing DNA 
compaction and nucleosome formation (e.g. HpkA and HpkB from T. kodakarensis 
(Higashibata et al. 1999)). High concentrations of potassium and magnesium ions and 
polyamine also stabilize nucleic acids, which are better bound by small ligands (Imanaka 2011). 
Importantly, the reverse gyrase is a topoisomerase found in every hyperthermophile (and not 
in any mesophile), and leads to a positive superhelix structure of DNA, which is linked to better 
resistance to high temperatures (Atomi et al. 2004). 

Finally, regarding hyperthermophily, posttranscriptional modifications shown of great 
importance in the thermal RNA stabilization of P. furiosus (Kowalak et al. 1994), and some 
heat-shock inducible promoters have also been identified in this genus (Keese et al. 2010; Usui 



17 
 

et al. 2001). Despite those works, few regulative strategies have been specifically attributed 
to those extremophiles. 

 

6. Genetic models 
 

In the sections above, information about the diversity and molecular function of 
thermophiles observed at deep-sea hydrothermal vents was provided using molecular and 
culture-based approaches. However, to obtain a finer understanding of the molecular 
machinery of (hyper)thermophiles, in vivo genetic manipulations are required. Indeed, 
physiological impact resulting from a gene deletion/modification can help resolving its 
function (Soppa 2006). Moreover, the development of genetic systems can lead to 
biotechnological applications (Counts et al. 2017). 

There are fundamental requirements for the development of genetic tools (Atomi et al. 
2012; Farkas et al. 2013): first, the availability of a DNA delivery method, in order to allow the 
entrance of exogenic DNA inside the cell, and second some selection/counterselection 
markers to ensure its maintenance and expression thereafter. These two steps allow the 
creation of genetic constructs harboring genome modifications. For example, a gene deletion 
can be achieved after a double-crossover recombination between a plasmid carrying the two 
flanked homologous regions of target gene. It is achieved through a non-autonomous 
plasmid, while autonomous plasmids, if available, can serve for complementation and to the 
development of expression systems. 

Genetic systems exist for several thermophiles such as Thermus (Cava et al. 2009), 
Geobacillus (Hussein et al. 2015), and Thermotoga (Conners et al. 2006) for Bacteria and 
Thermococcus, Pyrococcus, and Sulfolobus for Archaea (Farkas et al. 2013). However, only 
Thermococcus barophilus MP (Birien et al.  2018; Thiel et al. 2014) , Pyrococcus yayanosi A1 
(Li et al. 2015) and Methanocaldococcus jannashii (Susanti et al 2019) are genetic models 
among deep-sea hydrothermal vent species. They benefited from previous genetic tools 
developed for other Thermococcales, Thermococcus kodakarensis (Hileman and Santangelo 
2012) and Pyrococcus furiosus (Lipscomb et al. 2011). Transformation of Pyrococcus abyssi 
could be achieved but at a level of efficiency too low to conduct genetic modifications (Lucas 
et al. 2002). The strong specificity of these deep-sea hydrothermal models is their adaptation 
to high hydrostatic pressure. Thus, these genetic systems could help to better understand the 
molecular functions that drive piezophily at very high temperature (Li et al. 2018). 

 
In the field of biotechnological applications, biocatalysis and metabolic engineering 

remain to be developed for these models. Nevertheless, some previous works have been done 
with thermophilic models (Counts et al. 2017) and even with taxa from the same order, such 
as Pyrococcus furiosus. For instance, novel enzymes such as DNA polymerases, hydrogenases, 
or hydrolases have some great potential in industry, bioenergy, or environmental 
remediation. More specifically, various high-pressure processes such as high- pressure food 
pasteurization could derive benefits from piezo-tolerant enzymes. For instance, cheese 
ripening could be achieved by a protease (Zhang et al. 2015). Engineering of pressure-inducible 
osmolytes, also call piezolytes, could potentially play a role in osmoadaptation and 
thermoadpatation for molecules of interest (Neves et al. 2005). Thus, this technological field 
would deserve broader investigations, though early applications may have been hampered by 
their inherent technical challenges. 
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7. Perspectives 

