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INTRODUCTION GENERALE

L’océan profond malgré son importance (80 % du volume de la biosphere marine) reste I'un des
environnements les moins bien connus de la planete. La découverte de I'existence d’une biocénose
originale associée aux sources hydrothermales profondes en 1979 figure parmi les découvertes
scientifiques contemporaines les plus marquantes (Corliss et al., 1979). Elle a changé la vision de I'océan
profond (>1000 m de profondeur) longtemps considéré comme un biotope pauvre et limité en
biomasse par ses conditions particulieres comme par exemple les faibles températures, les fortes

pressions hydrostatiques ou encore I'absence de lumiere du soleil.

Depuis cette découverte, pres de sept cents champs hydrothermaux ont été détectés le long
des dorsales océaniques (ou l'activité tectonique et volcanique est importante), des arcs volcaniques et
des bassins d’arriere arcs en arriére des zones de subduction (Beaulieu et al., 2015). lls sont caractérisés
par I'émission de fluides hydrothermaux a des températures pouvant dépasser 400 °C. Le
refroidissement de ces fluides lors de leur émergence sur le plancher océanique induit une saturation
et la précipitation de minéraux lors du mélange des fluides hydrothermaux (surchauffés et réduits) avec
I'eau de mer (froide et oxique) (Hannington et al., 1995; Tivey, 2007) . Au fil du temps, les édifices
hydrothermaux s’accumulent pour former des amas de sulfures massifs. La précipitation de minéraux
dans le panache hydrothermal disperse également les éléments chimiques dans la colonne d’eau sur
plusieurs dizaines de km autour des sources hydrothermales. Les sources hydrothermales forment des
écosystemes complexes en abritant souvent une biocénose endémique qui a comme particularité d’avoir
a la base de sa chaine trophique une production primaire chimiotrophe basée sur les éléments
chimigues dissous dans les fluides hydrothermaux et assurée par des micro-organismes chimio-
synthétiques (Jannasch & Wirsen, 1979). Les dépdts de sulfures massifs actifs sont trés hétérogenes et
dynamiques caractérisés par des gradients physico-chimiques trés marqués a I'échelle du cm au mm
(par exemple : pH, température, salinité) et par une diversité d’associations minéralogiques complexes,
engendrant une multitude de microenvironnements favorables au développement d’une riche diversité
de bactéries et archées possédant des voies métaboliques spécifiques (Amend & Shock, 2001; McCollom
& Shock, 1997). Les cheminées hydrothermales sont ainsi des zones d’interactions entre la géosphére
comprenant le fluide et les minéraux environnants (partie abiotique) et les micro-organismes de la
biosphere (partie biotique) qui permettent par la suite le développement et le maintien de la
macrofaune de ces environnements dans des conditions qualifiées d’extrémes.

L'objectif général de ce travail de thése est d’identifier et caractériser fonctionnellement les
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communautés microbiennes en interaction avec les minéralisations hydrothermales. En effet, bien que
la diversité microbienne associée aux édifices hydrothermaux commence a étre relativement bien
décrite grace aux approches culturales et moléculaires, I'organisation, le fonctionnement et les
interactions de ces communautés avec la géosphere restent mal définis principalement en raison des
contraintes expérimentales imposées par ces environnements d’étude complexes et difficiles d’acces.
Ainsi, la réalisation de ce projet permettra de répondre spécifiquement aux questions suivantes :

e Quels sont les micro-organismes/communautés impliqués dans les différentes étapes de la

colonisation et dans les interactions avec les structures minérales hydrothermales actives ?

e Quelles sont les fonctions métaboliques associées aux micro-organismes/communautés

impliqués dans ces interactions micro-organisme/minéral ?

o Quelles est la capacité de résilience de ces communautés microbiennes (hyper)thermopbhiles

dans une niche écologique ayant perdu son activité ?

Pour répondre a ces questions, des approches innovantes de colonisation ex situ de substrats naturelles
de sulfures massifs ont été privilégiés grace a des incubations de ces substrats en bioréacteur Gas-lift
inoculés a partir d’échantillons de cheminées et de fluides hydrothermaux. L'utilisation de culture en
continu permet un controle des conditions biotiques et abiotiques des incubations. Dans ce cadre, les
travaux se sont principalement concentrés sur I'étude de la diversité et de la structure des

communautés présentes dans la fraction liquide et de celles associés aux substrats de sulfures massifs.

Ce mémoire de thése s’organise en 5 chapitres. Le chapitre premier du manuscrit est consacré a
introduire le contexte de I'étude, a travers la présentation dans un premier temps, des différents
comartiments de cet écosysteme (d’un coté le contexte géologique et de I'autre les micro-organismes
et leurs implications dans les grands cycles biogéochimiques) puis une présentation des différentes
formes d’interactions géosphére-biosphere. Enfin un focus est fait sur I'ordre des Thermococcales,
acteur important de ces écosystémes et modeéle de notre étude. La présentation des matériels et
méthodes utilisés au cours de ce travail de these fera suite a la revue bibliographique dans un deuxieme
chapitre. Dans le chapitre Ill, les résultats de I'étude de cultures en continu de communautés
microbiennes hyperthermophiles des environnements hydrothermaux seront présentés sous la forme
d’un article. Puis le chapitre IV sera consacré a présenter un nouveau mécanisme de tolérance a I'H,
chez les Thermococcales. Ce chapitre sera présenté sous la forme d’un article suivi d’'une partie dans
laguelle des données complémentaires seront exposées. Enfin, le chapitre V propose une discussion des

résultats obtenus au cours de cette these ainsi que des perspectives pour la suite de ce projet.

16

/S
—



CHAPITRE I : SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE

I
[EEN
~N

—



o

18

—




Chapitre | — Synthése bibliographique \

1.1. Les systemes hydrothermaux: Généralités autour des sources
hydrothermales profondes

1.1.1 Principe de I’hydrothermalisme

Les sources hydrothermales profondes localisées au niveau des dorsales océaniques, c’est-a-dire au
niveau des frontieres des plaques tectoniques, sont I'une des conséquences visibles d’'un phénomeéne
plus global : la tectonique des plaques (FIGURE 1) qui induit une forte activité tectonique et volcanique

au niveau des frontiéres divergentes (dorsales) et convergentes (arcs et bassins arriere-arc).

Pour bien comprendre ce phénomene, il faut avoir une vision élargie a I'échelle planétaire. La Terre se
divise en trois grandes parties. Au centre se trouve le noyau constitué d’une partie solide (le noyau
interne) et d’une partie liquide (le noyau externe). Le noyau est recouvert par le manteau également
divisé en deux parties : le manteau inférieur et le manteau supérieur. La partie superficielle est la cro(te
terrestre (composée des plagues lithosphériques continentales et océaniques) qui constitue une fine
couche recouvrant le manteau (quelques dizaines de km). Depuis le centre de la Terre, la chaleur qui

provient principalement de la collision des astéroides lors de sa formation mais également de la

238 232)
’

désintégration radioactive d’élément chimiques (comme le potassium *°, I'uranium 2 et le thorium
est évacuée vers la périphérie. Pour cela deux mécanismes sont mis en place : la conduction thermique
et la convection mantellique. Cette derniére est le moteur de la tectonique des plaques (McKenzie &

Parker, 1967).

Ride médio-océanique

Océan
Zone de

subduction

Lithosphere
océanique

continental magma

Lithosphére p

Noyau Noyau
interne externe

1260 2260 2230 50 km

Figure 1 : Principe général de la tectonique des plaques. Modifiée d’apres https://www.ck12.org/.
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Les cro(ites continentales et océaniques dérivent a la surface du manteau, elles représentent la partie
haute des cellules de convections. Les plaques continentales plus légeres restent perpétuellement en
mouvement a la surface tandis que les plaques océaniques, qui sont plus denses, se renouvellent selon
le modele de I'expansion océanique proposé par Hess en 1962 (Hess et al., 1962; Vine & Matthews,
1963). Le principe général est le suivant : une nouvelle crolte océanique se forme au niveau des rifts
par la remontée et la décompression de roches mantelliques plus chaudes et plus légeres. La crolte
nouvellement formée migre ensuite de part et d’autre du rift a des vitesses allant de 1 a 18 cm par an.
Durant sa migration, la cro(te océanique se refroidit et s’approfondit progressivement. Puis lorsqu’elle
atteint les zones de subduction (marges actives) elle s’enfonce de nouveau dans le manteau au niveau
des branches descendantes des cellules de convection. Le volcanisme sous-marin est le systeme
volcanique le plus important de la planéte (73 % de I'activité volcanique totale (Perfit & Davidson,

2000)).

Les dorsales océaniques peuvent étre classées en fonction de leurs vitesses d’accrétion, trois modeles

sont retrouvés (FIGURE 2) (Fouquet et al., 2013; Macdonald, 1983) :

e Les dorsales rapides et ultrarapides (vitesse d’expansion entre 8 et 14 cm/an et > a 14 cm/an
respectivement) caractérisées par une forte activité volcanique permanente et la présence
d’une ride volcanique réguliére haute de quelques centaines de m et surmontée d’un graben
axial inférieur a 1 km de large et 100 m de profondeur (par exemple : la dorsale Est Pacifique,
East Pacifique Ridge EPR). Elles représentent 25 % des dorsales. Dans les portions les plus
rapides la chambre magmatique située a moins de 3 km de profondeur est quasi permanente

et continue le long de la ride.

e Les dorsales intermédiaires (environ 5,5 a 8 cm/an) représentent 15 % des dorsales. Leur
morphologie est intermédiaire entre celle des dorsales rapides et lentes, avec une vallée axiale

peu marquée et peu profonde (Beaulieu et al., 2015).

e Les dorsales lentes et ultra-lentes (taux d’expansion entre 2 et 5,5cm/an et <2 cm/an
respectivement) sont caractérisées par une activité tectonique importante qui marque la
dorsale par de nombreuses segmentations (failles) limitant une vallée axiale profonde de 10 a
20 km de large en moyenne (par exemple : la dorsale Atlantique, MAR). La présence d’une

chambre magmatique est épisodique. Elles représentent 60 % des dorsales.

La crolite océanique nouvellement formée se refroidit progressivement au contact de I'eau de mer et
se rétracte générant de multiples discontinuités et anfractuosités dans lesquelles I'eau de mer froide et

dense s’infiltre (FIGURE 3). Ces failles s’additionnent a celles liées a I'ouverture océanique. La zone dans
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laguelle 'eau de mer pénétre la crolte océanique est appelée zone de recharge et s’étend sur plusieurs
dizaines de km? (Alt, 1995). Au fur et @ mesure de sa descente dans la cro(te, I'eau de mer se réchauffe
et réagit avec les roches jusqu’a devenir du fluide hydrothermal. C'est au niveau de la zone de « réaction
hydrothermale » dans la partie profonde des convections hydrothermales et a proximité des chambres
magmatique (1200 °C) que les réactions et les échanges chimiques sont les plus intenses. L'eau de mer
va progressivement se décharger en dioxygene puis aux alentours de 150 °C en calcium et en sulfate qui

précipitent sous forme d’anhydrite (CaSQOy).

MW IS0W 120W B0OW B0W 30w 0 WE GE B0E 1ME S0E M0E

Superlente Bl Lente Intermédiaire W Rapide WM Ultrarapide

Voleanisme & fracturation
EFR 3°5

EPR 21°NM

Figure 2 : Localisation des sites hydrothermaux identifiés le long des dorsales océaniques et classée selon la
vitesse d’expansion de la dorsale : ultralente (<20 mm an?), lente (20-55 mm an?), intermédiaire (55-
80 mm an?), rapide (80-140 mm an™) ou ultrarapide (>140 mm an?). Les couleurs indiquent les zones
encore non explorées. Les Zones Economiques Exclusives sont délimitées par des bordures gris clair.
Abréviations: CR, Carlsberg Ridge; EPR, East Pacific Rise; GSC, Galdpagos Spreading Center; MAR, Mid-Atlantic
Ridge; Pac.Ant.R, Pacific Antarctic Ridge; SEIR, Southeast Indian Ridge; SWIR, Southwest Indian Ridge.
Modifiée d’apres (Beaulieu et al.,, 2015). B : Profils transversaux de la zone d’expansion des dorsales
océaniques. Modifiée d’apres (Kelley et al., 2002; Roussel, 2008).
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La faible profondeur des chambres magmatiques (= 3 km) induit de forts gradients de températures
(plusieurs centaines de °C par km). Les températures élevées combinées aux fortes pressions
hydrostatiques, accroissent considérablement le pouvoir de solubilisation de I'eau qui se traduit par un
lessivage des roches. Les fluides s’enrichissent en de nombreux éléments chimiques réduits et
anoxiques principalement en ions métalliques (Fe?*, Mn?*, Zn%*, Cu?*), en soufre S” et en gaz dissous (CO,,

CHg4, Hz et H,S) (Charlou et al., 2002; Kelley et al., 2002).

Le résultat des réactions dans les zones profondes est un fluide chaud, réduit, acide et moins dense que
I'’eau de mer. Ce fluide qui forme la branche ascendante de la cellule de convection, remonte a grande
vitesse et de maniere adiabatique (sans perte de température) le long des failles et est expulsé sur le
plancher océanique au niveau des évents hydrothermaux dans la zone de décharge.
L’hydrothermalisme se rapporte ainsi a I'ensemble des réactions chimiques mises en jeu lors de
I'interaction entre des roches encaissantes et des fluides circulants de hautes températures. La
circulation hydrothermale, est un des moteurs de refroidissement de la crolte océanique et joue un
réle fondamental dans le transfert de masse et d’énergie depuis le manteau jusque dans I'océan (Alt,
1995). Elle influence la composition de I'eau de mer et de la cro(te océanique aussi bien en servant de
pieége pour des éléments comme le magnésium (participation jusqu’a 80 % de la perte de Mg des océans
(Elderfield & Schultz, 1996; Mottl & Wheat, 1994) ou de source pour d’autres éléments tels que les

métaux ou le calcium (20 % des apports de Ca) (Berner & Berner, 2012; Zhu & Macdougall, 1998).

He, Mn?*, H,Si0,, Fe?*, FeOOH, Fe,

Panache distal

Cheminée
/X_ _hydrothermale

2

Panache A/
proximal — /

—
¥~ Diffuseur

2 - 60°C

<z o

Zone de
reaction

Basalte

Chambre magmatique

Gabbro 1200°C

Figure 3 : Principe de la circulation hydrothermale océanique au niveau d’une dorsale et caractéristiques
physico-chimiques des fluides produits. Modifiée d’aprés https://oceanexplorer.noaa.gov/.
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1.1.2 Historique de la découverte des sources hydrothermales profondes

La découverte en 1979 d’émission de fluide hydrothermal de température supérieure a 300 °C était
inattendue. Cependant I'existence d’une circulation hydrothermale dans la cro(te océanique au niveau
des centres d’expansion avait déja été supposée quelques années auparavant (Elder, 1965; Lister,
1972). De nombreux éléments venaient renforcer cette hypothese comme les profils de flux thermiques
dans les sédiments a I'approche des dorsales. En particulier la différence entre le flux conductif
théorique et les flux de chaleur mesurés a I'approche des dorsales, était expliquée par une forte
composante d’extraction de chaleur par des convections hydrothermales (Wolery & Sleep, 1976).
L'existence de sédiments métalliferes associés a des anomalies de température (70 °C) et de salinité
dans une fosse de la mer Rouge (Bruneau et al., 1953) laissaient également présager de |'existence de

circulation de fluides de haute température sur les dorsales.

Le projet franco-américain FAMOUS (French American Mid Ocean Undersay Survey) initié en 1971, peut
étre considéré comme un acte fondateur de I|'exploration des dorsales océaniques et de la
démonstration de la théorie de la tectonique des plaques. Ce projet avait pour objectif d’explorer une
portion bien définie de la dorsale atlantique au sud des Acores par 2800 m de profondeur a 'aide de
trois engins d’exploration (Archimede, Cyana (FIGURE 4A) et Alvin). Une des découvertes majeures de
cette campagne est celle de I'existence d’activité hydrothermale fossile au niveau d’une dorsale sous la
forme de dépdts hydrothermaux de basse température (Ballard et al., 1975; Scott et al., 1974). Cette
campagne a montré la nécessité d’une préparation minutieuse préalable avec une étude de haute
résolution des fonds marins, suivie d’une observation directe a I'aide d’engins submersibles. Cependant
malgré les efforts déployés aucune activité hydrothermale de haute température n’a été détectée sur
la ride médio-Atlantique. Il a donc été décidé d’aller explorer une dorsale plus active avec une vitesse
d’expansion plus rapide, la dorsale est pacifique (EPR) au large du Mexique. Le projet RITA, du nom des
zones de fractures Ribera et Tamayo encadrant la zone explorée, est lancé (Francheteau et al. 1980).
En parallele en 1977, la premiére source hydrothermale active (avec une température de 15 °C) avec
une faune associée est découverte pres de Galdpagos (Corliss et al., 1979) (FIGURE 4B). La présence d’un
écosysteme a cet endroit n"avait alors jamais été soupgonnée. Puis au cours de la campagne CYAMEX,
les premiéres cheminées hydrothermales inactives constituées de sulfures métalliques sont
découvertes en 1977 (Francheteau et al. 1979) sur la ride Est-pacifique. Ce n’est que I’'année suivante
en 1978 a proximité du méme site que fut observé pour la premiére fois des fumeurs noirs actifs
émettant des fluides de hautes températures (350 °C) (FIGURE 4¢) (Macdonald et al., 1980; Spiess et al.,
1980).
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Figure 4 : Photographies emblématiques de la découverte des sources hydrothermales. a : Le submersible
francais Cyana durant la campagne FAMOUS (©lfremer) ; b : Photographie d’'un champ de Riftia pachyptilla
au niveau du site « Rose Garden » situé sur la ride des Galapagos en 1979 (OK. Crane, WHOI) ; ¢ : Premiére
photographie d’un fumeur noir actif prise en 1979 sur le site 21°N sur la dorsale EPR (©D. Foster, WHOI).

Les années qui suivirent, permirent de mesurer I'importance de ce phénomene a I'échelle de la planéte
avec la découverte du premier site hydrothermal actif au niveau d’une dorsale lente (le site de Trans-
Atlantic Geotraverse (TAG) sur la ride médio-Atlantique (Rona et al., 1986)), puis au niveau des bassins
arriere-arc (Fouquet et al., 1993); en intégrant désormais des biologistes pour I'étude des organismes,

acteurs a part entiere de ces écosystemes.

1.1.3 Evolutions technologiques associées

L’exploration des fonds océaniques qui nécessite d’avoir une approche multi-échelle et pluridisciplinaire
n"aurait pas été permise sans des évolutions technologiques continues. Parmi celles-ci I'amélioration de
la cartographie du positionnement et de I'accessibilité ont été des éléments majeurs. Le besoin de
disposer d’une cartographie précise du fond de la mer est apparu avec les premieres lignes
télégraphiques intercontinentales au milieu du 19°™¢ siécle. C'est dans le cadre de la pose de cable
télégraphique que la dorsale médio-Atlantique a été découverte. Le premier systéme de mesure de
profondeur est la ligne de chanvre avec un plomb de sonde. Cette approche est rudimentaire et source
de nombreuses erreurs. Il faut attendre I'invention du sondeur bathymétrique électro-acoustique par
Fessendel pour obtenir des données plus précises. Il s’agit de déduire la profondeur de la mesure du
temps écoulé entre I'émission d’un son en surface jusqu’a sa réception apres réflexion sur le fond. La
bathymétrie devint un enjeu essentiel de la seconde guerre mondiale ce qui permit une amélioration

des systemes. A partir de 1978 I'utilisation des sondeurs multifaisceaux a des fins scientifiques permet

24

N\
—



Chapitre | — Synthése bibliographique \

en plus de la bathymétrie d’avoir une mesure de la réflectivité pour déterminer la nature du fond et

donc de préciser les différents types d’habitats.

Le développement des engins sous-marins civils marqua une nouvelle étape et ces derniers devinrent
rapidement des outils indispensables aux explorations. Le premier engin notable fut la bathysphere de
Otis Barton descendue a I'aide d’un cable qui réalisa une plongée jusqu’a 923 m de profondeur en 1930.
Les premiers engins autonomes furent le Bathyscaphe FNRS2 inventé par Auguste Piccard suivi par le
FNRS3, le Trieste ou encore I'’Archimede. En 1960, le Trieste plongea a 10 916 m dans la fosse des

Mariannes ce qui constitua le record de la plongée la plus profonde.

Par la suite, les bathyscaphes furent remplacés par des sous-marins plus opérationnels (manceuvrabilité,
outils embarqgués, ...) comme le sous-marin américain Alvin (1964) ou le francgais Cyana (1969) puis son
successeur Nautile (1984) (FIGURE 5). Outre ces deux pays pionniers de I'exploration, trois autres pays
disposent également d’engins sous-marins habités, la Russie avec Mir 1 (1987), le Japon avec le Shinkai
6500 (1989) et la Chine avec le Jiaolong (2010). Le développement des engins téléopérés a permis
I'arrivée de nouveaux acteurs comme I'Allemagne, la Chine, la Corée du Sud ou encore I’Angleterre. Les
petits robots sous-marins controlés a distance a 'aide d’un cable, les ROVs (Remotely operated vehicle)
comme le Victor 6000 apportent de nouvelles possibilités en compléments des engins habités (FIGURE
5). Depuis quelques années les sous-marins autonomes AUV (pour Autonomous Underwater Vehicle)

apportent des données essentielles (bathymétrie de tres haute résolution) pour I'exploration et la

préparation des plongées d’échantillonnage.

Figure 5 : Photographies du sous-marin frangais Nautile a gauche (© L. Pasquelins, Ifremer) et du ROV Victor
6000 a droite (©0. Dugornay, Ifremer).
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1.1.4 Enjeux autour des ressources minérales

Depuis quelgues années, les minéralisations hydrothermales profondes font I'objet de nombreux enjeux
économiques et technologiques dans un contexte mondial de fortes tensions sur I'accessibilité et la
disponibilité des métaux. Le besoin en ressources minérales ne cesse d’augmenter du fait du
développement de I'économie mondiale. L'enjeu économique principal porte sur des ressources
minérales associées aux dépdts polymétalliques hydrothermaux inactifs. Ces ressources pourraient
permettre de diversifier les sources d’approvisionnement en métaux dans un contexte ou les ressources

continentales s’Tamenuisent (appauvrissement de la teneur, tonnage, dépendance de pays a risque ...).

L’enjeu géopolitique est important pour déterminer a qui appartiennent ces ressources. C'est la raison
pour laquelle I’Autorité Internationale des Fonds Marins (AIFM) a été créée pour mettre en place un
cadre légal autour de toute activité concernant les grands fonds marins, déclarés bien commun de
I"hnumanité par I'Organisation des Nations Unies. Ainsi toute exploration de sulfures polymétalliques
dans les eaux internationales par une nation ou une entreprise privée nécessite I’'obtention d’un permis
délivré par I'AIFM. A ce jour, 7 permis ont été attribués sur les sulfures hydrothermaux (Allemagne,
Chine, Corée du Sud, France, Inde, Pologne et Russie) pour une durée de 15 années. La zone du permis
sulfures accordée a la France est localisée sur la ride médio-atlantique, elle se compose de 100 blocs
regroupés en 6 grappes de 5 a 25 blocs pour une superficie totale de 10 000 km? (FIGURE 6). Les amas
sulfurés les plus importants sont localisés au niveau des dorsales lentes. Les nations conservent tout de
méme un controle total au niveau de leurs Zones Economiques Exclusives (ZEE). La France (= 11 millions

de km?) posséde la deuxieéme superficie la plus importante aprés les Etats-Unis.

Les enjeux environnementaux liés aux conséquences d’une exploitation des ressources minérales et
énergétiques sont considérables. Le fonctionnement des sources hydrothermales et leurs rbles sur les
grands cycles biogéochimiques ne sont pas encore bien définis. De plus elles forment un écosystéme
fragile et encore mal connu malgré les importants moyens déployés depuis leurs découvertes. C'est la
raison pour laquelle il est nécessaire de comprendre leur fonctionnement avant de réaliser des études
d’impacts de toute exploitation sur la faune et la flore pour assurer un équilibre entre préservation et
exploitation. Enfin, I'apport de I'étude des organismes et micro-organismes de ces environnements est
remarquable autant sur le plan fondamental (origine de la vie, diversité phylogénétique du vivant, ...)

gu’appliqué (recherche de nouvelles molécules d’intérét médical, ...).
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Figure 6 : Emplacement du permis Atlantique accordé par 'autorité internationale des fonds marins a la

France, et confié a I'IFREMER, pour explorer les sulfures massifs polymétalliques. Les cases jaunes
correspondent aux 100 blocs du permis. (Olfremer).

1.1.5 Différents contextes géologiques et géochimiques des fluides sur les dorsales

Sur les dorsales lentes, les deux grands types de roches dans lesquelles se font les échanges
hydrothermaux sont les laves basaltiques de la crolte océanique et les roches ultrabasiques du
manteau. Néanmoins méme au sein d’un méme site, chaque cheminée hydrothermale peut étre
originale de par la composition géochimique des fluides émis, de leur degré et mode de mélange avec
I'eau de mer et des associations minéralogiques rencontrées (TABLEAU 1). Les principaux parameétres
contrélant la géochimie des fluides sont les valeurs du couple température et pression rencontrées par
le fluide au cours de son parcours sous le plancher océanique, de la nature et du degré d’altération des

roches traversées et de son niveau de dilution avec I'eau de mer.

e Basaltiques (mafiques)

Lorsque le substratum est principalement constitué de crolte océanique volcanique (dont le composant
majoritaire est le basalte), le site hydrothermal est qualifié de basaltique. Les laves extrusives (coulées,
laves en coussins, lacs de lave) sur le plancher océanique et celles du complexe filonien sous-jacent
(mesurant 1 a 2 km d’épaisseur) sont constituées de basalte. Cette couche repose sur une couche de

gabbros générés par la cristallisation en profondeur du magma basaltique dans la chambre magmatique.
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La limite entre la lithosphére et le manteau supérieur (composé de péridotites) est marquée par une
discontinuité sismique appelée discontinuité de Mohorovicic, abrégée Moho. L’acidité du fluide
provient de la réaction entre le magnésium de I'eau de mer et la silice composant les roches basaltiques
qui produisent une chlorite d’altération en libérant une quantité importante d’ion H*. Les réactions
d’albitisations (piégeage du Na et libération de Ca par remplacements des plagioclases calciques
primaires par de I'albite secondaire) conduisent a une perte en sodium et un gain en calcium dans les
fluides (Tivey, 2007). Les fluides sont souvent enrichis en métaux dissous comme le Fe, Zn, Mn ainsi

gu’en gaz H,S/CH4/CO; (Charlou et al., 2002; Kelley et al., 2002).

e Ultramafigues

Cependant dans quelques cas, situés sur les dorsales lentes, I'activité hydrothermale repose sur un
affleurement de péridotite généré par exhumation des roches du manteau, le site est alors qualifié
d’ultramafique ou ultrabasique. La composition des fluides des sites ultramafiques peut étre tres
différente de celle des sites basaltiques (TABLEAU 1) (Charlou et al.,, 2002). Linteraction du fluide
hydrothermal avec les roches ultramafiques libére de fortes concentrations en CHs, en CO; et en H;
(Barnes et al., 1967; Charlou et al.,, 2002; Klein et al., 2013). Dans ces systemes, la réaction de
serpentinisation représente le processus dominant de production d’H,. Cette production d’H; est alors
dépendante de nombreux facteurs comme le couple pression/température, la composition chimique
de la roche de départ ou encore le rapport massique eau/roche. Les minéraux magmatiques
ferromagnésiens de la péridotite comme I'olivine et le pyroxene lors de leur remontée a la surface
s’hydratent progressivement pour former de nouveaux minéraux du groupe des serpentines,

engendrant une production d’H,. La réaction générale peut étre représentée sous la forme :

2(FeO)roche + H,0 => Fes04 (magnétite) + H,
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Tableau 1 : Composition des fluides hydrothermaux en sortie d’évent le long de la dorsale médio-Atlantique.
(Charlou et al., 2002).

Eau de Logatchev Snake Pit TAG Broken spur  Rainbow Lu;ky Menez
strike Gwen
MeT (14°45'N) (23°N) (26°N) (29°N)  (36°14'N) (37°17'N)  (37°50'N)
Profondeur (m) 3000 3460 3670 3200/3300 2300 1700 850
Temp. (°C) 2 347/352 335/350  321/290  356-364 365 170/364  275/284
pH 7.8 3,3 3,9/3,7 3,1 - 2,8 3,5/37  42/43
Si(OH)e (mMM)  <0,2 8,2 18,2/18,3 22 - 6,9 11,5/163  7,7/11,6
Cl (mM) 546 515 559/559 659 469 750 422/533  357/381
Br (mM) 838 818 847 880/1045  749/765 1178 735/924  666/710
504 (MM) 28,2 0 0 0 0 0 0 0
Na (mM) 464 430 510/509 584 419/422 553 347/446  312/319
Li (mM) 26 245 843/849 411 1006/1033 340 278/357  238/274
K (mM) 9,8 21,9 23,6/23,9 18 18,1/19,6 20,4 21,1/26,7 22,1/23,8
Rb (mM) 13 27,7 10,5/10,8 10 13,0/13,6 36,9  22,7/39,1 20,3/29,4
Cs (mM) 2,3 385 177/181 110 139/146 333 200/280 330
Mg (mM) 53 0 0 0 0 0 0 0
Ca (mM) 10,2 273 9,9/10,5 26 11,8/12,8 66,6  31,1/382 29,7/33,1
St (mM) 87 138 50/51 99 42,9/48 200 67/119  100/111
Ba (mM) 0,14 > 4,5 > 4,3 519 >12,9/5213  >67 10/52 >12
Fe (mM) <0,001 2500 2180/1832 1640 1684/2156 24050  30/863 <2/18
Mn (mM) <0,001 330 491/493 1000 250/260 2250 84/446 59/71
Cu (mM) 0,007 15/50 17/10 150 28,3/69,6  121/162  4/26 0,6/3
Zn (mM) 0,01 25/30 50/47 46 28,3/69,6  115/185  5/57 2,4/4,3
Gaz
H,S (MM) 0 0,5/0,8 5,9/5,9 6,7 8,5/11,0 1,2 2,5/3,0 <15
O, (MM) 2,3 10,1 5,2/6,7 2,9/3,4 6,0/7,1 16 13/28 17/20
CHa (MM) 0,0003 2,1 0,023/0,062 0,124/0,147 0,065/0,13 2,5 0,50/0,97 1,35/2,63
CO (nM) 0,3 - - - - 5000 ; ;
Ar (UM) 16 12 17/35 20/40 - . 11/30 11/38
N, (mM) 0,59 3 1,20/3,37  0,90/0,89 - 1,8 0,61/0,97 0,60/1,90
H, (mM) 0,0004 12 0,19/0,48  0,15/0,37  0,43/1,03 16 0,02/0,73 0,024/0,048

Référence : Logatchev (14°45’N): (Charlou et al., 1998; Douville et al., 1999), MARK (23°N): (Campbell

et al., 1988; Jean-Baptiste et al., 1991), TAG (26°N): (Campbell et al., 1988; Charlou et al., 1996), Broken

Spur: (James et al., 1995; Lein et al., 2000), Rainbow (36°14’N): (Charlou et al., 1998; Douville et al.,

1999), Lucky Strike (37°17’N): (Charlou et al., 2000; Von Damm et al., 1998), Menez-Gwen (37°50’N):

(Charlou et al., 2000)
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Il existe deux types de champs hydrothermaux installés sur un substratum de serpentinite :

- dans le premier cas, le fluide présente des températures tres élevées jusqu’a 375 °C et des pH
trés acides (< 2). lls sont principalement localisés au niveau des dorsales océaniques a expansion
lente comme la dorsale médio-Atlantique, comme par exemple les sites de Rainbow (Fouquet,

1997) ou de Logatchev (Batuev, 1994).

- dans le deuxiéme cas le fluide est alcalin (pH> 8), de température modérée (40-90 °C) et riche
en SO4% et Mg?*. A ce jour il n’existe que trés peu de sites actifs de ce type : celui de Lost City le
premier découvert en 2000 au niveau de la ride médio-Atlantique et situé a 800 m de
profondeur (Kelley et al., 2001), celui de Old City découvert en 2016 au niveau de la ride sud-
ouest Indienne (Campagne ROVSMOOTH, Pourquoi pas ?, chef de mission : Cannat Mathilde,
DOI : 10.17600/16002000) ou encore les sources sous-marines de la Baie de Prony au sud de la
Nouvelle-Calédonie situées a moins de 50 m de profondeur. Des sites similaires en perte
d’activité avec des fluides diffus n’excédant pas 10 °C ont également été découverts comme
Menez Hom ou encore Saldanha au niveau de la ride médio-Atlantique (Barriga et al., 1998;

Fouquet & Party, 2001).

1.1.6 Les cheminées hydrothermales : formation et structure

Les zones d’émissions de fluide hydrothermal sont caractérisées par la formation d’édifices
hydrothermaux présentant des associations minéralogiques complexes et diverses, résultat de
I'interaction entre le fluide chaud et réduit et I'eau de mer froide et oxique. En fonction du contexte
géologique et de la composition géochimique du fluide, et de la vitesse de sortie des fluides, différentes
morphologies sont ainsi retrouvées : les fumeurs noirs, les fumeurs blancs, les diffuseurs et les fumeurs
carbonatés. Il est ainsi possible de rencontrer sur un méme champ hydrothermal ces différentes
morphologies avec par exemple des fumeurs noirs dans I'axe de la sortie principale du fluide et dans sa

périphérie des structures en forme de ruches (fumeurs blancs) (FIGURE 7).

Dans le cas des cheminées, du fait d’un conduit central relativement étanche, le mélange avec I'eau de
mer se fait principalement au-dessus du fumeur. Dans le cas des structures en ruches, il n’y a pas de
conduit central et le fluide est émis de maniere diffuse par toute la surface de la structure bien plus
poreuse qu’'une cheminée (FIGURE 8). Le mélange avec I’eau de mer se fait au sein de la structure. Dans
le cas des flanges, I'eau hydrothermale est piégée sous des excroissances horizontales des cheminées
et le mélange avec I'eau de mer est relativement restreint. Ces différentes structures présentent des
forts gradients physico-chimiques qui généerent des micro-habitats pour les micro-organismes et dans
lesquels les parameétres physiques, chimiques et minéralogiques peuvent étre extrémement variés et

variables sur quelques mm.
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Figure 7 : Représentation schématique des différentes structures minérales retrouvées au niveau d’'un méme
champ hydrothermal. Communication personnelle d’Y. Fouquet.
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Figure 8 : Représentation schématique des principales morphologies des édifices hydrothermaux avec des
coupes transversales d’'une cheminée, d’une structure en nid d’abeille et d’une structure de type « flange ».
Les fleches indiquent le sens de circulation du fluide hydrothermal. Communication personnelle d’Y. Fouquet.
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Un minéral est un solide naturel, homogéne, avec une composition chimique définie et une structure
atomique ordonnée. La paragenése désigne I'association minérale résultant d’un processus géologique
donné. Les paragenéses minérales dans les cheminées hydrothermales sont nombreuses et variées.
Elles sont principalement constituées de sulfures de fer, de cuivre et de zinc ainsi que de sulfates de
calcium et de baryum et de silice amorphe (opale). La nature des associations est dépendante des
conditions physico-chimiques (température, pH, Eh) rencontrées par le fluide, de la composition
chimique des roches lessivés et du mode de mélange du fluide hydrothermal et de I'eau de mer. En
fonction de leurs abondances, les minéraux sont qualifiés de majeur ou de mineur. Les minéraux
majeurs retrouvés sont souvent les mémes. Les parageneses de haute température (> 300 °C) sont
principalement formées par des sulfures de fer, pyrite (FeS,) et pyrrhotite (Fe1S), et par des sulfures
de cuivre, isocubanite (CuFe,Ss) et chalcopyrite (CuFeS,) (Fouquet et al., 2013). Les parageneéses de
température inférieure (100-250 °C) sont constituées de sulfures de zinc (sphalérite (Zn,Fe)S, pyrite et
barytine (BaSQys). Les associations de basse température (< 100 °C) sont plutot constituées de marcasite
(un polymorphe de la pyrite), d’opale, et de sulfures secondaires résultant de |'altération des sulfures
de cuivre primaires (chalcopyrite, isocubanite) par I'eau de mer a différentes température (bornite,
covellite, digenite chalcocite, ...) et d’oxyhydroxydes de fer). Pour les minéraux en trace leur présence
est dépendante de la teneur de certains éléments dans les roches altérées et dans les fluides comme
par exemple en Pb, Co, Ni, Ag, As, Bi ou en Au. Les enrichissements en éléments et minéraux mineurs

dépendent du contexte géodynamique et de la nature des roches lessivées.

1.1.6.1. Cheminées de haute température — fumeurs noirs

Les structures minérales hydrothermales les plus courantes sont les cheminées associées aux fumeurs
noirs. Un modele général du processus de formation des cheminées est accepté (FIGURE 9) (Fouquet et
al., 1993; Graham et al., 1988; Hannington et al., 1995; Haymon, 1983; Haymon & Kastner, 1981; Koski
et al., 1994; Tivey, 1998).

La premiére étape de la construction d'une cheminée est I'expulsion du fluide hydrothermal qui réagit
avec l'eau de mer environnante. Pour des températures supérieures a 160 °C, les ions calciums
(présents dans le fluide et dans I'eau de mer) précipitent avec les ions sulfates de I'eau de mer pour
former de l'anhydrite (sulfate de calcium (CaSO4)) constituant la premiere matrice de la future
cheminée. Celle-ci se révele instable et poreuse. D’autres ions peuvent également précipiter avec les
sulfates comme le baryum formant alors de la barytine (BaSO.). Cette premiére couche se forme
rapidement, plusieurs observations ont noté des vitesses de croissance de I'ordre de 1 a 10 cm par jour

(Tivey, 1995).
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Figure 9 : Modele des différentes étapes de formation d’'une cheminée hydrothermale. Modifiée

d’apres (Meng et al., 2019).

Lors de la deuxieme étape, la cheminée croit verticalement par précipitation des sulfures comme la
chalcopyrite (CuFeS,), la pyrrhotite (FeiS) a haute température au coeur de la cheminée, puis par la
pyrite (FeS,) et sphalérite ((Zn,Fe)S) a moyenne température dans les zones intermédiaires et externes.
Une partie de ces minéraux remplace 'anhydrite instable dans les conditions réductrices du fluide
hydrothermal au coeur de la cheminée. Lors de la poursuite de la précipitation des sulfures, la porosité
de l'intérieur de la structure diminue conduisant a une séparation franche entre le fluide hydrothermal
et 'eau de mer. La température au sein de la cheminée augmente peu a peu jusqu’a atteindre celle du
fluide hydrothermal pur. Des sulfures de cuivre et de fer (chalcopyrite et isocubanite) précipitent et se
déposent sur la paroi interne de I'édifice formant un conduit central. L'anhydrite est un minéral
particulier puisqu'il est plus soluble a basse température qu'a haute température (Blounot & Dickson,
1969) et posséde une solubilité rétrograde. Ainsi lors de la croissance latérale de la cheminée, la
température des compartiments externes isolés du conduit principal par les sulfures diminuera
progressivement entrainant la dissolution de I'anhydrite initiale et son remplacement par des sulfures
stables a plus basse température (pyrite, marcasite, sphalérite). Un gradient de température se met en
place au sein de la cheminée dans laquelle les minéraux s'organisent de maniére plus ou moins

concentrique, stabilisant ainsi la structure de la cheminée.

1.1.6.2. Autres types de diffusion (de basse température)

Les flanges et les diffuseurs (ou ruches) représentent les autres édifices hydrothermaux retrouvés. Au
contraire des sorties verticales (cheminées), le fluide se diffuse sur I'ensemble de la structure qui se

présente sous forme de nid d’abeille (ruche) du fait de la lente précipitation des minéraux et en raison
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d’un plus faible débit d’émission. Il n’y a pas de conduit central contrairement aux cheminées et la
porosité est plus élevée que celle des cheminées diminue progressivement vers I'intérieur. Les édifices
sont caractérisés par 'alternance de couche horizontale de pyrite-sphalérite et de pyrrhotite-sphalérite-
isocubanite. La seconde couche est formée aprés ou en remplacement de la couche de pyrite. Les
édifices sont dépourvus en anhydrite du fait des conditions réductrices et du positionnement de
I'isothermat 160 °C dans I’édifice (FIGURE 8). La mesure des températures de fluide au coeur de I'édifice
(345 °C) et en sortie a la surface (70 °C) indique un refroidissement a I'intérieur du diffuseur par mélange

avec I'eau de mer (Fouquet et al., 1993).

Les cheminées carbonatées sont caractéristiques des sites ultramafiques avec des fluides alcalins de
basses températures dont I'exemple le plus marquant est celui du site de Lost City. Elles sont constituées
de carbonate de calcium (calcite ou aragonite (CaCOs) et d’hydroxyde de magnésium (brucite (MgOHy))

(Kelley et al., 2005).