 
After fourty years of studies of thermophilic bacteria and archaea from deep-sea 

hydrothermal vents, through physiological, (meta)-genomic, genetic, and biochemical 
approaches, major advances have been made in understanding these communities, particularly 
on species abundant in situ and adaptations to high temperature. Microbial ecology and 
ecological strategies at deep-sea vents remain much less documented. In the future, we believe 
that technical and conceptual developments should drive innovative data and improve our 
knowledge and understanding of the hydrothermal thermophilic microbial world. We believe 
that culturomics and culture-directed from metagenomic data should drive innovative results 
and allow to isolate taxa of yet- uncultivated lineages, with poorly-documented metabolisms, or 
with metabolisms filling gaps in biogeochemical cycles. We are also convinced that the 
implementation of reactors simulating the complex microenvironments found at deep-sea vents 
onto reconstituted synthetic communities or natural communities should bring interesting 
results regarding to the ecology of microbial communities. Indeed, in their natural habitat, 
microorganisms are not isolated from each other. On the contrary, they communicate and 
interact with each other and with their environment. Such experimental systems materialize the 
reproduction of both in situ conditions/gradients and in situ communities, and the analysis of 
their interaction in greater details. The interfacing of biological and geological sciences is also 
promising for new discoveries. This may be new ways to extract energy from the hydrothermal 
environment that have not been discovered yet. To better address the ecology from deep-sea 
vents, it would be also very interesting to have more reports about precise microbial members 
at different taxonomic levels, and from multiple sites, and to perform activity measurements (if 
possible at the in situ pressure), because these data are crucial for the understanding of an 
ecosystem functioning and dynamics. Finally, the development of new genetic models for some 
abundant or key ecosystem players will be helpful to understand the adaptations of 
thermophiles to physicochemical parameters, to find functions for the considerable number of 
genes in genomes with no known function, and to describe new metabolic pathways. 
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Titre : Dynamique spatiale et temporelle des communautés microbiennes dans les édifices hydrothermaux actifs 

Mots clés : Sources hydrothermales, communautés microbiennes, Persephonella 

Résumé : Dans les sources hydrothermales 
océaniques profondes, le mélange du fluide 
hydrothermal chaud, acide et anoxique avec l’eau de 
mer froide et oxygénée provoque la formation de 
cheminées hydrothermales. Il s’agit de structures 
poreuses dont la composition minéralogique évolue 
au cours du temps. Les gradients thermiques et 
chimiques sont propices à la croissance de 
communautés microbiennes, qui présentent une forte 
diversité taxonomique, physiologique et métabolique. 
Malgré les nombreuses études portant sur la 
microbiologie de ces environnements, la dynamique 
spatiale et temporelle des communautés 
microbiennes des cheminées hydrothermales reste 
encore peu connue. Notre étude a été basée sur un 
échantillonnage rigoureux de cheminées 
hydrothermales de six sites du champ hydrothermal 
Lucky Strike, et du panache proximal associé 

La composition minéralogique des cheminées 
hydrothermales, déterminée par diffraction aux 
rayons X, a permis d’estimer le stade de maturation 
des cheminées. Des approches complémentaires ont 
été mises en place pour étudier et comparer les 
communautés microbiennes des cheminées et du 
panache proximal. La diversité phylogénétique et la 
structure de ces communautés a été étudiée par une 
approche de metabarcoding, et des informations 
fonctionnelles ont été obtenues en réalisant des 
cultures en continu en bioréacteur, des 
enrichissements MPN ainsi que des mesures 
d’activité métabolique. Une souche appartenant au 
genre Persephonella a également été isolée et 
décrite et son adaptation a l’environnement 
hydothermal a été montrée. 

Title : Spatial and temporal dynamics of microbial communities in active hydrothermal vents 

Keywords : Hydrothermal vents, microbial communities, Persephonella 

Abstract : In deep-sea hydrothermal vents, the 
mixing between hot, acidic and anoxic hydrothermal 
fluid with seawater leads to the formation of 
hydrothermal chimneys. These are porous structures 
whose mineralogical composition changes over time. 
Thermal and chemical gradients are favourable to the 
growth of microbial communities, that present a high 
taxonomic, physiologic and metabolic diversity. 
Despite numerous studies about the microbiology of 
hydrothermal environments, the spatial and temporal 
dynamics of microbial communities in hydrothermal 
vents remain relatively unknown. Our study was 
based on a rigorous sampling of hydrothermal 
chimneys from six sites in the Lucky Strike 
hydrothermal vent field, and the associated proximal 
plume. 

The mineralogical composition of hydrothermal 
chimneys, determined by X-ray diffraction, was used 
to estimate the growth stage of the chimneys. 
Complementary approaches were implemented to 
study and compare the microbial communities in 
chimneys and proximal plume. The phylogenetic 
diversity and the structure of these communities was 
studied by a metabarcoding approach, and functional 
information were obtained by realizing continuous 
cultures in bioreactor, MPN enrichments and 
metabolic activities measurements. A strain of the 
genus Persephonella was isolated and described. 
The investigation of its physiological and metabolic 
capacities has highlighted its adaptation to the 
hydrothermal environment 