La majorité des précipités de sulfures (de zinc, fer, cuivre) et d’oxydes (de manganese, de fer, ...) forment
des microparticules qui se dispersent dans le panache hydrothermal (FIGURE 7). Avant mélange avec
I'eau de mer le fluide chaud (> 300 °C) est moins dense que I'eau de mer et monte verticalement a
plusieurs centaines de m du fond par contraste de densité. Le refroidissement par mélange équilibre les
densités et a environ trois cent metres au-dessus du fond, le panache s’étale horizontalement et de
disperse sur plusieurs dizaines de km au gré des courants participant a la dispersion planétaire de
nombreux composés (Dick et al., 2013; Feely et al., 1987). Le panache hydrothermal se divise en trois
fractions selon sa localisation et son degré de dilution a I'eau de mer: le panache proximal qui
correspond a la zone immédiate d’émission du fluide, le panache intermédiaire qui se situe dans la zone
de remontée verticale et axiale a la zone d’émission et enfin le panache distal correspondant a la

dispersion latérale du panache en fonction des courants marins.
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1.2. Les écosystemes hydrothermaux: le role clé des communautés
microbiennes

1.2.1 Présentation de la macrofaune

Les écosystemes associés aux sources hydrothermales océaniques profondes présentent un biotope
dynamique marqué par des gradients physico-chimiques tres marqués a I'échelle du mm abritant une
biocénose riche et variée. L'une des caractéristiques la plus visible de cette biocénose est I'assemblage
de trés denses communautés animales contrastant avec celles des plaines abyssales environnantes qui
sont trés dispersées (Desbruyeres et al., 2000; Tunnicliffe, 1991). Cette importante biomasse est
répartie sur des aires limitées et distribuée de maniere concentrique autour des points d’émission des
fluides hydrothermaux. De plus, une grande majorité (97 %) des espéces sont endémiques et sont
associées a des micro-organismes symbiotiques. Il existerait plusieurs provinces biogéographiques a
I’échelle planétaire avec des assemblages faunistiques différents, a savoir I'océan Indien, la ride médio-
Atlantique, le Pacifique occidental, la dorsale est-Pacifique et le Pacifique nord (Bachraty et al., 2009;
Moalic et al., 2012). Le développement, la composition taxonomique et la distribution de la faune sont
contrblés par différents parametres physico-chimiques comme la géochimie du fluide, la nature du
substrat, la température ou encore la profondeur (Bates et al., 2005; Podowski et al., 2010; Sarrazin &
Juniper, 1999; Shank et al., 1998). Généralement, un site hydrothermal est dominé par une espéece
qualifiée d’ingénieure qui va modifier profondément son habitat en modulant directement ou
indirectement la disponibilité des ressources pour les autres organismes (Cuvelier et al., 2009; Govenar
et al., 2005; Jones et al., 1994). Ces especes ingénieures appartiennent principalement aux familles de
vers tubicoles, d’annélides Alvinellidae et Siboglinidae (FIGURE 10A), de mollusques Vesicomyidae et
Mytilidae (FIGURE 10B), ainsi que certains arthropodes comme des Alvinocarididae (FIGURE 10C). Elles
contribuent donc a augmenter la diversité locale en offrant une plus grande diversité d’habitats
(Sarrazin et al., 1997). En plus de ces espéces ingénieures, les sources hydrothermales abritent
également des communautés de macrofaune (par exemple de crustacés) et de méiofaune (nématodes,

copépodes, ...) (Zeppilli et al., 2018).

N VN )

Figure 10: Photographies de différents organismes identifiés au niveau des sources hydrothermales
profondes. A : des vers tubicoles Riftia pachyptila. B : des moules Bathymodiolus azoricus, c : des crevettes
Rimicaris exoculata. (©lfremer).
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Les écosystemes hydrothermaux ont comme particularité d’avoir a la base de leurs chaines trophiques
une production primaire chimiotrophe assurée par des micro-organismes chimio-synthétiques (par
exemple : (Jannasch & Wirsen, 1979; Rau & Hedges, 1979)) (FIGURE 11). Les consommateurs primaires
se nourrissant principalement de cette production peuvent I'utiliser via les associations symbiotiques
ou par ingestion dont trois types sont distingués (Tunnicliffe, 1991) : les brouteurs qui se nourrissent
des tapis microbiens, les filtreurs qui se nourrissent de bactéries libres ou de matiere particulaire émise
par les fluides et les détritivores qui se nourrissent des matieres détritiques. Il existe une multitude
d’association symbiotique entre I'h6te et ses symbiontes selon la spécificité de I'association, la durée,
le caractere obligatoire ou facultatif, la localisation des symbiontes (a I'extérieur des tissus dans les cas
des « ectosymbiose » ou a I'intérieur de leurs hotes pour les « endosymbiose ») ou encore le mode de
transmission. Par exemple chez la crevette Rimicaris exoculata, les bactéries forment des colonies
filamenteuses a lintérieur de sa cavité branchiale (des Gammaproteobacteria, des
Epsilonproteobacteria ou encore des Zetaproteobacteria (Jan et al.,, 2014)). Alors que chez les
polychétes Riftia pachyptila, les bactéries sont présentes dans un organe spécialisé appelé le
trophosome (Cavanaugh et al., 1981; Girguis & Childress, 2006). Toute une diversité de prédateurs
(crustacés, poissons, ...) gravite autour de ces écosystemes et profitent de la densité de ces
communautés. En périphérie des sources, des communautés d’animaux filtreurs (anémones, éponges,

...) s’alimentent avec les particules du panache hydrothermal.

Parasites

Invertebrates Invertebrates
With External With Internal
Symbionts

Subsurface Free-Living Symbiotic
Microbes Microbes Bacteria

L Chemosynthetic Primary Producers and Other Microbes o

Figure 11 : Modélisation de la chalne trophique dans I'écosystéeme hydrothermal. (Govenar et al., 2005).
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1.2.2 Présentation des micro-organismes

1.2.2.1. Les principales évolutions associées aux approches techniques pour I'étude des
écosystémes microbiens

La recherche d’une vie microbienne a haute température et haute pression a été influencée par les
travaux notables de Thomas Brock qui dées la fin des années 1960 a isolé les deux premieres souches
hyperthermophiles Thermus aquaticus (Topt : 78 °C) puis Sulfolobus acidocaldarius (Topt : 85 °C) ainsi
que ceux de Claude Zobell, d’"Holger Jannasch et d’Aristide Yayanos avec le développement de la
technologie associée et I'isolement du premier micro-organisme piézophile obligatoire (Yayanos et al.,
1981; ZoBell & Johnson, 1949). Thermus aquaticus est également connue pour sa Tag polymérase
thermostable qui a remplacé le fragment de Klenow et a permis de faciliter et d’améliorer les PCR
(Réaction de polymérisation en chaine) (Innis et al., 1988; Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Au
début des année 1980, I'étude des micro-organismes de ces environnements fut initiée par des
approches culturales avec lisolement et la caractérisation de nombreuses souches du genre
Thiomicrospira dont T. SL12 (Ruby et al., 1981). Des 1983, soit 5 années apres la découverte des
premiéres cheminées actives, la premiere Archaea hyperthermophile (Methanocaldococcus jannaschii)
fut isolée d’un fumeur blanc d’'un champ hydrothermal de I'Est Pacifique (Jones et al., 1983) suivie de
Pyrococcus furiosus (Fiala & Stetter, 1986) et de Staphylothermus marinus (Fiala et al., 1986). Cette
période est également marquée par les études utilisant des radio-isotopes (**C et *H) pour
I'incorporation du C** et des mesures d’activités (Jannasch & Mottl, 1985; Winn et al., 1986; Wirsen et
al., 1986) permettant de mettre en évidence le réle des micro-organismes chiomiosynthétiques dans

ces écosystemes.

Il convient également de rappeler I'importance des travaux de I'équipe de Carl Woese en 1977 sur la
phylogénie moléculaire du vivant avec l'utilisation de séquences de génes codant pour des ARN
ribosomaux (ARNr 16S) comme marqueur phylogénétique moléculaire (Woese & Fox, 1977). Le
développement des outils génétiques dés le début des années 1990 (PCR, banque de clones,
I'hybridation in situ en fluorescence (Giovannoni et al., 1988)) a permis d’accroitre trés rapidement nos
connaissances sur ces environnements qui étaient limitées jusqu’alors par les approches culturales
(culture d’enrichissement et mesures d’activité). Les techniques de Séquencage Nouvelle Génération
dites NGS (Roche/454, lllumina, Nanopore) ont ensuite permis un nouveau bond en avant des
connaissances en permettant d’accéder a la diversité de la biosphere rare (c’est-a-dire de I'ensemble
des taxons retrouvés a faibles abondances (> 1 % de la communauté totale) d’un échantillon (Huber et
al., 2007; Sogin et al., 2006)) jusqu’alors inaccessible par les approches culturales traditionnelles (micro-

organismes en faibles quantités, métabolismes lents, syntrophie, ...) (Jeanthon, 2000; Takai & Horikoshi,
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1999). En effet il est admis que la part de micro-organismes cultivables est de moins de 0,1 % des

especes microbiennes totales (Pace, 1997).

Les approches de métagénomiques ont augmenté le nombre de phyla du domaine des archées qui
historiquement a longtemps été divisé en deux phyla principaux, les Euryarchaeota et les Crenarchaeota
(Woese et al., 1990). Cependant la quasi-totalité de ces nouveaux phylums ne possede pas encore de
représentants cultivés comme par exemple les Lokiarchaeota (Spang et al., 2015), les Thorarchaoeta
(Seitz et al., 2016), ou encore les Bathyarchaeota. Un nouveau niveau de classification est apparu avec
les super-phylum comme celui des DPANN (regroupant les Diapherotrites, Parvarchaeota,
Aenigmarchaeota, Nanoarchaeota et Nanohaloarchaeota) (Rinke et al., 2013), des TACK (pour
Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota and Korarchaeota) (Guy & Ettema, 2011)), ou encore
plus récemment des Asgards (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017). La phylogénie des bactéries est
également modifiée avec la découverte du Candidate Phyla Radiation (Brown et al., 2015).
L’accumulation de ces nouvelles données a bouleversé notre vision de |'évolution, de la taxonomie
instaurée pour les micro-organismes cultivés ainsi que des réles écologiques des organismes (Adam et
al., 2017, Castelle & Banfield, 2018). Ces technologies viennent en compléments de I'approche culturale
qui reste indispensable pour décrire la physiologie et le métabolisme des micro-organismes et
permettre de comprendre leurs liens avec 'environnement. Les études actuelles combinent les données
de diversité microbienne avec les données biogéochimiques pour essayer de modéliser le
fonctionnement de ces écosystémes en intégrant le lien entre les communautés microbiennes et leur
environnement (Amend & Shock, 2001; Flores et al., 2011; McCollom & Shock, 1997; Roussel et al.,
2011; Takai & Nakamura, 2010).

1.2.2.2. Distribution et diversité des micro-organismes associés aux sources hydrothermales
marines profondes

Les biotopes que constituent les sources hydrothermales profondes sont trés hétérogénes, dynamiques
et caractérisés par des gradients physico-chimiques trés marqués a I'échelle du micron (par exemple :
pH, température, salinité) et par une diversité minéralogique complexe, engendrant une multitude de
microenvironnements favorables au développement de micro-organisme. Ces derniers colonisent les
différents habitats écologiques constitués autour des zones d’émission du fluide hydrothermal, utilisant
la variété des donneurs et des accepteurs et des pour leur métabolisme et participent ainsi aux cycles
biogéochimiques. Il est possible de distinguer plusieurs types d’habitats microbiens dans ces

écosystemes (FIGURE 12) (Karl, 1995) :
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- Le fluide hydrothermal associé a des micro-organismes sous forme libres ou attachées a des
particules, qui pourraient étre issus d’une biosphére profonde localisée en profondeur des
champs hydrothermaux (Deming & Baross, 1993; Gold, 1992).

- Le panache hydrothermal qui résulte du mélange de I'eau de mer et du fluide a avec différents
degrés de dilution (mélange proximal, intermédiaire et distal). Les micro-organismes sont sous
formes libres ou attachés a des particules (Dick et al., 2013; Winn et al., 1986).

- Les édifices hydrothermaux qui peuvent étre de différentes natures.

- Lafaune hydrothermale a laquelle sont associées des communautés symbiotiques (endo, ecto,
epi).

- Les surfaces des différentes structures (édifices minéraux, sédiments, animaux, ...) qui sont
présentes dans la zone d’influence du fluide et qui constituent une surface de développement
de micro-organismes libres ou sous forme de tapis microbiens.

- Les sédiments hydrothermaux impactés par I'activité hydrothermale par percolation du fluide
hydrothermal ou par retombée des particules du panache (Dhillon et al., 2003; Teske &

Serensen, 2008).
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Figure 12 : Localisation des principaux habitats microbiens des sources hydrothermales marines. Modifiée
d’apres (Karl, 1995; Nercessian, 2003).
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1.2.2.3. Latempérature, facteur clé déterminant la distribution des micro-organismes.

Les études microbiologiques ont mis en évidence une grande diversité métabolique et phylogénétique
des communautés microbiennes. Les gradients thermiques et chimiques sont considérés comme les
principaux parametres déterminant la composition des communautés microbiennes (Flores et al., 2011;
Luther et al., 2001; McCollom & Shock, 1997; Schrenk et al., 2003). La température exerce un premier
contrdle sur les populations microbiennes étant donné que la physiologie cellulaire et |a biochimie sont
adaptées pour des gradients de températures précis (de 2 a 121 °C, température au-dela de laquelle
aucune croissance n’a été démontrée de maniere concluante (Kashefi et al., 2003)). Il est possible de

classer les micro-organismes en 4 catégories selon leur préférendum de température (FIGURE 13) :

- Les psychrophiles qui ont une température optimale de croissance inférieure a 15 °C. lls vivent
dans les parties les plus froides c’est-a-dire dans I'eau de mer et les zones de mélanges trés
dissous en fluide hydrothermal ou encore au niveau des structures hydrothermales inactives.

- Les mésophiles qui présentent une température optimale autour de 40 °C avec une
température maximale inférieure a 45 °C. lls constituent une fraction importante des
communautés présentes dans les panaches hydrothermaux, dans les tapis microbiens ou
encore en association symbiotique.

- Les thermophiles qui ont des températures optimales de croissances comprise entre 45 et
70 °C. Elles sont principalement présentes dans les édifices hydrothermaux.

- Les hyperthermophiles avec des températures optimales supérieures a 80 °C qui sont
principalement présentent a l'intérieur des édifices hydrothermaux et dans les fluides (Prieur

et al., 1995; Schonheit & Schafer, 1995).
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Figure 13 : Présentation des différentes catégories de micro-organismes selon leur préférendum de
température. (Brock et al., 2003)

Ainsi sur les parois externes les communautés mésophiles sont détectées en abondance (dominées par

40

N\
—



Chapitre | — Synthése bibliographique \

les bactéries) (Crépeau et al., 2011; Kormas et al., 2006; Schrenk et al., 2003) puis en se rapprochant
des zones « chaudes » de I'édifice une diminution de la biomasse accompagnée d’un changement de la
diversité est observée avec le développement de communautés thermophiles et hyperthermophiles
(principalement des archées) (Harmsen et al., 1997; Hedrick et al., 1992; Schrenk et al., 2003; Takai et
al., 2001).

Adaptation aux hautes températures : Les organismes (hyper)thermophiles présentent une multitude
d’adaptations physiologiques mineures qui additionnées leur permettent de vivre a haute température
(Robb & Clark, 1999; Stetter, 1999). Tout d’abord les membranes cytoplasmiques sont plus stables avec
notamment chez les bactéries plus d'acides gras saturés. Ensuite leurs protéines sont plus
thermostables que celles des mésophiles. Il suffit de quelques changements d’acides aminés dans la
séquence protéique pour la rendre plus thermostable sans modifier sa fonction enzymatique. Elles
présentent ainsi un nombre plus important de liaisons ioniques et moins de cavités internes (Vetriani
et al., 1998). La production en grande quantité de solutés comme le di-glycerol phosphate pourrait aider
contre la dégradation thermique de certaines protéines. Les hyperthermophiles possédent également
une reverse gyrase qui permet d'introduire des surenroulements positifs dans I'ADN et qui le stabilise a

haute température (Forterre, 2002).

1.2.2.4. Diversité des habitats périphérigues des zones hydrothermales chaudes

Les parties au contact de I'eau de mer froide oxygénée, c’est-a-dire les zones tiedes périphériques aux
cheminées (sédiments, panache hydrothermal, tapis microbien, en symbiose avec la faune endémique,
parois externes des cheminées) sont dominées par des communautés mésophiles principalement
constituées de sulfo- ou ferro- oxydants et de méthanotrophes. Ce sont surtout les e-Proteobacteria qui
sont identifiés dans les études de diversité dans des habitats variés : les zones de mélange entre le fluide
hydrothermal et I'eau de mer, les sédiments hydrothermaux et les tapis microbiens ou en association
symbiotiques (Corre et al., 2001; Huber et al.,, 2002; Moyer et al.,, 1998; Nakagawa et al., 2005;
Reysenbach et al., 2000; Teske et al., 2002; Vetriani et al., 2014). Elles présentent une versatilité
métabolique assez importante mais sont généralement autotrophes hydro ou sulfo-oxydantes avec
réduction de I'oxygéne ou du nitrate. Elles jouent un réle essentiel dans la production primaire (Higler

& Sievert, 2010).

Les Gammaproteobacteria sont également identifiées que ce soit en association symbiotique ou bien a
la surface des structures (tapis microbiens) (Cho & Giovannoni, 2004; Distel et al., 1995; Jannasch &

Mottl, 1985; Taylor et al., 1999; Yamamoto & Takai, 2011). Des représentants d’autres phyla y ont été
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détectés telles que les Deltaproteobacteria, les Firmicutes, les CFB (Cytophaga-Flavobacteria-
Bacteroidetes), les Acidobacteria, les Verrumicrobia ou encore les Planctomycetes (Flores et al., 2011;
Orcutt et al., 2011; Sylvan et al., 2012; Teske et al., 2002). Les parties froides et riches en Fer sont

dominéees par des Zetaproteobacteria (Emerson et al., 2007; Kato et al., 2010).

Les communautés pélagiques sont distinctes de celles des cheminées, sédiments et de sub-surface mais
présentent des liens taxonomiques et physiologiques (Takai, Oida, et al., 2004). Ce sont principalement
des phylotypes affiliées aux MGI (Marine Group |) du phylum des Thaumarchaeota (anciennement
Crenarchaeota mésophiles) (Brochier-Armanet et al., 2008; DelLong, 1992). Ces archées mésophiles
aérobies modérées qui oxydent I'ammonium forment le groupe le plus abondant dans la colonne d’eau
(Francis et al., 2005; Wuchter et al., 2006). Les communautés du panache sont différentes que celles
de I'eau de mer (Dick et al., 2013; Takai, Oida, et al., 2004). Ainsi en plus des MGI (qui y sont moins
abondants que dans I’'eau de mer), des Gammaproteobacteia (dont des méthanotrophes) (Dick & Tebo,
2010; Elsaied et al., 2004; German et al., 2010; Lam et al.,, 2008; Sunamura et al., 2004), des
Epsilonproteobacteria (German et al., 2010; Nakagawa et al., 2005; Sunamura et al., 2004) et des
Betaproteobacteria ammonium oxydante (Lam et al., 2008) y sont détectées. Les MGl sont également
présents dans les sédiments hydrothermaux (Roussel et al., 2011; Wu et al., 2014) dans lesquels
d’autres phylotypes archéens y sont détectés comme ceux des Marine Benthic group E (MBGE), des
Deep-sea hydrothermal vent Euryarchaeota group 5 (DHVE5) (Wu et al., 2014) et des DHVEG-6
(Nunoura et al., 2009; Takai & Horikoshi, 1999; Teske & S@rensen, 2008).

1.2.2.5. Diversité des habitats thermophiles et hyperthermophiles

Les communautés qui habitent les parties les plus chaudes au contact des fluides hydrothermaux sont
constituées de thermophiles et d’hyperthermophiles. Les différentes analyses quantitatives mettent en
évidence une dominance des Archées au sein de ces communautés. Cette tendance est confortée par
le nombre plus important d’archées hyperthermophiles isolées (principalement des Euryarchaeota) que
de bactéries. Les principaux groupes d’archées hyperthermophiles présents au niveau des sources
hydrothermales profondes sont ceux des Thermococcales (Zillig et al., 1983), DHVE (Takai & Horikoshi,
1999), Archaeoglobales, des méthanogénes (Methanococcales (Balch et al., 1979) et Methanopyrales
(Kurr et al., 1991)), et de Desulfurococcales. La plupart des temps de génération sont inférieurs a une

heure, ce qui indique gu’elles sont bien adaptées aux températures in situ (Prieur et al., 1995).

Les Thermococcales (chimioorganotrophes) sont parmi les archées les plus communément identifiées
dans les études de diversité microbienne dans tous les habitats chauds (cheminées, fluide, sédiments,

surface,). Elles figurent parmi les organismes les plus étudiés. Les DHVEG sont aussi détectés dans la

N\
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plupart des inventaires moléculaires (Flores et al., 2011; Hoek et al., 2003; Takai & Horikoshi, 1999). Le
seul représentant cultivé des DHVE-2 est la souche thermo-acidophile Candidatus Aciduliprofundum
boonei, isolée de bassin de Lau, qui peut représenter jusqu’a 15 % des séquences d’archées de certains
échantillons (Reysenbach et al., 2006; Takai & Horikoshi, 1999). Les Archaeoglobales sont réparties en
trois genres connus, Archaeoglobus (Stetter, 1988), Geoglobus (Kashefi et al., 2002) et Ferroglobus
(Hafenbradl et al., 1996). Le genre Archaeoglobus est I'un des trois genres a réaliser la réduction des
SO4* au sein des Archées (en plus de Thermocladium et Caldivirga du phylum des Crenarchaeota). lls
sont principalement hydrogénotrophes mais certains peuvent également utiliser des acides organiques
(lactate, acétate et pyruvate) comme donneurs d’électrons. Le genre contient six espéces décrites
dont deux isolées de sources hydrothermales profondes : A. profundus (Burggraf et al., 1990) et A.
veneficus (Huber et al.,, 1997) (les quatre autres sont A. fulgidus, infectus, sulfaticallidus et
lithotrophicus). Il existe deux espéces de Geoglobus décrites a ce jour : G. ahangari (Kashefi et al., 2002)
et G. acetivorans (Slobodkina et al., 2009). Elles sont hyperthermophiles anaérobies, capables de croitre
en lithoautotrophie ou en organohétérotrophie avec le fer [ll comme accepteur d’électrons. Ferroglobus
placidus (Hafenbradl et al., 1996) est le seul représentant de ce genre. Il est également capable de
croitre en autotrophie en couplant 'oxydation du Fe?* avec la réduction du nitrate ou oxydant I'H; et en

réduisant le S,03%".

Des archées méthanogenes sont tres communément retrouvées au niveau des sources hydrothermales
océaniques profondes, notamment au niveau des sites ultramafiques. Les méthanogénes
hyperthermophiles appartiennent, pour la plupart, a I'ordre des Methanococcales (Balch et al., 1979)
qui comporte quatre genres hydrogénotrophes: les Methanococcus, Methanocaldococcus,
Methanothermococcus et Methanotorris. Il a été mis en évidence une corrélation entre la concentration
en H, des fluides hydrothermaux et le nombre de méthanogénes hydrogénotrophes cultivables (Takai

& Nakamura, 2010).

Les Crenarchaeota, principalement de l'ordre des Desulfurococcales, sont souvent identifiées en
abondance au niveau des cheminées hydrothermales. Les quelques Crenarchaeota isolées présentent
une grande diversité métabolique telles que: Aeropyrum camini, la seule hyperthermophile
chimioorganotrophe aérobie stricte identifiée (Nakagawa et al., 2004), Staphylothermus marinus une
anaérobie chimioorganotrophe (Fiala & Stetter, 1986) et Ignicoccus pacificus (Huber et al., 2000) une
chimiolithotrophe stricte. Cette derniere a comme singularité de vivre en association avec une autre
archée, Nanoarchaeum equitans. Alors que I'héte Ignicoccus hospitalis n’a pas besoin de N.equitans
pour se développer et ne semble pas tirer d’avantages de sa symbiose, N. equitans, qui a un génome de
petite taille 490 kb et dans lequel il manque de nombreux genes de biosynthése, a besoin de cette

association (Podar et al., 2008; Waters et al., 2003).
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Un grand nombre de bactéries thermophiles et hyperthermophiles présentes dans les parties les plus
chaudes de ces environnements, ont également été isolées: des lithoautotrophes des genres
Persophonella (Gotz et al., 2002; Nakagawa et al., 2003) et Desulfurobacterium (I'Haridon et al., 1998)
de I'ordre des Aquifex, des chimioorganotrophes de I'ordre des Thermotogales des genres Thermotoga,
Thermosipho, Marinitoga (Antoine et al., 1997; Wery et al., 2001) et de I'ordre des Deinococci (Sako et
al., 2003).

1.2.2.6. Diversité des habitats devenus inactifs

Contrairement aux édifices actifs, tres peu d’études ont été consacrées a la diversité microbienne des
édifices inactifs malgré leurs impacts potentiels sur I'écologie de ces environnements qui pourrait étre
important du fait des volumes et surfaces qu’ils représentent (Erickson et al., 2009; Kato et al., 2010;
Suzuki et al., 2004; Sylvan et al., 2012). La cheminée inactive va conserver des éléments réduits qui
pourront étre utilisés comme source d’énergie par les micro-organismes jusqu’a I’oxydation compléte
de tous les éléments (Edwards et al., 2003; Kato et al., 2015; McCollom, 2000). Les communautés
microbiennes des cheminées inactives sont distinctes de celles des cheminées actives et présentent des
biomasses, des diversités et des métabolismes plus importants (Kato et al., 2015; Kato et al., 2010;
Reeves et al., 2014; Suzuki et al., 2004; Sylvan et al., 2012; Toner et al., 2013). Les communautés des
cheminées inactives incluent des Proteobacteria (Alpha-, Beta-, Gamma- et Delta-), Bacteroidetes et
Planctomycetes. Les communautés colonisant des pyrrhotites incubées in situ dans des eaux peu
profondes des lles Catalina sont similaires a celles détectées dans les édifices inactifs des sources
hydrothermales profondes (Barco et al., 2017). Il est également suggéré que les communautés
bactériennes qui colonisent des dépbts inactifs de sulfures hydrothermaux géographiguement distants
sont similaires entre elles et différentes de celles des communautés environnantes (eau de mer,

cheminée active, basalte, ...) (Toner et al., 2013).

1.2.2.7. Ll'influence de la pression hydrostatique

La pression hydrostatique (c’est-a-dire la force exercée par I'eau sur une surface donnée) constitue le
deuxiéme facteur physique contrélant la distribution des micro-organismes dans les milieux océaniques
profonds (Somero, 1990; Yayanos, 1986). En effet, dans les océans la pression hydrostatique augmente
de 1 MPa tous les 100 m (pour rappel la pression atmosphérique est de 0,1 MPa). Les micro-organismes
peuvent ainsi étre classés en quatre catégories selon leurs optima de pression optimale de croissance

(FIGURE 14) :
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e |es piézosensibles qui supportent une augmentation de pression faible jusqu’a 20 MPa, mais
avec une diminution rapide de leur taux de croissance lorsque la pression augmente, comme
Pyrococcus furiosus.

e |es piézotolérants qui se développent jusqu’a 40 MPa, avec un taux de croissance constant
comme Thermococcus kodakarensis KOD1T (Vannier et al., 2015).

[}

Les piézophiles dont I'optimum de croissance se trouve a une pression supérieure a la pression
atmosphérique (0,1 MPa) comme Thermococcus piezophilus CDGS' qui posséde la plus large
gamme de pression de croissance (de la pression atmosphérique jusqu’a moins de 120 MPa
avec un optimum a 50 MPa) (Dalmasso et al., 2016).

Les piézophiles obligatoires, qui requierent une pression hydrostatique minimale pour vivre,
sont incapables de se croitre sous de faibles pressions. Par exemple, Pyrococcus yayanossii Ch1"

se développe dans la gamme de pression de 20 a 120 MPa (Birrien et al., 2011).
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Figure 14 : Evolution de la densité cellulaire des micro-organismes en fonction de la pression hydrostatique
de culture. (Birien, 2018) modifiée d’aprés (Zeng et al., 2009).

Les hautes pressions hydrostatiques impactent la fluidité membranaire, la mobilité cellulaire, la

structure des protéines et des ADN ainsi que les processus de traduction (Bartlett, 2002; Oger & Jebbar,

2010). Trois mécanismes permettant aux micro-organismes de s’adapter aux variations de pressions

hydrostatiques ont été proposés : I'ajustement des génes exprimés pour compenser la perte de l'activité

biologique (Campanaro et al., 2005), I'expression de génes spécifiques (Michoud & Jebbar, 2016;
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Vannier et al.,, 2015) ainsi que I'adaptation structurale des biomolécules afin de les rendre plus

piézorésistantes (Kato & Hayashi, 1999). A ce jour une cinquantaine d’organismes piézophiles ou

piézotolérants ont été isolés (49 en début 2018 avec 33 bactéries et 16 archées) (Birien, 2018). La

principale raison est la difficulté technique pour les isoler et les caractériser. Cependant au regard de la

diversité des optima de croissance de

température et de pression hydrostatique des souches

caractérisées (FIGURE 15), la diversité de micro-organismes piézophiles pourrait étre importante.
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Figure 15 : Optima de pression et de température de souches caractérisées. La couleur indique 'origine des
bactéries (triangles) et des archées (cercles) isolées de source hydrothermale (jaune), d’eau de mer (bleu),
de sédiment (gris) ou de matiere organique en déposition (rose). (Picard & Daniel, 2013).
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1.3. Diversité des métabolismes microbiens

1.3.1 Généralité sur le métabolisme et Principe de base de la thermodynamique

Les cellules constituent un systéme ouvert qui est caractérisé par des entrées et sorties continues de
matiere et d’énergie depuis I'environnement proche dont la finalité est la conservation et reproduction
cellulaire. Elles sont dotées de systemes particuliers qui transforment I'énergie chimique ou physique
en énergie biologiquement utile pour effectuer un travail. Le métabolisme correspond a I'ensemble des
réactions biochimiques se déroulant dans une cellule. Il comprend les processus du catabolisme
(générateurs d’énergie, souvent de dégradation) et de I'anabolisme (synthése de molécules organiques

complexes, consommateurs d’énergie).

1.3.1.1. Catabolisme

Une réaction chimique peut se définir comme la transformation d’espéces chimiques, appelées les
réactifs, en produits. Toute réaction chimique s’accompagne d’un changement énergétique. Alors
gu’une partie est dissipée en chaleur, I'autre partie nommée « enthalpie libre » ou AG (ou encore
énergie de Gibbs) est disponible pour un travail. Une réaction avec un AG < 0 libére de I'énergie et est
qualifiée d’exergonique au contraire d’une réaction avec un AG > 0 qui en nécessite et qui est qualifiée
d’endergonique. Il est possible de calculer le AG® d’une réaction de plusieurs maniéres. La premiére
maniere consiste a utiliser I'énergie libre de formation de chacun des réactifs et des produits (Gf°), c’est-
a-dire de I'énergie mise en jeu lors de la formation d’une molécule a partir des éléments chimiques la

constituant.
AG® =5 Gf° (Produits) — > Gf°* (Réactifs)

La plupart des réactions du métabolisme sont des réactions d’oxydoréduction impliquant un transfert
d’électrons. Le composé donneur d’électron (qui s’oxyde) céde un ou plusieurs électrons au composé
accepteur d’électrons (qui se réduit). Le potentiel de réduction d’un couple E° (exprimé en Volt) exprime
I'aptitude du donneur d’électrons a céder ces électrons. Plus le E° est négatif, plus le donneur est
capable de fournir des électrons. La seconde maniéere de calculer le AG® d’une réaction est d’utiliser les
potentiels redox (E°) des couples engagés. Plus la différence entre le potentiel de réduction du couple
du donneur d’électron et de celui du couple de I'accepteur sera importante, plus I'énergie disponible le

sera aussi.
AG® = -nFAE®

Avec n le nombre d’électrons transférés au cours de la réaction ; F la constante de Faraday (96,552 kJ V-

Y mol?) et AE° la différence entre les potentiels redox des deux couples impliqués (en V).
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Le AG® est calculé pour des conditions standards a savoir pour une température de 25 °C (soit 298,15 K),
un pH de 7, a pression atmosphérique et pour des concentrations molaires des réactifs et des produits
de 1IM. Il est possible de prendre en considération les conditions réelles de la réaction en calculant le

AG selon la formule :
AG =AG” +RT InQr

Avec R la constante universelle des gaz parfaits = 8,314 I mol*K*; T la température a laquelle la
réaction s’effectue (en Kelvin), la concentration des produits et réactifs en mole L et Qr le quotient de

réaction.

L’énergie libérée par les réactions d’oxydation du catabolisme n’est pas directement utilisée par les
réactions de réduction de I'anabolisme mais est transférée par des chaines de transport d’électrons
(NADH, FADH, Ferrédoxine, ...). De cette maniere, il est possible de transférer de I'énergie entre des
processus spatialement séparés. La conservation d'énergie sous forme d’adénosine triphosphate
(molécule universelle de conservation de I'énergie) est possible par un mécanisme chimiosmotique qui
implique la génération d'un gradient ionique électrochimique (H*, Na*) au travers de la membrane
cytoplasmique et qui conduit a la production d'ATP par une ATP synthase (Mayer & Miiller, 2014;
Thauer et al., 1977). L'ATP synthase est une enzyme membranaire universelle qui synthétise de I'ATP a
partir du gradient électrochimique ionique, d'adénosine diphosphate (ADP) et de phosphate
inorganique selon la réaction de la phosphorylation de 'ADP en ATP: ADP + Pi < ATP + H,O
(AG”=+31,8 ki mol). Les micro-organismes ont différentes stratégies de synthéses d’ATP
(phosphorylation oxydative, fermentation, glycolyse, ..) avec une grande variété d’enzymes
membranaires qui couple des réactions exergoniques a la translocation d'ions.

1.3.1.2. Anabolisme

Il est possible de déterminer le type trophique d’un micro-organisme a partir de son métabolisme
(catabolisme : la source d’énergie et nature du donneur d’électron ; et de son anabolisme : source de
carbone) (TABLEAU 2). Il existe deux sources d’énergies exploitées par les étres vivants : I'énergie
lumineuse (par les organismes dit phototrophes qui utilise I'énergie des photons grace a des pigments
photosynthétiques) et I'énergie chimique qui provient de réaction d’oxydoréduction de composés
chimiques par les chimiotrophes. Le réseau trophique de I'écosystéeme hydrothermal profond (zone
aphotique) repose sur la chimiosynthése microbienne contrairement aux écosystémes présents a la
surface qui reposent sur la photosynthése. Il est a noter que des pigments photosynthétiques ont été
découverts chez Citromicrobium bathyomarinum une bactérie isolée du panache d’un fumeur noir
faisant suggérer une utilisation des radiations électromagnétique comme source d’énergie (Beatty et

al., 2005; Yurkov et al., 1999).
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Les chimiotrophes peuvent étre différenciés selon la nature de leur donneur d’électrons. Lorsqu’il s’agit
d’'un composé minéral/inorganique (dépourvu de carbone réduit comme I'Hy, Fe(ll), NH4*), ils sont
qualifiés de chimiolithotrophes et lorsqu’il s’agit de composé organique (formé principalement de
carbone réduit comme le glucose et 'acétate) de chimioorganotrophes. Lorsque la source de carbone
est minérale (principalement CO,), le type trophigue est autotrophe. Lorsque la source de carbone est
organique alors le type de trophique est hétérotrophe. Certains micro-organismes sont mixotrophes
c’est-a-dire qu’en fonction des conditions ils peuvent étre autotrophes ou hétérotrophes ce qui leur
procure un avantage sélectif par rapport aux auto/hétéro-trophe obligatoires. Il existe également des

mixotrophes par rapport a leurs sources d’énergies qui sont a la fois litho/organo-trophe.

Les potentiels donneurs (H,, HJS, S, 5,037, S406%, CHa, Fe?, ...) et accepteurs d’électrons (O,, Fe®*, CO,,
CO, NOs%, NOy, SO4%, SOs%, ...) disponibles au sein des sources hydrothermales profondes sont trés
variés (TABLEAU 3) Les calculs thermodynamiques des réactions redox permettent de prédire le
rendement énergétique selon I'abondance et la disponibilité de ces substrats qui dépendent
principalement de la géochimie du fluide ainsi que de son degré de dilution avec I'eau de mer (Amend
& Shock, 2001; McCollom & Shock, 1997). Ainsi a faible température, les métabolismes oxydatifs
(oxydation du fer, soufre, méthane, ...) sont les plus exergoniques tandis qu’a hautes températures ce
sont les métabolismes de réduction (du SO4*, méthanogenése, du S, ...) qui ont les plus hauts potentiels

énergétiques.

Tableau 2 : Terminologie des différents types trophiques des micro-organismes.

Source d'énergie Donneur d'électron Source de carbone
Lumiére : photo- Inorganique : litho- CO:2 : auto-trophe
Chimique : chimio- Organique : organo- C organique : hétéro-trophe

Tableau 3 : Réactions redox communément associées aux écosystemes hydrothermaux. (Orcutt et al., 2011).

Pathway Reaction AG® (k)/mol)*

Oxic respiration CH,0 + 0, — CO; + H,0O =770
Denitrification CH,O + 4/5NO, — 1/5CO, + 2/5N, + 4/5SHCO,  + 3/5H,O —463
MnO, reduction CH,O + 3CO, + H,0 + 2MnO, — 2Mn*" + 4HCO, —557
Fe(I1l) oxide reduction CH,O + 7CO, + 4Fe(OH); — 4Fe™ + 8HCO,; + 3H,0 —697
Sulfate reduction CH,O + 1/280,7 — HCO;™ + 1/2H.S —98
Sulfate reduction (from methane) CH, + SO, — HCO;~ + HS™ + H,O -33
Methanogenesis (from acetate) CH,COOH — CH, + CO, -24
Methanogenesis (from H,/CO,) H, + 1/4HCO, + 1/4H" — I/4CH, + 3/4H,0 =57
Fermentation (from ethanol) CH;CH,OH + H,0 — CH,;COOH + 2ZH, —181
Fermentation (from lactate) CH;CH,COO™ + 3H,0 — CH,COOH + HCO;~ + 3H, -1,075
Acetogenesis H, + 1/2C0O5;~ + 1/4H" — 1/4CH,COO~ + H,0 —90
Hydrogen oxidation H; + 1120, — H,0 —263
Methane oxidation CH,+ 20, — CO, + 2H,0 —859
Sulfide oxidation H,S + 20, — S0 + 2H" =750

H,S + 8/5NO;~ — SO + 4/5N, + 4/5H,0 + 2/SH” —T714
Fe(11) oxidation Fe** + 1/40, + H" — Fe** + 1/2H,0 —48

Fe?™ + 1/SNO;~ + 6/SH™ — Fe®* + 3/5H,0 + 1/10N, —44

Fe’™ + MnO, + 2H" — Fe®™ + MnO + H,0 ND
Mn(IT) oxidation Mn?* + 0, — MnO, —149

Mn®* + 2/5NO;~ + 4/5H,0 — MnO, + 1/5N, + 8/5H" -79
Nitrification NH,” + 20, —= NO;~ + 2H™ + H,O —302
Anammox NH," + NO,~™ — N; + 2H,0 —345
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1.3.2 Cycle du carbone

Le cycle du carbone est a la base de toute vie (Nelson et al., 2008). En effet, la chimie du vivant est
organisée autour de I'atome du carbone en raison principalement de sa capacité a former quatre
liaisons covalentes (partage entre deux atomes de deux électrons) avec n’importe quel autre élément
chimigue. En se liant les uns aux autres, les carbones forment un squelette de carbone (linéaire ou
cyclique) sur lequel s’ajoutent des groupes fonctionnels donnant alors une grande diversité de molécule
(protéines, sucres, acides nucléiques, lipides, ..). Le carbone est principalement présent dans
I’'atmosphere sous forme de CO, qui constitue donc la molécule centrale du cycle biogéochimique du
carbone. Il est facilement soluble sous trois formes en équilibre dépendamment du pH (FIGURE 16) selon

I’équation :

CO; + H,0 (H,CO3) € H" + HCO5™ ¢ 2H" + COs*

ierrage

P

Figure 16 : Diagramme de prédominance des différentes espéces de CO, en fonction du pH. Libre en CO;
hydraté ou liés sous forme d’ion bicarbonate HCOs™ ou carbonate COs*. Source : http://www.ac-grenoble.fr.

Il s’agit de la principale source de carbone des autotrophes qui vont le transformer en carbone
organique (matiere organique sous forme particulaire et dissous ou également en méthane) (FIGURE 17).
Les molécules organiques sont aussi bien assimilées par les hétérotrophes avec les réactions
anaboliques qu’utilisées par les organotrophes dans des réactions cataboliques dans lesquels il peut
étre « reminéralisé » en carbone inorganique ((CH,0), = CO, + H,0). Le méthane est produit par les

méthanogénes et est dégradé par les méthanotrophes.
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Figure 17 : Cycle biogéochimique du carbone. (Offre et al., 2013).

1.3.2.1. Assimilation du carbone

L'assimilation du carbone inorganique par les micro-organismes chimiolithoautotrophes est a la base de
la chalne trophique des sources hydrothermales profondes (Dang & Chen, 2017; Falkowski et al., 2008;
Nakagawa & Takai, 2008; Polz et al., 1998; Wirsen et al., 1993). Les fluides hydrothermaux peuvent étre
enrichis en CO,, alors que la concentration moyenne de I’'eau de mer est 2.3 mM celle-ci peut atteindre

28mM dans un fluide du champ hydrothermal Lucky Strike (Charlou et al., 2002).

Il est parfois suggéré que la majorité de la production primaire est réalisée par les micro-organismes
symbiotiques (Jeanthon, 2000; Polz & Cavanaugh, 1995) mais certaines études suggérent que la
contribution des organismes de la subsurface (McNichol et al., 2018) et du panache pourrait également

étre importante (Maruyama et al., 1998).

Plusieurs voies d'assimilation du carbone ont été identifiées chez les micro-organismes vivant au niveau
des sources hydrothermales (FIGURE 18) (Hiigler & Sievert, 2010; Nakagawa & Takai, 2008) : le cycle de
Calvin-Benson-Bassham (CBB), le cycle inverse de I'acide citrique ou reductive tricarboxylic acid (rTCA),
la voie reductive acetyl coenzyme A ou voie de Wood Ljundhal (WL), le cycle du 3-hydroxypropionate/4-

hydroxybutyrate (3-HP/4-HB) et le cycle du dicarboxylate/4-Hydroxybutyrate (DC/4-HB).

Cette diversité permet aux micro-organismes d’occuper différentes niches écologiques. En effet,
chacune de ces voies va présenter des rendements et des cinétiques controlés par les conditions
physico-chimiques de I’environnement ol se trouve le micro-organisme. Ainsi, certaines voies
d’assimilation seront plus efficaces dans certains habitats. Par exemple, les micro-organismes colonisant

les niches aérobies fixent le carbone en utilisant des voies qui ne possédent pas d’enzymes sensibles a
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I’'oxygene comme les cycles de CBB, du 3-HP et du 3-HP/4-HB. Les anaérobiques strictes et micro-
aérobies quant a elles utilisent les cycles du rTCA et du DC/4-HB. Elles requiérent d’ailleurs moins
d’énergie pour fixer une molécule de CO; (Une molécule d’ATP consommée par molécule de CO; fixée

pour le cycle du rTCA voire aucune pour la voie de WL, pour trois molécules pour celui du CBB).

Le cycle de Calvin ou encore cycle réducteur des pentoses phosphates est le plus important des
écosystemes continentaux ainsi que des zones euphotiques et n'est retrouvé que chez les mésophiles
des zones périphériques des sources hydrothermales (principalement des Gammaproteobacteria et
Zetaproteobacteria). L'instabilité thermique de certains de ces intermédiaires qui se transforment en
composés toxiques (comme le glyceraldehyde-3-phosphate qui devient du methylglyoxal) pourrait
expliquer I'absence de ces cycles dans les zones de hautes températures (Berg, 2011; Imanaka et al.,
2002; Phillips & Thornalley, 1993). L'enzyme clé de ce cycle, la RuBisCO dont 4 formes de ont été
décrites (Tabita et al., 2008) : les formes | et Il présentes chez les plantes, les algues et chez certaines
bactéries opérant le CBB, et les formes II/Ill et Il principalement retrouvées chez les archées qui ne
réalisent pas le cycle de CBB. Les analyses génomiques ont montré que la forme Il est largement
distribuée au sein des archées, présentes chez toutes les Thermococcales, Archaeoglobales,
Methanomicrobiales et Methanosarcinales, ainsi que chez certaines Methanococcales,
Desulfurococcales et Thermoproteales (Aono et al., 2012). La fonction de la RuBisCo serait d’assimiler
des ribonucléotides chez les hétérotrophes (Aono et al., 2015; Erb & Zarzycki, 2018; Sato et al., 2007)

et dans la voie réductrice hexulose-phosphate chez les méthanogenes (Kono et al., 2017).

Le cycle inverse de I'acide citrique ou cycle rTCA (Evans et al., 1966) est selon de nombreuses études le
cycle dominant des sources hydrothermales profondes (Campbell & Cary, 2004). Il s’agit
essentiellement de la réversion du cycle de Krebs par lequel la plupart des hétérotrophes aérobies
oxydent la matiére organique. Les micro-organismes fixant le carbone de cette maniere occupent des
zones plus réduites que celles utilisant le cycle de CBB, et cela est potentiellement d{ a la sensibilité a
I'oxygene de certaines de ces enzymes comme la 2-oxoglutarate:ferrodoxin oxydoréductase (Oor) ou
encore la pyruvate synthase (Berg et al., 2010; Nakagawa et al., 2005). Les trois enzymes clé de ce cycle
sont la fumarate réductase (Frd), la Oor et I'ATP dépendante citrate lyase (Acl). Ce cycle est utilisé par
les bactéries symbiotiques sulfo-oxydantes de la famille des Epsilonproteobacteria (Sulfurimonas,
Hydrogenimonas, Caminibacter, Nautilia, Nitratifractor, Nitratiruptor, Sulfurovum, Thioreductor,
Arcobacter) (Campbell et al., 2006), les bactéries colonisant les cheminées du phylum des Aquificales
(des genres Persephonella, Aquifex, Balnearium, Desulfurobacterium, Thermovibrio (Hugler et al., 2007)
et certaines Deltaproteobacteria sulfato-réductrice comme Desulfurobacter hydrogenophilus (Hugler et

al., 2005; Nakagawa & Takai, 2008; Takai et al., 2005).
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A ce jour, aucune souche utilisant le cycle du 3-hydroxypropionate/4-hydroxybutyrate (3-HP/4-HB) n’a
été isolée des sources hydrothermales profondes. Il a initialement été caractérisé chez la Sulfolobale
thermoacidopbhile (pH optimal de 2) Metallosphaera sedula retrouvée au niveau des sources chaudes et
acides terrestres (Berg et al.,, 2007). Son enzyme clé, la 4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase, a été
identifiée dans le génome de la Crenarchaeota marine group | Cenarchaeum symbiosum (Hallam et al.,

2006) symbionte de I'éponge Axinella mexicana (Preston et al., 1996).

Le cycle dicarboxylate/4-hydroxybutyrate DC/4-HB implique plusieurs enzymes du cycle du rTCA (les
enzymes impliquées dans les étapes convertissant I'oxaloacétate au succinyl-CoA) et du cycle 3HP-4HB
(les enzymes impligquées dans les étapes convertissant le succinyl-CoA en acétyl-CoA (Huber et al., 2008;
Jahn et al., 2007). Il ne posséde pas d’enzymes spécifiques ce qui complique sa détection (Hugler &
Sievert, 2010). Cette voie initialement décrite chez la Crenarchaeota Ignicoccus hospitalis de 'ordre des
Desulfuroroccales (Huber et al., 2008), et a également été détecté chez des membres de I'ordre des
Thermoproteales comme Pyrobaculum fumarii ou encore Pyrobaculum islandicum (Ramos-Vera et al.,
2009). Ces organismes hyperthermophiles sont principalement détectés au niveau des cheminées

hydrothermales.

Le cycle du 3-hydroxypropionate (3-HP ou cycle du malyl_CoA) a été identifié uniqguement chez des
bactéries phototrophes membres des Chloroflexaceae comme Chloroflexus aurantiacus (STRAUSS &
FUCHS, 1993; Zarzycki et al., 2009). Les enzymes clés de ce cycle sont |'acétyl-CoA/propionyl-CoA
carboxylase, la malonyl-CoA réductase et la propionyl-CoA synthase. Elles ne sont jamais toutes
détectées dans les métagénomes d’échantillons de cheminées (Xie et al., 2011). Il n’y a aucune donnée
supportant la réalisation de ce cycle au niveau des sources hydrothermales profondes (Berg, 2011).
Enfin la voie réductrice de 'acétyl-CoA (ou WL) (Ljungdahl, 2009; Ragsdale & Pierce, 2008) est la voie
de fixation du CO; la plus énergétiquement favorable avec une réduction directe du CO; par I'H; sans
nécessiter d'adénosine-5'-triphosphate (ATP). Elle se décompose en deux branches: la branche
carbonyl avec une réduction d’une molécule de CO; en CO et la branche méthyl avec une réduction
d’une molécule de CO; a un résidu méthyl d’un cofacteur conduisant a la synthese d’acétyl-CoA. Cette
voie est principalement retrouvée chez des organismes anaérobiques comme les bactéries acétogenes
ou chez les archées méthanogénes des classes de Methanococcales (par exemple : genre des
Methanocaldococcus et Methanotorris) et de Methanopyrales qui constituent un des groupes
métaboliques les plus ubiquistes des environnements hydrothermaux. Elle est retrouvée chez les
bactéries acétogenes mais a ce jour aucune souche homoacétogene n’a été isolée des sources
hydrothermales profondes. La demande en métal, en cofacteur, de conditions anaérobies strictes, et

de substrats avec faible potentiel redox comme I'H; ou CO; limite la réaction aux niches anoxiques.
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Figure 18 : Voies alternatives de fixation autotrophe du CO, : (a) cycle inverse de I'acide citrique, (b) cycle du
3-hydroxypropionate, (c) la voie réductrice de l'acétyl-CoA, (d) le cycle du 3-hydroxypropionate/4-
hydroxybutyrate, (e) cycle dicarboxylate/4-hydroxybutyrate. Les enzymes sont indiquées en rouge. (Hugler

& Sievert, 2010).

Certains micro-organismes possédent les enzymes de plusieurs voies de fixations. Par exemple,
Archaeoglobus lithotrophicus, autotrophe facultative, utilise uniquement la voie de WL mais possede
également des genes codant pour certaines enzymes clés d’autres voies de fixations comme celui du
DC/4-HB ou de CBB (Estelmann et al.,, 2011). C'est également le cas de la Gammaproteobacteria
Candidatus Endoriftia persephone, endosymbionte de Riftia pachyptila qui possede des enzymes du
cycle du rTCA et celles d’'une partie du cycle de CBB (Markert et al., 2007; Robidart et al., 2008). La
coexistence de différentes voies de fixation de carbone permet ainsi de pouvoir s’adapter aux conditions
environnementales, ainsi le CBB serait utilisé lorsque I'énergie devient limitée et celui du rTCA lorsque

les conditions deviennent plus favorables.
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1.3.2.2. Minéralisations du carbone organique

Il existe différents mécanismes de conservation de I'énergie a partir de la dégradation de composés
organiques par les chimioorganotrophes selon la nature de I'accepteur d’électrons. Lorsque celui-ci
provient d’'un composé organique dérivé du donneur d’électron, il s’agit de fermentation. Lorsque
I'accepteur est exogene alors il s’agit de respiration, qui peut étre aérobie (O, comme accepteur
terminal) ou alors anaérobie (tout autre accepteur que I'O, comme le nitrate, le S, le fer, ...) (Amend &

Shock, 2001).

La matiere organique simple ou complexe peut étre de différentes formes (de sucres, de lipides, de
protéines, ...). La premiere étape consiste en |I"hydrolyse des molécules complexes pour obtenir des
molécules plus simples utilisables: les protéines en acides aminées, les polysaccharides en
monosaccharides et les lipides en glycérol et en acides gras. Ensuite ils sont convertis en intermédiaires
simples tels que I'acétyl-CoA ou encore en pyruvate. Enfin ces derniers vont étre oxydés et convertis en

CO3 au cours du cycle de Krebs (ou cycle des acides tricarboxyliques) (FIGURE 19).

Amino acids (_l Sugars | |Glywmll [meacm.|

Figure 19 : Représentation schématique simplifiée du catabolisme énergétique aérobie. (Brock et al., 2003).

La majorité des souches hyperthermophiles hétérotrophes utilisent les protéines comme substrat pour
leur catabolisme (Schonheit & Schafer, 1995) qui sont soit oxydé en CO; soit fermentées en acétate ou

autre produit. Cependant quelques-unes ont également la capacité d’utiliser des voies saccharolytiques
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(Kengen & Stams, 1994). Il existe 3 voies métaboliques principales d’oxydation du glucose que sont la
voie d’Embden Meyerhof (EM ou voie de la glycolyse), la voie des pentoses phosphates et la voie
d’Entner-Doudoroff. Alors que les bactéries comme les Thermotogales utilisent la voie « classique »
d’EM, les archées utilisent une voie modifiée (Sakuraba & Ohshima, 2002). Certaines archées du genre
Thermococcales possedent en plus de la voie d’EM, une voie des pentoses phosphates (Xavier et al.,

2000).

Dans ces écosystémes, de nombreuses especes hétérotrophes ont été isolées. Les archées
hétérotrophes de ces environnements sont principalement représentées par les hyperthermophiles
anaérobies de 'ordre des Thermococcales (Euryarchaeota) et des membres du phylum Crenarchaeota
appartenant aux genres Pyrodictium (Pley et al., 1991) et Staphylothermus (Fiala & Stetter, 1986). Une
archée hyperthermophile micro-aérophile stricte a également été décrite, Aeropyrum camini
(Nakagawa et al., 2004). Ce sont des organotrophes fermentaires utilisant comme substrat
principalement des peptides avec production d’acides organiques (acétate, propionate, isobutyrate,
isovalérate), de CO, et de I'H,. Des micro-organismes lithoautotrophes comme Geoglobus ahangari
peuvent, en plus d’utiliser I'H, comme donneur d’électrons, oxyder de nombreux substrats organiques
comme le pyruvate ou l'acétate (Kashefi et al., 2002). De nombreuses especes de Bactéries
organotrophes (hyper)-thermophiles ont également été isolées parmi I'ordre des Thermotogales (des
genres des Thermosipho, Thermotoga, Marinitoga (Takai & Horikoshi, 2000; Wery et al., 2001) avec
croissance préférentielle sur polysaccharides. Cest également le cas de certaines Firmicutes
(Caminicella) (Alain et al., 2002).Bien que de nombreuses especes d’hétérotrophes aient été isolées de

ces écosystéemes, leur réle écologique a été peu étudié (Meier, 2016).

Il est proposé que les micro-organismes chimiolithoautotrophes constituent la base de la chaine
trophique de ces écosystemes en fixant le carbone et le transférant aux organismes hétérotrophes
(Jannasch & Mottl, 1985; Polz et al., 1998). Cependant comme le suggére Middelburg, la
chimioautotrophie des écosystemes hydrothermaux pourrait étre principalement basée sur le recyclage
de ce CO; issue de processus chimioorganotrophe et non sur le carbone d’origine abiotique (interaction
eau-roche) (Middelburg, 2011). De plus de nombreux fluides hydrothermaux contiennent des
molécules organiques de faible poids moléculaire comme des acides aminés (Lang et al., 2013), des
méthane-thiols (Reeves et al., 2014) et du formate (McDermott et al., 2015) ainsi que des molécules
plus complexes comme des hydrocarbures ou des composés polycycliques (Brault et al., 1988; Konn et
al., 2009; Longnecker et al., 2018). Ces molécules peuvent avoir été générées par I'altération thermal
de la biomasse microbienne ou de la matiére organique dissoute mais également de maniere abiotique

au cours de la circulation hydrothermale (Lang et al., 2010; McDermott et al., 2015; Proskurowski et
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al., 2008). Les organismes organotrophes pourraient ainsi utiliser directement les substrats organiques

présents dans les fluides hydrothermaux.

1.3.2.3. Utilisation du méthane

Le méthane (CH4) est le composé organique le plus simple avec un atome de carbone pour quatre
atomes d’hydrogene. Le CH4 peut étre produit de maniere abiogénique et de maniere biogénique. La
production de CH4 abiogénique est principalement réalisée lors de dégradation thermique de la matiére
organique sous I'action de la pression et de la température ou par réaction de type Fischer Tropsch au
cours de processus de serpentinisation. Ces réactions sont souvent présentes au niveau des systemes
hydrothermaux ultramafiques caractérisés par un affleurement du manteau terrestre. Ainsi de
nombreux fluides hydrothermaux sont enrichis en CH, (Charlou et al., 1998; Jean-Baptiste et al., 1991;
Welhan, 1988). Cependant plus de 75 % de la production de CH4 est biogénique, réalisée a partir de la
réduction du CO; ou de composés organiques de bas poids moléculaires comme |'acétate, le formate

ou encore le méthanol sous I'action des archées méthanogenes (Whitman et al., 2006).

1.3.2.3.a Meéthanogenése

La méthanogenése est la production de CH4 réalisée par les archées méthanogénes, qui sont
phylogénétiguement diverses et réparties en 8 classes parmi les Euryarchaeota : Methanobacteriales,
Methanocellales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanopyrales, les
Methanomassiliicoccales et les Methanonatronarchaeia. Une nouvelle possible classe d’'Euryarchaeota,
Methanofastidiosa a également été proposée (Nobu et al., 2016). Des études récentes basées sur des
données de métagénomiques suggerent que la méthanogenése pourrait également étre réalisée par
des archées d’autres phyla comme ceux des Bathyarchaeota (Evans et al., 2015), des
Verstraetearchaeota (Vanwonterghem et al., 2016), ou encore des Crenarchaeota (Wang et al., 2018).
Les méthanogenes sont classées en trois groupes en fonction des types de substrats utilisés : les
hydrogénotrophes réduisent des molécules de type CO, (CO,, formate, ...) en présence d’'H,, les
acétotrophes utilisent I'acétate et enfin les méthylotrophes utilisent des substrats comprenant des
groupements méthylés (-CHs) comme le méthanol ou encore la triméthylamine (FIGURE 20). Certaines
comme Methanosarcina acetivorans peuvent utiliser les trois types de substrats (H,/CO,, acétate,
méthylamine) (Galagan et al., 2002). Les mécanismes de conservation de |'énergie présentent des
différences assez marquées comme par exemple I'utilisation de cytochromes (Thauer et al., 2008). Elles

sont toutes anaérobies strictes et sensibles a de faibles concentrations en oxygene (Ferry, 2012).
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Figure 20 : Voies de la méthanogenése. (Borrel et
al., 2013).

Les méthanogénes sont en compétition avec d’autres
micro-organismes pour ['utilisation d’H, ou encore
la

d’acétate comme donneurs d’électrons, ainsi

méthanogenese, thermodynamiquement moins
favorable que la respiration de nombreux composés
(par exemple : NOs,, Mn(IV), Fe(lll) et de SO4%). Ainsi les
méthanogeénes hydrogénotrophes et acétotrophes ne
sont détectées que dans certaines zones d’un habitat
ou les métabolismes en compétitions sont limités par
les trop faibles concentrations de donneurs d’électrons.
Les méthanogénes présentes au niveau des cheminées
hydrothermales appartiennent pour la plupart a I'ordre
des Methanococcales (Balch et al., 1979) qui comporte
4 Methanococcus,

genres  hydrogénotrophes :

Methanocaldococcus, Methanothermococcus et
Methanotorris. Elles sont principalement détectées au
niveau des sites ultramafiques ou la teneur en H; des
fluides est plus importante (résultat du processus de

serpentinisation) (Flores et al., 2011; McCollom, 2007).

Ainsi de nombreuses méthanogénes

hyperthermophiles ont été isolées de sources

hydrothermales profondes comme Methanococcus
jannaschii, isolée d’une cheminée de fumeur blanc, qui
présente une température optimale de croissance de
85 °C (premiere souche isolée de ces environnements
(Jones et al., 1983)) ou encore Methanopyrus kandleri,

isolée d’une cheminée hydrothermale du bassin de

Guaymas qui semble étre capable de pousser a 122 °C

et a 40 MPa de pression hydrostatique (Kurr et al., 1991,

Takai et al., 2008). Les méthanogenes des cheminées hydrothermales appartiennent pour la plupart a

I'ordre des Methanococcales (Balch et al., 1979). Elles sont principalement retrouvées au niveau des

sites ultramafiques ol la teneur en H, des fluides est plus importante (résultat du processus de

serpentinisation) (Flores et al., 2011; McCollom, 2007).
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Ainsi de nombreuses méthanogénes hyperthermophiles ont été isolées de sources hydrothermales
profondes comme Methanococcus jannaschii, d’'une cheminée de fumeur blanc avec une température
optimale de croissance de 85 °C (premiere souche isolée de ces environnements (Jones et al., 1983))
ou encore Methanopyrus kandleri isolée d’'une cheminée hydrothermale du bassin de Guaymas qui
semble étre capable de pousser a 122 °C et a 40 MPa de pression hydrostatique (Kurr et al., 1991; Takai
et al., 2008).

L'un des marqueurs phylogénétiques utilisé pour étudier les méthanogénes est le gene mcrA codant
pour la sous-unité a de la Méthyl coenzyme M réductase (Friedrich, 2005). La MCR catalyse la réaction
terminale de la méthanogenese chez toutes les archées en libérant le CH, fixé sur la méthyl-coenzyme
M (Reeve et al.,, 1997). En plus des méthanogenes, les ANME possedent également le géne mcrA
(Friedrich, 2005; Hallam et al., 2003). De nombreuses études ont ainsi mis en évidence la présence de
méthanogenes dans de nombreux échantillons de sédiments et de cheminées issus de sources
hydrothermales profondes (Dhillon et al., 2005; Kelley et al., 2005; Lever & Teske, 2015; Nercessian et
al., 2005; Nunoura et al., 2010; Roussel et al., 2011).

1.3.2.3.b Meéthanotrophie aérobie

La méthanotrophie aérobie, i.d I'oxydation du CHs en CO, en aérobiose, est réalisée par les
méthanotrophes qui l'utilisent alors comme seule source de carbone et d'énergie. Ce groupe
fonctionnel comprend uniquement des bactéries aérobies strictes divisées en trois classes : des
Gammaproteobacteria de type | et X et des Alphaproteobacteria de type Il (Trotsenko & Murrell, 2008).
Les bactéries de type | et X utilisent la voie du ribulose monophosphate pour assimiler le carbone tandis

que celle du type Il utilisent la voie de la sérine (FIGURE 21).
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Figure 21 : Voies d’oxydation du CH4 en CO; avec assimilation du formaldéhyde. (Bjorck et al., 2018) modifiée
d’apres (Hanson & Hanson, 1996).
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Des mesures d’activité d’oxydation du CH, dans le panache du site Endeavour Segment (Juan de Fuca)
(de Angelis et al., 1991) et dans des panaches et sédiments du site de Rainbow (Pimenov et al., 2000)
ont permis de mettre en évidence la réalisation de ce processus dans ces écosystemes. Il est réalisé aux
interfaces oxique/anoxique lorsque I'oxygéne et le CH, sont présents simultanément dans les zones
superficielles des sédiments ou des édifices hydrothermaux ainsi que dans les panaches hydrothermaux.
L'enzyme clé du processus est la méthane mono-oxygénase qui catalyse la conversion du CH,4 en
méthanol. Deux formes de cette enzyme existent, la forme soluble (sMMO) et la forme membranaire
particulaire (PMMO). Le géne pmoA codant pour la sous-unité B de la forme membranaire (McDonald
& Murrell, 1997) est le marqueur moléculaire le plus utilisé, présent chez la trés grande majorité de
méthanotrophes a quelques rares exceptions comme les membres de la famille des Beijjerinckiaceae
(Hanson & Hanson, 1996; Knief, 2015). Ainsi des séquences de pmoA ont été détectées dans de
nombreux et divers habitats : que ce soit au sein de cheminées et de sédiments du site de Rainbow
(Nercessian et al., 2005; Roussel et al., 2011), de cheminées de carbonate de Lost city (Brazelton et al.,
2006; Roussel et al., 2011), de cheminées et de fluides hydrothermaux d’Ashadze (Roussel et al., 2011),
de tapis microbiens de Lucky Strike (Crépeau et al., 2011), de cheminées et de panache du site de TAG
(Elsaied et al., 2004), de panache hydrothermal du bassin de Guaymas (Lesniewski et al., 2012), ou en
association endosymbiotique chez les bivalves Bathymodiolus dans les tissus branchiaux a 'intérieur de
bactériocytes en association ou non avec des thiotrophes (Cary et al., 1988; Distel et al., 1995; Duperron
et al., 2006; Fujiwara et al., 2000; Pond et al., 1998) ou encore en association épisymbiotique de la
crevette Rimicaris exoculata (Guri et al., 2012; Zbinden et al., 2001) ou du crabe Shinkaia crosnieri
(Watsuji et al., 2014). Bien que quelques souches dont Methylomarinovum caldicuralii aient été isolées
de sources hydrothermales cétieres (45-50 °C de température optimale de croissance), aucune
méthanotrophe thermophile n’a été isolée de sources hydrothermales profondes (Hirayama et al.,

2014).

1.3.2.3.c Méthanotrophie anaérobique : AOM

L’oxydation anaérobie du méthane (AOM) est un processus réalisé certaine Euryarchaeota appelées
ANME (Anaeorobic methanotrophic archaea). L'AOM couplée a la réduction des SO,> est un des
processus majeurs des sédiments marins anoxiques riches en CHs et en SO4% au niveau des zones de
transition méthane-sulfate (SMTZ) (Boetius et al., 2000; Holler et al., 2011; Vigneron et al., 2013). Les
ANMEs réalisent ce processus en syntrophie non obligatoire avec des bactéries sulfato-réductrices
(Milucka et al., 2012). Elles appartiennent a trois clusters phylogénétiquement distincts : les ANME-1,

les ANME-2 et les ANME-3 (Knittel & Boetius, 2009). Les archées des groupes 2 et 3 sont
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phylogénétiquement affiliées a I'ordre des Methanosarcinales tandis que ceux du premier groupe
appartiennent a un nouvel ordre, distinct de ceux des Methanosarcinales et des Methanomicrobiales.
Leurs partenaires bactériens appartiennent quant a elles aux genres Desulfosarcina, Desulfococcus et
Desulfobulbus du groupe des Deltaproteobacteria (Losekann et al., 2007; Schreiber et al., 2010). Il a
également été identifié des Betaproteobacteria (non sulfato-réductrices) en association avec une faible
partie d’'un consortium de ANME-2 (Pernthaler et al., 2008). L’AOM peut avoir lieu sur une grande
échelle de température (Biddle et al., 2012), en effet les ANME-1 ont été identifiées dans des
environnements présentant un gradient de température important, entre 15 et 90 °C (Holler et al.,
2011; Kallmeyer & Boetius, 2004; Vigneron et al., 2013). Cependant les ANME-2 et ANME-3 sont
principalement détectées dans les environnements avec un gradient de température plus restreint < a
20 °C (Marlow et al., 2014; Orphan et al., 2001). Le mécanisme précis de ce processus n’est pas encore
connu. Cependant I'une des hypothéses avancées est que I'oxydation du CH, est couplée a la respiration
du SO4* en S° par les ANMEs, suivi par la dismutation du S° en H,S et en SO4* par des partenaires
microbiens. Elles permettent ainsi de garder une concentration faible de S° rendant exergonique la
réaction AOM des archées (Milucka et al., 2012). L’AOM pourrait également étre couplée a la réduction
de métaux comme le fer et le manganese ou encore avec celle du Nitrate avec de meilleurs AG® (Beal

et al., 2009; Haroon et al., 2013; Welte et al., 2016).
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1.3.3 Cycle du fer

Le fer est un des éléments chimiques essentiels a la vie, principalement en raison son role biologique
en tant qu’oligo-nutriment (Kappler et al., 2015). De par sa capacité a se charger et se décharger
facilement, le fer est un des composés essentiels de certaines protéines (par exemple : cytochromes et
ferrédoxines) impliquées dans le transfert d’électron des chaines respiratoires. Le fer présente
différents états oxydatifs, les deux principales formes étant le fer ferreux (Fe* ou Fe (I1)) et le fer ferrique
(Fe3* ou Fe (II1)). Sa solubilité est contrélée par le pH et la présence d’O; ou encore de sulfures (FIGURE

22).
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Figure 22 : Diagramme de Pourbaix du fer en solution aqueuse représentant en fonction du pH et de E ses
différentes formes (ions, complexe, précipité,...) pour une température de 25 °C. (Eisele & Gabby, 2014).

En effet a pH neutre ou basique, il est principalement sous forme de minéral insoluble. La solubilité du
fer (ll) et du fer (I1l) augmente avec la diminution de pH (Stumm & Morgan, 1996). Le fer réagit avec 'O,
pour former des oxyhydroxydes peu solubles et avec des sulfures, produisant des sulfures de fer (Hsu-
Kim et al., 2008; Luther et al., 2003) (TABLEAU 4). Bien que le fer soit le quatrieme élément le plus
abondant de la cro(te terrestre (apres le O, le Si et le Al), sa concentration moyenne reste trés faible
dans les océans (= 0,7 nmol.L 7! de fer dissous) (Johnson et al., 1997). Cependant il est abondant au
niveau des sources hydrothermales avec des fluides acides et chauds enrichis en fer (ll) dissous qui
peuvent présenter des concentrations élevées comme 24 mmol L sur le site de Rainbow (Charlou et
al., 2002). Les fluides hydrothermaux constituent donc une source importante d’apport de fer pour

I’écosysteme océanique (Saito et al., 2013; Tagliabue et al., 2010).
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Tableau 4 : Principaux minéraux de fer retrouvés en contexte hydrothermal. Modifié d’apres (Kappler et al.,
2015).

Minéral de Fe(ll) Minéral de Fe(lll) Minéral mix de Fe(ll) / Fe(lll)
Sidérite (FeCOs) Goethite (a-FeO(OH)) Magnétite (Fe304)
Vivianite (Fey(POa)s Limonite (FeO(OH)-nH,0) Greigite (Fe354)
Sulfure de fer (FeS) Hématite (a-Fe,0s)
Pyrite, marcasite (FeS,) Maghémite (a-Fe;0s)

Lépidocrocite (y-Fe,0s)
Akaganeite (B-FeO(OH,Cl))
Ferrihydrite (Fe(OH)s)

Le fer (Il) réduit émis au niveau des systémes hydrothermaux est oxydé au contact de I'eau de mer en
Fe (Ill) tres insoluble, qui précipite sous forme d’importants dépdts d’oxydes de fer (Herzig &
Hannington, 1995). Il peut étre stabilisé au contact de matiére organique le rendant biodisponible plus
longtemps (Bennett et al., 2008; Toner et al., 2009). L’oxydation du fer ferreux Fe Il et la réduction du

fer ferrique Fe Ill constituent les deux réactions principales du cycle du fer (FIGURE 23).

A pH neutre:
Oxydation chimique ou microbienne du Fe(ll) avec l'oxygéne;
Oxydation microbienne du Fe(ll) avec les nitrates
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FE“” ; acidophiles Précipitation FE['"]
Dissolution : i alealinisation ]
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Figure 23 : Cycle biogéochimique du fer. DIR : Réduction dissimilative du fer (lll) (dissimilatory iron reduction).
(Callac et al., 2013) modifiée d’apres (Kappler & Straub, 2005; Taylor & Konhauser, 2011).
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1.3.3.1. Oxydation du fer (I1)

Le fer ferreux (Fe (ll)) est utilisé comme donneur d'électrons par les micro-organismes ferroxydants. Ce
processus métabolique a longtemps été négligé du fait que la vitesse de réaction soit lente au contraire
de la réaction abiotique, gu’elle nécessite I'oxydation d’'une grande quantité de fer pour tirer assez
d’énergie et de la précipitation instantanée du fer(lll) produit en oxyhydroxyde de fer solide (King et al.,
1995) qui oblige la cellule a réaliser la réaction a I'extérieur de sa membrane (Emerson et al., 2010). Les
micro-organismes ferroxydants sont principalement présents dans les environnements microaérophiles
de basse température, zones dans lesquelles le fer est sous sa forme la plus disponible pour les cellules
(Luther 1l et al., 2001; Roden et al., 2004). L'oxydation du fer peut également étre réalisée en
anaérobiose couplé a la dénitrification (Edwards et al., 2003). La contribution de cette réaction dans la
production primaire associée aux panaches hydrothermaux est considérée comme négligeable dans les

modeles malgré la présence de particules de FeS (McCollom, 2000; Saito et al., 2013; Yiicel et al., 2011).

Au niveau des sources hydrothermales profondes, ce processus est principalement réalisé par des
Zetaproteobacteria, microorganismes mésophiles neutrophiles vivant principalement sous forme de
tapis microbiens (Edwards et al., 2011; Forget et al., 2010; Hager et al., 2017; Scott et al., 2015). Elles
commencent a étre considérées comme des especes ingénieures des sites hydrothermaux de par leur
capacité de modifier leur environnement (Emerson et al., 2010; Hager et al., 2017). En effet les tapis
microbiens (mélanges d’oxyhydroxydes de fer, d’exopolysaccharides et de cellules) influencent la
diffusion des fluides, modifient la chimie locale et fournissent de nouvelles surfaces de colonisation pour
d’autres communautés microbiennes. Par exemple, les tapis microbiens dominés par les
Zetaproteobacteria présentent une plus grande diversité microbienne que les tapis ou elles sont
minoritaires (Hager et al., 2017). Mariprofundus ferrooxydans a été la premiere Zetaproteobacteria
isolée (d’un tapis microbien riche en fer au niveau du site de Loihi Seamount) (Emerson et al., 2007).
C'est une micro-aérophile, mésophile (30 °C comme température optimale de croissance) qui peut
utiliser différentes variétés de fer I, produisant des filaments d’oxyhydroxyde de fer. Seules deux autres
especes ont été isolées de source hydrothermale, Mariprofundus micogutta (Makita et al., 2017) et
Ghiorsea bivora (Mori et al., 2017). Des Zetaproteobacteria actives ont été détectées dans la chambre
branchiale de la crevette Rimicaris exoculata, et pourraient participer a la formation de dépét
d’oxyhydroxyde de fer (Jan et al.,, 2014). Certaines Gammaproteobacteria (par exemple le genre
Thiomicrospira) ou Epsilonproteobacteria sont également des ferrooxydantes mais aucune souche
oxydant le fer n’a encore été isolée de sources hydrothermales a ce jour (Barco et al., 2017; Edwards et

al., 2003).
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Bien que le fluide soit riche en fer (llI) dissout, il n'y a qu’une seule souche d’hyperthermophile ferro-
oxydante isolée, a savoir Ferroglobus placidus (température optimale de croissance de 85 °C)
(Hafenbradl et al., 1996). Elle provient d’échantillons d’eau et de sédiment du site cétier de Vulcano en
Italie prélevées a 1m de profondeur. Elle est strictement lithotrophe, réduisant le fer mais également
I'H, et les soufres et utilisant le NOs"comme accepteur d’électron (réaction de dénitrification). Elle peut
aussi oxyder des composés aromatiques (benzoate, phénol, phénylalanine, ...) avec réduction du fer (ll1).
Il est a signaler que Palaeococcus ferrophilus, isolée d’une cheminée hydrothermale dans le bassin
arriére arc de Bonin, requiert du Fer (ll) pour sa croissance mais ne semble pas I'utiliser comme
accepteur ou donneur d’électrons (Takai et al., 2000). Le role du Fe (Il) dans le métabolisme de cette

espece reste encore a étre identifier.

1.3.3.2. Réduction du fer (lll)

Le fer ferrique (Fe(lll)) est utilisé comme accepteur terminal d'électrons dans des conditions d’anoxie
par les micro-organismes ferro-réducteurs. Le potentiel redox du Fer (Ill) est situé entre celui de
I'oxygene et du nitrate (Lovley & Phillips, 1986). Par conséquent l|'utilisation de cet accepteur
d’électrons est énergétiquement favorable dans les habitats dépourvus d’oxygene. Dans les
écosystemes hydrothermaux, la production de Fe(lll) est probablement due a I’oxydation du Fe (ll) par
I'eau de mer froide et oxygénée ou a la réduction des SO4* de I'eau de mer couplée a I'oxydation des
Fe(ll) a des températures supérieures a 300 °C (Jannasch & Mottl, 1985). La ferrihydrite est la forme
d’oxyde de fer(lll) la plus utilisée par les ferro-réducteurs (Lovley, 1991; Straub et al., 2001). Le
processus de réduction de fer pourrait étre important puisque de nombreux micro-organismes (Bacteria
et Archaea) issues de ces écosystemes ont été isolées et présentent des physiologies différentes
(thermophiles, acidophiles et alcalinophiles (Kashefi et al., 2003; Kashefi et al., 2002; Lovley et al., 2004;
Slobodkin et al., 2001; Slobodkina et al., 2009)).

lls sont associés aux structures de sulfures de fer (ou I'oxydation abiotique des sulfures de fer leur
apporte des substrats). Beaucoup sont hétérotrophes et également nitrato ou sulfato-réductreurs
(Lovley et al., 2004). Plusieurs Archaea hyperthermophiles réduisant le fer (II) ont été isolées de sources
hydrothermales profondes comme Aciduliprofundum boonei (Reysenbach et al., 2006), Geoglobus
ahangari (Kashefi et al., 2002), Geoglobus acetivorans (Slobodkina et al., 2009), Pyrodictium abyssi (Pley
et al.,, 1991) et Pyrodictium delaneyi (Lin et al., 2016). De nombreux autres micro-organismes
hyperthermophiles I'ont été de sources cotieres ou terrestres comme Ferroglobus placidus, des espéces
du genre Pyrobaculum (par exemple : P. islandicum (Huber et al., 1987)) ou encore Thermotoga
maritima (Vargas et al., 1998). La souche Geogemma barossii 121 présente d’ailleurs une croissance a

122 °C avec un temps de demi-vie de 24 h ce qui constitue un record dans le monde du vivant (Kashefi
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et al.,, 2003). La ferro-réduction est suggérée chez les Thermococcales dans plusieurs études, dont
Pyrococcus furiosus pour laquelle une activité de réduction de Fe(lll) a été détectée dans des
suspensions cellulaires (Vargas et al., 1998) ou encore chez Thermococcus sp. SN531 (Slobodkin et al.,
2001), mais pour cette derniére cela n’a pas été formellement démontré en culture pure. Des études
des mécanismes physiologiques impliqués dans la réduction du fer ont été réalisées sur des bactéries
mésophiles des genres Geobacter et Shewanella. Trois mécanismes ont été décrit dans le cadre de la
réduction du fer(lll) : par contact direct ou bien indirectement soit par I'excrétion de sidérophores ou
d’autres ligands (in/-organique) chélateurs qui permettent de solubiliser le composé chimique, soit par
sécrétion d’un « shuttle » d’électron qui permet de transférer les électrons entre la cellule et le composé
insoluble (FIGURE 24) (Gorby et al., 1988; Reguera et al., 2005). Les mécanismes de réduction du Fe(lll)
chez les hyperthermophiles ne sont pas encore identifiés mais ils semblent différer de ceux présents
chez les mésophiles Shewanella et Geobacter (quiimpliquent des cytochromes de type c ou des flavines)

(Weber et al., 2006).
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Figure 24 : Exemple des différents mécanismes mis en place pour la réduction de fer(lll). (Lin et al., 2014).
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1.3.4 Cycle de l'azote

L'azote (N) est I'un des principaux composants des protéines et des acides nucléiques (Kuypers et al.,
2018). Il peut exister sous différents états d’oxydation : du nitrate NOs (+5) a 'ammoniac NH4* (-3). Dans
les zones aphotiques de 'océan, il est principalement présent sous forme de N; (= 575-590 uM), de

nitrate NOs (= 31-40 uM) et d’azote organique dissous (<4 uM) (Capone et al., 2008; Charlou et al.,

2002). Sa forme la plus réduite I'ammonium NH,4*, impliquée dans de nombreux processus comme
donneurs d’électron, n’est présente qu’en de trés faibles concentrations inférieures a 1 uM dans 'eau
de mer et beaucoup de fluides hydrothermaux de hautes températures (Bourbonnais et al., 2012;
Capone et al., 2008). Cependant certains fluides de systemes sédimentés comme dans le bassin de
Guaymas ou sur la ride de Juan de Fuca présentent des concentrations en ammoniums importantes
jusqu’a 1 mM, résultat de la dégradation thermogénique de composés organiques des sédiments
(Bourbonnais et al., 2012; Lilley et al., 1993; Von Damm et al., 1985). Les fluides hydrothermaux
peuvent également étre enrichis en N, (jusqu’a 3400 uM) tandis que les concentrations de nitrate des
fluides sont généralement inférieures a celles de I'eau de mer (< 20 uM) (Bourbonnais et al., 2012;

Charlou et al., 2002; Nishizawa et al., 2014).

Le cycle de I'azote reste encore mal connu en contexte hydrothermale malgré des découvertes récentes
importantes. Sa biodisponibilité est contrélée par les réactions microbiennes qui modifient son degré
d’oxydation. Le cycle de I'azote se décompose principalement en 7 processus distincts : la fixation du N,
(N2 = NO3), la nitrification (NHs* = NO2~ = NOs), la dénitrification (NO3™ >NO;™ = NO = N,O = Ny),
I’oxydation anaérobique de 'ammonium ou Anammox (NOy + NH4* => N,), la réduction dissimilatrice
du nitrate en ammonium (DNRA) (NO,™ = NH3) et I'assimilation de I'azote organique et sa dégradation

ou ammonification (Composé organique azoté <> NHs) (FIGURE 25).
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Figure 25 : Principaux processus du cycle de |’Azote.
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La fixation du N, catalysée par le complexe enzymatique de la nitrogénase est un des processus
métaboliques les plus énergétiquement colteux (Simpson & Burris, 1984). C’est une des raisons pour
laquelle les bactéries capables de fixer le N, sont rares mais néanmoins phylogénétiquement
diverses avec plusieurs phyla bactériens comme ceux des Firmicutes, des Cyanobacteria ou encore des
Proteobacteria telle 'espece Arcobacter sulfidicus (Wirsen et al., 2002). Tandis que chez les archées
sembleraient limitées a quelques méthanogeénes parmi les Euryarchaeota et ANMEs (Leigh, 2000;
Miyazaki et al., 2009; Nishizawa et al., 2014). Le complexe de la nitrogénase est codé par I'opéron nif
(Raymond et al., 2004) dont la détection du géne nifH (codant pour une sous-unité du complexe) dans
des échantillons de fluides diffus de la ride de Juan de Fuca suggére la présence de micro-organismes
fixateurs de N, (Mehta et al., 2003). La méthanogene Methanocaldococcus sp. FS406-2, également
isolée de ces fluides hydrothermaux, est capable de fixer le N, en NHs" a une température de 92 °C, ce
qui démontre la capacité de fixation de N, dans les parties les plus chaudes (Mehta & Baross, 2006).

Cependant il n’existe aucune donnée sur I'activité in situ du complexe de la nitrogénase.

La nitrification correspond a |'oxydation aérobie du NHs/NH4* en NOs™ et est catalysée par les micro-
organismes nitrifiants. Différents groupes microbiens peuvent étre impliqués dont certaines bactéries
(« ammonia-oxidizing Bacteria ») affiliées aux Beta et Gamma-proteobacteria ainsi que des archées
(« ammonia-oxidizing Archaea ») affiliées au groupe MG-| des Thaumarchaeota comme Nitrosopumilus
maritimus (Konneke et al., 2005; Spang et al., 2010). C’est un processus en deux étapes réalisé par des
micro-organismes différents (Herbert, 1999). La premiere étape est I'oxydation de 'ammonium en
nitrite par les micro-organismes « nitrosants » puis ce dernier est oxydé en nitrate par les micro-
organismes « nitratants » parmi lesquels notamment des espéces du genre Nitrobacter (Lees &
Simpson, 1957). L'oxydation aérobie de I'ammonium en contexte hydrothermal a été démontrée par
l'isolement dans des conditions aérobies a 65 °C de bactéries hétérotrophes nitrifiantes thermophiles
(des genres Thermus et Bacillus) a partir d’échantillons de cheminées hydrothermales de Snake Pit
(Mével & Prieur, 1998). Les micro-organismes qui réalisent I'oxydation de I'ammoniaque en nitrate
peuvent également étre détectés grace au genes amoA codant pour la sous-unité a de 'ammoniaque
monooxygénase (AMO) (Purkhold et al., 2000). Des séquences de génes amoA ont été détectées dans
des morceaux de parois externes de cheminées de champs hydrothermaux des rides de Juan de Fuca
(F. Wang et al.,, 2009) et du sud de I'Atlantique (Xu et al., 2014). De plus les bactéries oxydant
I'ammonium constituent jusqu’a 51 % des communautés associées aux particules du panache
hydrothermal du site Main Endeavour (Juan de Fuca) (Lam et al., 2004). Deux autres études mettent
également en évidence I'importante activité des archées oxydant I'ammonium au sein des panaches

hydrothermaux du bassin de Guaymas (Baker et al., 2012; Lesniewski et al., 2012).
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La dénitrification correspond a la réduction des nitrates (NOs’) ou nitrite (NO2) en N;O et N,. La
réduction des nitrates est |'une des réactions les plus favorables du métabolisme énergétique chez les
micro-organismes (Amend & Shock, 2001). La premiéere étape est catalysée par la nitrate réductase
(Argandona et al., 2006). Deux types de nitrate réductase ont été décrites chez les bactéries, en
association avec la membrane (nar) ou libre dans le périplasme (nap) (Grove et al., 1996; Moreno-Vivian
et al.,, 1999). Une étude de la diversité de I'enzyme Nar a mis en évidence une modification de la
structure des communautés nitrifiantes au niveau hydrothermal : d’une communauté composée
d’Alpha et de Gamma-proteobacteria dans les parties mésophiles a une communauté
d’Epsilonproteobacteria vers les parties plus chaudes et réduites (Pérez-Rodriguez et al., 2013). Le
cluster de genes qui code pour le complexe périplasmique de la nitrate réductase (nap) est trés conservé
chez les Epsilonproteobacteria qui représentent une grande fraction des producteurs primaires de ces
environnements (Campbell et al., 2006; Vetriani et al., 2014). De nombreuses bactéries nitrifiantes ont
été isolées de sources hydrothermales profondes. La plupart sont des chimiolithotrophes mais quelques
hétérotrophes comme Caldithrix abyssi ont été détectées (Miroshnichenko et al., 2003). Trés peu
d’archées ont été isolées comme Pyrolobus fumarii (Blochl et al., 1997) qui détient le record de
température pour la dénitrification (106 °C). F placidus est capable de réduire le NOs en NO; et dispose
méme d’une N,O-reductase dans son génome suggérant sa capacité de réaliser une dénitrification
complete jusqu’au N, (Anderson et al., 2011; Vorholt et al., 1997). D’autres peuvent réaliser la réduction
dissimilatrice du NOs” en ammonium (DNRA) généralement couplée a I'oxydation anaérobique du S°
(Slobodkina, Mardanov, et al., 2017). Cependant contrairement a la dénitrification le produit final est

I’'ammonium, permettant ainsi a 'azote de rester biodisponible.

La réaction d’Anammox (Anaeorobic ammonium oxidation) est un processus océanique important qui
contribue pour moitié a la sortie de I'azote fixé. Les micro-organismes qui réalisent ce processus
appartiennent a un groupe distinct du phylum bactérien des Planctomycetes. |l existe plusieurs maniéres
de le détecter. Tout d’abord les bactéries anammox sont les seules capables de production d’hydrazine;
le g&ne HzsA qui code la sous-unité a de I'hydrazine synthase constitue donc un marqueur moléculaire
intéressant (Harhangi et al., 2012). Elles possédent un organite cellulaire spécifique, I'anammoxosome
dont la membrane possede un acides gras particulier de type ladderane (Damsté et al., 2002). Enfin il
peut étre détecté par des mesures d’activité avec 'utilisation des isotopes de I'azote. Il a été ainsi
détecté dans des panaches du site Main Endeavour (Lam et al., 2004) ainsi que sur des parties froides
(associé a des invertébrés et a des tapis microbiens) et chaudes de sites Atlantique (Byrne et al., 2009)

ou encore de sédiments du bassin de Guaymas (Russ et al., 2013).
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1.3.5 Cycle du soufre

Les écosystemes hydrothermaux sont tres riches en soufre que ce soit a I'état minéral sous forme de
minéraux sulfatés (tels que I"anhydrite (CaS04) ou la barytine (BaSO4)) ou sulfurés (comme la pyrite
(FeS,)) ainsi que sous forme dissoute dans I'eau de mer (la concentration en SO4* est de 28,2 mM
(Charlou et al., 2002)) et dans les fluides (principalement en hydrogéne sulfuré dissous (HS-)). Dans la
zone de mélange eau de mer/fluide, le S° est produit par oxydation spontanée de I'H,S avec I'eau de

mer oxygénée (Jannasch et al., 1988).

Le soufre posséde plusieurs degrés d’oxydation, de +6 sous la forme la plus oxydée (SO4*) a -2 sous la
forme la plus réduite (H.S) permettant son utilisation comme donneur ou accepteur d’électrons

(TABLEAU 5).

Tableau 5 : Degré d’oxydation du soufre inorganique. (Callac, 2013).

Composés Formule Etat d'oxydation
Sulfate S04~ +6
Sulfite SOs* +4
Dioxyde de soufre SO, +4
+2 I fres "i "et+
Tétrathionate $,0s> ,5 (0 pour les soufres |lrl1ternes (?'t 5
pour les deux soufres "externes

Thiosulfate S,05% +2
Soufre élémentaire SO, Sg 0

Polysulfure S5 0 pour les soufres "inte“rnes" et —”1 pour

les deux soufres "externes

Pyrite FeS; -1
Monosulfure de fer FeS -2
Sulfure d'hydrogene H,S -2

Le soufre est principalement assimilé dans les cellules sous forme de groupement sulfhydryle S-H
présents dans les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine), éléments constitutifs des protéines.
La cystéine joue ainsi un réle important dans la stabilisation des structures de certaines protéines par la
formation de pont disulfures. De plus certaines protéines possédant des clusters Fe-S tels que les
ferrédoxines ou les hydrogénases, lesquelles sont des maillons essentiels dans les transferts d’électrons
et les réactions d’oxydoréductions. Le cycle biogéochimique du soufre au niveau des sources
hydrothermales inclut des micro-organismes aérobies et anaérobies tel que les thiotrophes ou les sulfo-

sulfato réducteurs (FIGURE 26).
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C Sulfur cycle

Figure 26 : Cycle biogéochimique du soufre. (Offre et al., 2013).

e Réduction des sulfates

Les micro-organismes sulfato-réducteurs (MSR) occupent de nombreux habitats terrestres et
aquatiques et jouent un réle majeur dans la minéralisation de la matiére organique dans les habitats
anoxiques (jusqu’a 50 % dans les sédiments des marges océaniques) (Jergensen, 1977; Widdel & Bak,
1992). Le sulfate (SO4%) est présent en abondance dans I'eau de mer (28,2 mM) (Charlou et al., 2002)
mais il est absent du fluide, puisqu’il précipite en anhydrite pour des températures supérieures a 150 °C.
La sulfato-réduction est I'un des processus métaboliques les plus thermodynamiquement favorables
dans les zones avec une température supérieure a 40 °C (McCollom & Shock, 1997). Les MSR utilisent
le SO4* comme accepteur terminal d’électron avec différents donneurs d’électrons comme I'H, ou une
grande variété de molécules organiques incluant des sucres, des acides aminés, des acides organiques
(pyruvate, lactate, formate ...) ou encore des alcools (méthanol, ...) (Muyzer & Stams, 2008; Parkes et
al., 1989; Widdel & Bak, 1992). L'H,S qui est le produit final de la réduction, est rejeté tel quel ou bien

assimilé par la cellule (Rabus et al., 2006).

L'enzyme la plus utilisée comme marqueur fonctionnel est la réductase dissimilatrice du sulfite
(dissimilatory sulfite réductase, DSR) qui catalyse |'étape clé dans la conservation d’énergie a savoir la
réduction du (bi)sulfite en sulfure d’hydrogéne (FIGURE 27). Cette enzyme composée de deux
polypeptides est codée par deux genes, dsrA et dsrB, qui sont présents chez toutes les MSR (Wagner et
al., 1998). Cependant cette enzyme est également détectée chez quelques micro-organismes non
sulfatoréducteurs respirant le sulfite comme Pyrobaculum islandicum (Klein et al., 2001; Molitor et al.,
1998). L'utilisation d’un deuxieme géne marqueur comme apsA codant pour la réductase de
I’adénosine-5-phosphosulfate (APS), uniquement présent chez les MRS, permet d’améliorer la

résolution des études (Frank et al., 2013; Friedrich, 2002).
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ATP PP, 2e" AMP 6e- 3H,0
sat/atps , apr/aps i dsr ,
(sulfate) (adenosine (sulfite) (sulfide)

5' phosphosulfate)

Figure 27 : Voie simplifiée de la sulfato-réduction. Enzymes : sat (sulfate adenylyltransferase), atps (ATP
sulfurylase), apr (adénosine-5'-phosphosulfate reductase) et dsr (dissimilatory (bi)sulfite reductase)

Les différentes études (basées sur I'analyse du 16S, des genes fonctionnels, de la composition lipidique
des membranes) indiquent qu’il existe une grande diversité parmi les micro-organismes sulfato-
réducteurs présents dans les différents habitats des sources hydrothermales que ce soit au niveau de
sédiments, de cheminées ou associés a la faune (Cottrell & Cary, 1999; Dhillon et al., 2003; Elsgaard et
al., 1995; Frank et al., 2013; Frank et al., 2015; Nercessian et al., 2005). Elles montrent également que
de nombreux MSR n’ont pas encore de représentants cultivés malgré les efforts réalisés qui ont permis
d’isoler des sources hydrothermales profondes quelques souches appartenant aux phyla bactériens des
Deltaproteobacteria et des Thermodesulfobacteria et au phylum archéen des Euryarchaeota. Il existe
peu de données sur l'activité sulfato-réductrice en milieu hydrothermal comparé aux milieux cotiers.
Cependant les quelques études de mesures d’activités menées sur des sédiments hydrothermaux du
bassin de Guaymas (Elsgaard et al., 1995; Jgrgensen et al., 1992; Kallmeyer & Boetius, 2004; Weber &
Jgrgensen, 2002) et sur des cheminées hydrothermales de la ride médio-Atlantique (Bonch-
Osmolovskaya et al., 2011) et de la ride Juan de Fuca (Frank et al., 2013; Frank et al., 2015) indiquent

une forte activité sur un large panel de température allant jusqu’a 110 °C (Jgrgensen et al., 1992).

e Réduction du S° et autres composés soufrés

En plus de la sulfato-réduction, certains micro-organismes présents au niveau des sources
hydrothermales sont capables de respirer le S° (sulfo-réduction) et d’autres composés soufrés tel que
le thiosulfate (S,03%) en utilisant de nombreux composés comme donneur d’électrons (H,, formate,
acétate, ...) (Amend et al., 2004; Rogers & Amend, 2006). Contrairement aux sulfato-réductreurs, les
micro-organismes réalisant la réduction du S° et autres composés soufrés isolés des sources
hydrothermales profondes sont phylogénétiquement plus diversifiés incluant de nombreux phyla
bactériens  (Deltaproteobacteria,  Thermodesulfobacteria,  Aquificae,  Epsilonproteobacteria,
Acidobacteria) ainsi que deux d’archées, les Crenarchaeota et des Euryarchaeota. Des organismes
organotrophes fermentaires utilisent le S comme accepteur terminal d’électrons et le réduisent en H,S
comme les Thermococcales (Fiala & Stetter, 1986) ou encore les Thermotogales. C'est également le cas

d’organismes lithotrophes parmi lesquels Ignicoccus pacificus (Huber et al., 2000), Pyrolobus fumarii
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(Blochl et al., 1997), Archaeoglobus veneficus (Huber et al., 1997) ou encore A. sulfaticallidus (Steinsbu
et al.,, 2010).

e la sulfo-oxydation

L’environnement hydrothermal est riche en composés soufrés réduits (HS S, S°, S,0:%, S406%) et autres
sulfures polymétalliques comme la pyrite (FeS,), la chalcopyrite (CuS) ou encore la sphalérite (ZnS). Les
processus abiotiques d’oxydation du soufre sont plus lents que les processus biotiques ce qui les rend
biodisponibles comme donneur d’électrons pour les micro-organismes sulfo-oxydants. Les
modélisations thermodynamiques suggérent que I'oxydation de I'HS (forme dissoute du gaz H,S), du S°
et du thiosulfate représenteraient la source majeure d’énergie disponible pour la production primaire
dans les zones de mélange eau de mer/fluide (riche en H,S) de basses températures (< 40 °C) (McCollom
& Shock, 1997). Les accepteurs d’électron sont généralement I'O,, le nitrate (NOs) et des oxydes
métalliques (i.e. Fe(lll) et Mn(lV)) (Sievert et al., 2008). Les surfaces minérales de sulfures
polymétalliques peuvent également étre utilisées comme donneur d’électrons cependant les réactions
sont moins exergoniques comme |'a démontré l'incubation a basse température (12 a 35 °C) de
substrats minéraux naturels ou synthétiques sulfurés pour lesquels les taux de fixation de CO; sont
largement inférieurs par rapport a I'utilisation de thiosulfate dissous (1 a 10 % en fonction du minéral)

(Eberhard et al., 1995).

Les micro-organismes sulfo-oxydant sont généralement retrouvés en associations symbiotiques ou a la
surface des différentes structures sous forme de tapis microbiens (Alain et al., 2002; Taylor et al., 1999).
lls appartiennent principalement aux phyla des Gammaproteobacteria et Epsilonproteobacteria dans les
habitats de températures modérées (20-60 °C) et aux Aquificae dans habitat plus chauds (60-80 °C)
(Campbell et al., 2006; Hiigler & Sievert, 2010; Nakagawa et al., 2007; Ruby et al., 1981). Certaines
Alphaproteobacteria peuvent également oxyder les sulfures bien que peu de représentants cultivés
aient été isolés des sources hydrothermales. Aucune archée sulfo-oxydante n’a été isolée des
environnements hydrothermaux profonds a ce jour, néanmoins plusieurs archées hyperthermophiles
du phylum Crenarchaeota (des genres Sulfolobus, Thermoplasma) sont connus, isolées de sources

terrestres ou de drainage acide minier (Dopson & Johnson, 2012).

Il existe deux voies principales d’oxydation du soufre, la voie de I'adénosine phosphosulfate réductase
(APS) et la voie de la sulfite-oxydase (Sox). Pour le premier cas, il s’agit du processus inverse de réduction
du SO.%; les enzymes clés sont donc les mémes a savoir la réductase dissimilatrice du sulfite et la
réductase de I'adénosine-5’-phosphosulfate (FIGURE 28). La voie Sox est quand elle catalysée par le

complexe multienzymatique constitué de quatre composants (SoxYZ, SoxXA, SoxB, and SoxCD)
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(Friedrich et al., 2001). Ces génes sont utilisés comme marqueur pour étudier les acteurs de ce

processus (Higler & Sievert, 2010; Petri et al., 2001; Yamamoto & Takai, 2011).

SoxY-§
HS
g SoxXA SoxY-S-§°
3H,0 ‘/Sulﬁdczquinnnc T;' HO a P
0 oxidoreductase <4
6H' S 2 _
/ Rhodanese SoxY-8-80
2- H,0
Sﬂi’r IR a SoxCD
Sulfite 2e
Ho dehydrogenase ngV.S-S()z'
y H,0 H,0
e ? APS 2 % SoxCD
de reductase e
2 SoxY-S-SO;
APAT
i SoxB
\ Pi ADP
Adenosine 5°- -7 3 H,0
. - . :
phosphosulfate D SO, SoxY-S
PPi  ATP R
ATP
sulfurylase

Figure 28 : Schéma des deux voies d’oxydation du soufre. (Poser et al., 2014).

e Dismutation du soufre, du thiosulfate et des sulfites

Certaines souches thermophiles et hyperthermophiles sont également capables de réaliser la
disproportionation du S° du thiosulfate et du sulfite en sulfate (S04%, forme la plus oxydée) et en sulfure
(H2S, forme la plus réduite) (Bak & Cypionka, 1987). A ce jour trois souches bactériennes réalisant la
dismutation de composés soufrés ont été isolées de cheminées hydrothermales a savoir
Thermosulfurimonas dismutans et Thermosulfuriphilus ammonigenes du phylum
Thermodesulfobacteria (Slobodkin et al., 2012; Slobodkina, Reysenbach, et al., 2017) et Dissulfuribacter
thermophilus du phylum Deltaproteobacteria (Slobodkin et al., 2013). D’autres espéces
phylogénétiquement proches ont également été isolées de sources chaudes terrestres comme
Dissulfurimicrobium hydrothermale (Slobodkin et al., 2016), Caldimicrobium thiodismutans (Kojima et
al., 2016) et cotieres comme Thermosulfurimonas marina (Frolova et al., 2018) et Dissulfurirhabdus
thermomarina (Slobodkina et al., 2016). Cependant les voies métaboliques de la disproportionation du
S% n’étant pas encore caractérisées (Mardanov et al., 2016), il n’existe pas de marqueurs moléculaires
pour faciliter leur détection. Ainsi cette voie métabolique qui a été peu étudiée en contexte
hydrothermal pourrait représenter une voie de production primaire importante dans ces écosystémes

riches en S° (Mardanov et al., 2016).
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1.4. Les interactions géosphére-biosphéere : une clé pour la compréhension
du fonctionnement de I’écosystéme hydrothermal ?

1.4.1 Généralités

Les systémes hydrothermaux abritent des écosystémes trés dynamiques de la biosphére. Ces
écosystemes reposent sur de fortes interactions entre la géosphére (qui comprend la partie
lithosphérique et la partie hydrosphérique) et les organismes vivants (la biosphere) qui interagissent
entre eux et avec leur environnement. Les environnements hydrothermaux des grands fonds
océaniques sont les biotopes de la planéte pour lesquels les concentrations en métaux et en certains
gaz sont les plus élevées. En effet, les fluides chauds (> 350 °C) générés par les convections
hydrothermales dans les roches, transportent et émettent de nombreux métaux (Fe, Mn, Zn, Cu, Pb) et

gaz dissous (TABLEAU 1) (Charlou et al., 2002).

Selon les environnements, de nombreux métaux traces peuvent étre également concentrés dans les
fluides ou les minéraux (Co, Ni, Ge, As, Mo, Ag, Cd, In, Sn, Sb, Te, Au, Ag, Bi). Outre les métaux, ces
fluides sont enrichis en S, Si, Ba et d’autres éléments mineurs tels que le Se. Ces éléments se combinent
pour former des minéraux et des roches dont I'accumulation édifie les cheminées et les dépots
hydrothermaux qui constituent un vaste réservoir d'éléments chimiques essentiels pour le

fonctionnement de ces écosystemes (Amend & Shock, 2001).

Les interactions entre la biosphére et la géosphére contribuent de maniére importante aux cycles
biogéochimiques globaux (Dong, 2010; Gadd, 2010). Au-dessus de 120 °C, la formation des édifices
hydrothermaux est principalement associée a des processus abiotiques. Cependant en dessous de
120°C le role et la contribution des micro-organismes sur la composition des associations
minéralogiques, la précipitation ou la dissolution des minéraux reste encore a déterminer (McCollom,

2007).

La nature des interactions entre fluides, minéraux et micro-organismes influence la colonisation de
toutes les niches écologiques (que ce soit a l'intérieur des édifices, a leurs surfaces, en association
symbiotique avec la faune ou dans le panache hydrothermal) par des micro-organismes et détermine le

maintien de la diversité microbienne associée (Edwards et al., 2005).

Outre ces considérations biologiques, ces interactions induisent des changements de leur
environnement en modifiant la spéciation chimique d’un élément, en formant de nouvelles associations
minérales par biominéralisation ou encore par dissolution favorisant leur concentration ou au contraire

leur dispersion (Edwards et al., 2005; Holden & Adams, 2003).
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Il est ainsi important de continuer les efforts de caractérisations des interactions mises en ceuvre pour
comprendre leur nature, les contraintes exercées in situ, d’identifier les acteurs microbiens et d’estimer
les transformations engendrées, et d’estimer I'importance des processus biotiques par rapport aux

processus abiotiques.

1.4.2 Présentation des différents types d’interactions connus et de leurs
mécanismes

Le type d’interaction dépend du métal/minéral, du micro-organisme et des conditions physico-

chimiques. Les interactions peuvent étre classées en trois catégories (Holden & Adams, 2003) :

- laforme dissimilatrice ou I'élément est utilisé sans incorporation
- laforme assimilatrice ou I'élément est incorporé dans la cellule

- laforme toxique ou la présence est délétere pour la cellule et engendre une réponse

1.4.2.1. Réactions dissimilatrices

Au niveau des sources hydrothermales, de nombreux éléments chimiqgues inorganiques peuvent étre
utilisés comme donneur ou accepteur d’électrons en plus du fer, du soufre ou de I'azote (Partie 1.2)
(Lovley, 1993; Wirsen et al., 1993). Certains micro-organismes hyperthermophiles comme P. furiosus,
G. ahangari ou encore Thermotoga maritima sont également capables de réduire Au(lll) en Au(0) en
présence d’H, comme donneur d’électron (Kashefi et al., 2001). Au(lll) est la forme soluble alors que
sous sa forme réduite Au(0) est insoluble (Mossman et al., 1999). Il y a alors la formation de précipité
d’or colloidal sur la surface externe des cellules. Ce processus pourrait étre responsable du piégeage et
de I'enrichissement en or dans certaines minéralisations hydrothermales de basse température. Des
bactéries isolées du ver tubicole Ridgeia piscesae, une des especes les plus abondantes présente sur les
sites hydrothermaux de la ride de Juan de Fuca, sont capables quant a elle de respirer du tellurate mais
également du sélénite, ou encore du vanadate (Csotonyi et al., 2006; Maltman et al., 2016).
Pyrobaculum islandicum isolée d’une source hydrothermale d’Islande peut également respirer de
nombreux métaux a 100 °C en présence d’H, comme donneur d’électron comme le Fe(lll), U(VI), Tc (VII),
Cr (VI), Co(lll) et le Mn (IV) (Kashefi & Lovley, 2000). Une autre espece du genre, P. arsenaticum, utilise
I'arsenate ou le sélénate comme accepteur terminal d’électron en présence d’H, comme donneur
d’électron a 95 °C (Huber et al., 2000). Ces exemples parmi tant d’autres illustrent la diversité des
possibilités métaboliques utilisés par les micro-organismes. Cependant, il estimportant de rappeler qu'il
s’agit de résultats obtenus en culture pure en présence de concentrations trés supérieures a celles
retrouvées in situ et par conséquent la réalité écologique de ces réactions doit encore étre démontrée.

Par exemple dans le cas de P. arsenaticum, les concentrations en culture pure variaient de 5 a 30 mM

76

N\
—



Chapitre | — Synthése bibliographique \

(Huber et al., 2000) alors que la concentration moyenne d’As dans les eaux profondes d’Atlantique Nord

ne sont que de 18,3 a 20,3 nM (Middelburg, 2011).

1.4.2.1.a Quelgues exemples de mécanismes de réactions dissimilatrices

Pour rendre les composés métalliques biodisponibles, les micro-organismes mettent en ceuvre des
mécanismes physiologiques uniques (Ehrlich, 1999) comme par exemple dans le cadre de la réduction
du fer(lll). Les micro-organismes sont ainsi impliqués dans des processus de biominéralisation (Jannasch
& Wirsen, 1981; Toner et al., 2009) ou d’altération (Eberhard et al., 1995; Edwards et al., 2003). Par
définition la biominéralisation renvoie a I'ensemble des processus par lesquels les organismes forment
ou modifient les minéraux (altération, lixiviation, précipitation, dissolution). Ces minéraux peuvent étre
le résultat d’'une oxydation ou d’une réduction de molécules, ou de I'excrétion d’un métabolite. Dans
certaines conditions, ils peuvent constituer une signature chimique témoin d’une activité biotique

spécifique.

L'un des premiers exemples de biominéralisation recensé au niveau des sources hydrothermales fut la
découverte d’un tapis microbiens de 5 a 10 uM associés a des dépdts de métaux (Mn-Fe) et de cellules
sur des surfaces exposées aux fluides hydrothermaux riche en H.S (Jannasch & Wirsen, 1981). Ces tapis
peuvent étre constitués de soufre issus de I'oxydation de composés soufrés (Juniper & Fouquet, 1988).
De nombreuses études se sont intéressées a la fabrication de ces filaments que ce soit chez les
Gammaproteobacteria du genre Beggiatoa (lacq et al.,, 1989; Nelson et al., 1989) ou les
Epsilonproteobacteria du genre Arcobacter (Sievert et al., 2007; Taylor et al., 1999; Wirsen et al., 2002).
Ces bactéries augmentent le taux d’oxydation du fer (II) en fournissant avec leurs membranes cellulaires
une surface réactive de nucléation pour la croissance minérale participant ainsi a la formation des
dépdts d’oxydes de fer et de manganése (Fortin et al., 1998; Kennedy et al., 2003; Verati et al., 1999).
Ces surfaces réactives a la surface des cellules sont constituées de polymeres avec des groupes
fonctionnels (comme des groupes carboxyle, phosphate et hydroxyle) qui sont trés réactifs et qui
facilitent la sorption d’espéce ionique incluant les métaux dissous (Beveridge, 1981; Beveridge &
Murray, 1980; Fortin et al., 1998). 'attachement de ces éléments chimiques a la surface des cellules
est la premiere étape de biominéralisation. Cette étape est d’autant facilitée dans ces écosystémes par
I'apport continu du fluide qui permet d’avoir des concentrations élevées de métaux dépassant le degré
de sursaturation exigé pour linitiation de la nucléation minérale (Beveridge & Murray, 1980).
Récemment une étude a montré la formation de nanocristaux de pyrite autour de cellule de
Thermococcales. lls se forment par la précipitation de fer(ll) au contact de vésicules de soufre a la
surface des cellules dans une matrice extracellulaire de polymere. La présence de Fe (lll) empéche la

précipitation de pyrite et favorise la formation de greigite (FesSs) (Gorlas et al., 2018).
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De plus les micro-organismes participent également aux minéralisations associés aux macro-organismes
(Juniper et al., 1992; Tunnicliffe & Fontaine, 1987). Par exemple chez les vers tubicoles Ridgeia piscesae,
ou Alvinella pompejana il a été montré que les micro-organismes participent activement aux processus
de minéralisations de leurs hétes (Maginn et al., 2002; Peng et al., 2008). Chez A. pompejana trois types
de minéralisations sont présentes : les particules de sphalérite et de pyrite de la face interne de leur
tube, les couches internes majoritairement composées de pyrite et de marcasite et dans des
concentrations plus faibles de sphalérite, de barytine ou encore de silice, et enfin les couches externes
de pyrite et de marcasite (Georgieva et al., 2015; Maginn et al., 2002). La présence de vers tubicoles a
la surface des cheminées pourrait participer a la maturation de celles-ci. Au cours de la croissance de la
cheminée, les tubes migrent vers de nouvelles surfaces créant un front mobile de biominéralisation sous
la forme d’une crolte de marcasite-pyrite (Paradis et al., 1988). Cette croute pourrait agir comme
isolant thermique entre I'eau de mer et l'intérieur de la cheminée augmentant ainsi la température
interne du conduit et accélérer la transition entre la matrice sulfatée et la matrice sulfurée (Juniper et
al., 1992). Les minéralisations associées aux macroorganismes pourraient ainsi représenter une
signature de I'activité biologique passée des anciens sites hydrothermaux (Little et al., 1998; Zbinden

et al., 2001).

Bien que les processus d’altération (de dissolution et d’oxydation) des surfaces minérales soient
principalement abiotiques, les micro-organismes peuvent également participer a ces processus (Fallon
et al., 2017). lls peuvent augmenter les taux de dissolution comme cela a été observé chez des
Thiobacillus, qui par leur présence augmentent la libération de métaux (Fe, Cu, Zn) de minéraux (pyrite,
chalcopyrite, sphalérite) de plus de 44 % dans certains cas (Lizama & Suzuki, 1989). En condition
réductrice, les sulfures sont stables avec une faible solubilité. C'est en condition oxydante (en présence
d’0O; ou de fer (ll)) gu’ils sont moins stables et qu’ils s’oxydent. L’oxydation abiotique du fer (ll) est trés
rapide en condition oxique et a pH neutre. Les micro-organismes microaérophiles arrivent malgré tout
a oxyder les minéraux en profitant des aspérités des surfaces (présences de microfissures, de pores, ...)

(Edwards et al., 2003).

1.4.2.1.b Les micro-organismes bio-électroactifs

Les échanges d’électrons constituent un autre type de réaction dissimilatrice. Les cheminées
hydrothermales sont constituées de matériaux conducteurs qui permettent le passage d’un courant au
travers de la cheminée sur de faible (2 mm) mais également longue distance (> 10 cm) en couplant la
réduction de composé de I'eau de mer environnante avec |'oxydation de composés du fluide

hydrothermal (FIGURE 29) (Yamamoto et al., 2017).
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Figure 29 : lllustration schématique d’un diagramme énergétique pour les réactions anodiques et
cathodiques réalisées sur les surfaces internes et externes d’une cheminée. Le gradient de potentiel sert
comme force conductrice pour la génération d’un courant électrique. (Nakamura et al., 2010)

Les cristaux massifs de chalcopyrite et de pyrite sont considérés comme faiblement conducteurs mais
I'organisation des micro/nano-cristaux et de la maille élémentaire, ainsi que la présence de lacunes
conductrices facilite le passage des électrons (FIGURE 30) (Nakamura et al., 2010; Yamamoto et al.,

2017).

Chimney
wall

Figure 30 : Démonstration de la conductivité électrique d’'une cheminée hydrothermale. Le morceau a été
collecté sur le site Mariner dans le bassin de Lau. Les cheminées agissent comme conducteur de courant avec
une résistance minimale (le voltage est de 2.8 V). (Yamamoto et al., 2017).

L'étude des propriétés thermoélectriques de chalcopyrite issue d’'une cheminée hydrothermale a
permis de démontrer que les minéraux naturels fonctionnent comme des matériaux thermoélectriques
qui convertissent un gradient de température en gradient électronique (Ang et al., 2015). Ainsi la
différence de potentiel redox et de chaleur entre l'intérieur (fluide) et I'extérieur (I'eau de mer) d’une

cheminée génere également un courant au travers des minéraux.
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Une partie de la communauté de micro-organismes lithotrophes pourrait utiliser directement les
électrons transportés depuis le fluide hydrothermal au travers du réseau de cristaux de sulfures comme
source d’énergie pour la fixation du carbone mais sans l'utilisation des composés chimiques réduits
(Nakamura et al., 2010; Nielsen et al., 2010). C’est le cas des micro-organismes comme Aciditiobacillus

ferrooxidans qui sont alors considérés comme électro-litho-autotrophe (Ishii et al., 2015).

Les micro-organismes bio-éléctroactifs sont capables de transférer des électrons entres cellules ou
vers/depuis des supports solides insolubles. Moins d’une centaine de micro-organismes ont été
identifiés comme étant électro-actifs et capables d’interagir avec une électrode via un transfert
extracellulaire d’électron (EET) (Koch & Harnisch, 2016; Lovley & Phillips, 1988). Deux processus
biogéochimiques spatialement distants peuvent ainsi étre couplés par la création d’un courant transmis
par |'utilisation de « nanowires », de cytochrome ou d’autre transporteur d’électrons comme cela a été
démontré ex-situ sur des sédiments cotiers du Danemark avec une consommation d’oxygene en surface
couplée a I'oxydation d’H,S et de carbone organique en profondeur (Nielsen et al., 2010). Il n"existe que
tres peu de données sur la diversité microbienne extrémophile électro-active des sources
hydrothermales profondes alors que les minéraux des cheminées hydrothermales trés riches en métaux
présentent un contexte favorable aux échanges électroniques (Barge et al., 2018; Girguis & Holden,

2012; Nakamura et al., 2010).

Récemment, une culture d’enrichissement réalisée a partir d'une cheminée hydrothermale du site
Rainbow (MAR) a mis en évidence un enrichissement spécifique d’archées des genres Thermococcus,
Geoglobus et Ferroglobus (Pillot et al., 2018). Ferroglobus placidus et Geoglobus ahangari ont
précédemment été identifiés comme étant des exo-électrogenes capables de produire un courant
électrique lorsqu’ils sont placés a 80 °C dans des cellules microbienne d’électrolyse (Yilmazel et al.,
2018). Une autre étude sur Pyrococcus furiosus a montré que certaines Thermococcales peuvent étre
capable de transfert extracellulaire d’électrons et de générer de I'électricité, cependant les mécanismes
impliqués n’ont pas encore été identifiés (Sekar et al., 2017). Les processus de minéralisations sont
également affectés puisque I'application d’un potentiel électrique dans un systéme bioélectrique
inoculé avec des morceaux de cheminées hydrothermales augmente la formation de minéraux et de la

diversité microbienne associée a 30 et 75 °C (Gartman et al., 2017).

Les micro-organismes électro-actifs pourraient ainsi constituer un vaste réseau microbien interconnecté
électroniquement entre eux et avec la matrice minérale intervenant dans le développement de
I’ensemble des populations microbiennes de ces environnements. De plus, il a également été démontré
gue la génération d’un courant électrique modifie les processus biogéochimiques et le développement

des communautés microbiennes (Ishii et al., 2013). Par exemple, Geobacter sulfurreducens possede
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deux voies de transfert électronique extracellulaire. Elle utilise les minéraux (semi)conducteur pour les
transferts électroniques en créant un réseau composé de particules minérales (d’oxyde de fer comme
I"hématite, la magnétite ou encore le citrate de fer(ll)) et de cellules. En leur absence elle produit un

biofilm riche en polymere extracellulaire (Kato et al., 2013).

1.4.2.2. Réactions assimilatrices

Par définition, un processus assimilatif est I'incorporation d’un I'élément chimique dans la cellule. Tous
les micro-organismes ont besoin d’incorporer des éléments chimiques constitutifs, les plus courants
étantle C, N, O, H, S, Fe mais également des éléments traces essentiels comme certains métaux (Zn, Ni,
W, Cu, Co, Mo) (Cameron et al., 2012). En effet de nombreuses protéines impliquées dans les processus
métaboliques, les réactions d’oxydoréductions ou encore les transferts d’électrons contiennent un
cofacteur métallique. Par exemple les protéines Dps (« DNA binding Protein from nutrient Starved
Escherichia coli ») de la famille des ferritines carboxylates des micro-organismes comme Pyrococcus
furiosus ou Sulfolobus solfataricus sont impliquées dans la résistance au stress oxydatif en capturant du
fer (Il) et en I"utilisant pour réduire I'H,0; (peroxyde d’hydrogene) en H,0. Le fer (ll) est alors oxydé en
fer(lll) a I'intérieur de la cage protéique (Ramsay et al., 2006; Wiedenheft et al., 2005). L’ensemble des
protéines comprenant ou nécessitant un cofacteur métallique est appelé métallome et constitue une
biosignature (Cameron et al., 2012). Il est intéressant de noter que les archées possédent en moyenne
un métallome plus important (environ 7 % de métalloprotéine) que les bactéries et les eucaryotes (4 et
1% respectivement) (Andreini et al.,, 2009). L'un des exemples de biominéralisation dites
« assimilative » le plus connu est celui des bactéries magnétotactiques. Elles forment un groupe
fonctionnel sans relation taxonomique, de bactéries synthétisant des structures intracellulaires appelé
magnétosomes (Balkwill et al., 1980; Blakemore, 1975). Les magnétosomes se composent de cristaux
magnétiques (principalement de magnétite (Fes0a4) ou de greigite (FesS4) entourés d’une membrane
lipidique de 3 a 4 nm d’épaisseur (Gorby et al., 1988). lls sont assemblés sous forme de chaine a
I'intérieur de la cellule et permettent aux bactéries de se déplacer sur le champ magnétique et selon le
gradient d’oxygéne (magnéto-aérotaxie) (Frankel et al., 1997). Bien que les mécanismes moléculaires
ne soient pas encore décrits, le processus général de formation des magnétosomes comporte 4 étapes :
la biogénese de la membrane, le recrutement des protéines, la formation de la chaine et Ia
biominéralisation (capture du fer, initiation et maturation de la cristallisation) (Komeili, 2012). La
magnétite (Fes04) peut également étre produite de maniere abiotique. Il est possible de déterminer son
origine par analyse chimique. En effet les magnétites abiogéniques contiennent plus d’éléments traces

comme le strontium (jusqu’a 4 ordres de magnitude) (Amor et al., 2015). Quelques souches provenant
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de sources hydrothermales capables de production de magnétite ont été identifiées : Geothermobacter
ehrlichii (Kashefi et al., 2003), Geoglobus acetivorans qui produit des précipités noirs magnétiques
riches en Fe (ll) (Slobodkina et al., 2009) ou encore deux hyperthermophiles ferro-réductrice
Hyperthermus sp. Ro04 et Pyrodictium sp. SuO6 qui produisent des nanophases (< 12 nm) de magnétite

a partir de ferrihydrite [Fe10014(OH),] (Lin et al., 2014).

1.4.2.3. Toxicités

1.4.2.3.a Le cas de I’H,S

Au niveau des sources hydrothermales profondes, certains composés sont toxiques pour les micro-
organismes lorsque leurs concentrations atteignent un certain seuil comme I'H,S ou certains métaux
(comme le Cu, Co, As, Zn) (Gadd & Griffiths, 1977; Vismann, 1991). L'H,S est I'un des gaz les plus
présents dans les fluides hydrothermaux (Charlou et al., 2002; Von Damm, 1995) principalement
produit par réduction du SO4* et d’autres molécules soufrées lors du lessivage des roches encaissantes
au cours de la circulation hydrothermale (Hannington et al., 1995). Il est utilisé dans le catabolisme
microbien et peut aussi jouer un role physiologique important dans la signalisation cellulaire a faible
concentration (Lloyd, 2006; Tobler et al., 2016). Cependant cette molécule est extrémement toxique
pour les formes de vies aérobies du fait de sa capacité a réagir avec de nombreux composants cellulaires
(groupes sulfhydriles, des protéines, cations, ...) de par son pouvoir réducteur élevé (Minic et al., 2006).
Ainsi les organismes vivants dans ces environnements utilisent différents mécanismes de protection et
de tolérances aux effets toxiques de I'H.S présent en quantité importante (Powell & Somero, 1986;
Vismann, 1991) : par imperméabilité et exclusion des sulfures (par exemple par production de mucus,
co-précipitation avec du fer ou encore par I'action de bactéries ectosymbiotiques), par I'utilisation de
protéines insensibles a I'H.S, par recours a un métabolisme anaérobie, ou par détoxification directe au
sein des tissus par fixation réversible a d’autres composés ou indirecte par I'action de bactéries sulfo-
oxydantes endosymbiotiques. L'un des organismes modeéles d’études des mécanismes de tolérances a
I'H.S est le vestimentifére Riftia pachyptila (Jones, 1981). Il possede un systéme de 6 hémoglobines
(trois extracellulaires, deux dissoutes dans le sang vasculaire et une dans le fluide ccelomique) capables
de lier réversiblement sur deux sites différents 'O, et I'H,S (Arp et al., 1987; Powell & Somero, 1983;
Zal et al.,, 1998). Il permet ainsi d’alimenter les bactéries chimioautotrophes endosymbiotiques
présentes dans les trophosomes en donneur d’électrons tout en conservant une concentration d’HsS
dans les tissus en deca du seuil de toxicité. Ces hémoglobines présentent également une plus forte
affinité avec I'H5S que la cytochrome ¢ oxydase (enzyme clé de la chaine respiratoire mitochondriale)
qui est une des enzymes les plus sensibles a I’'H5S chez Riftia (Powell & Somero, 1983). La production

de vésicules de S° pourrait également étre un mécanisme de détoxification du soufre comme par
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exemple chez les endosymbiontes localisés dans le trophosome de Riftia pachyptila (Cavanaugh et al.,
1981; Pflugfelder et al., 2005) ou de Sclerolinum contortum (Eichinger et al., 2014) ou chez certaines

hyperthermophiles de I'ordre des Thermococcales (Gorlas et al., 2015).

Cependant la présence d’H,S peut étre bénéfique pour certains micro-organismes en diminuant la
toxicité des métaux en les rendant moins biodisponibles par formation de sulfures métalliques
(Edgcomb et al., 2004). En effet les fluides hydrothermaux transportent également des métaux lourds
(Von Damm, 1995). Du fait du mélange avec I'eau de mer oxygénée, les métaux passent d’'une forme
associée aux sulfures (peu biodisponible et faiblement toxique) a une forme oxydée plus soluble qui
augmente leur biodisponibilité et leur toxicité pour les cellules (Luther et al., 2001; Nies, 1999). Les
métaux lourds peuvent avoir différents effets déléteres sur les fonctions cellulaires, ils peuvent se lier a
des anions et bloguer les groupes fonctionnels des enzymes, remplacer les métaux fonctionnels des

sites catalytiques ou encore perturber I'intégrité membranaire (Gadd & Griffiths, 1977; Nies, 1999).

1.4.2.3.b Les mécanismes de tolérance et de dégradation

La tolérance a de nombreux métaux a été étudiée chez les micro-organismes (Crepo-Medina et al.,
2009; Jannasch et al., 1992; Jeanthon & Prieur, 1990; Klevenz et al., 2012; Llanos et al., 2000; Rathgeber
et al., 2002), sur la méiofaune (Atkins et al., 2002) et sur la macrofaune (Cosson et al., 2008; Kadar et
al., 2005; Minic et al., 2006) qui colonisent ces environnements. Il est apparu qu’ils sont capables de
tolérer des quantités plus importantes que celles présentes dans |‘environnement avec des
concentrations minimales inhibitrices supérieures aux concentrations environnementales (Lloyd et al.,
2005). Cing types de mécanismes de résistance/tolérance aux métaux afin de les rendre moins
toxique/biodisponible ont été identifiés : I'expulsion du composé de la cellule, la conversion
enzymatique, la séquestration intra ou extra cellulaire, I'imperméabilité et la réduction de la sensibilité

des cibles cellulaires (Dopson et al., 2003) (FIGURE 31).
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Figure 31 : Schéma des mécanismes de résistances aux métaux identifiés chez les micro-organismes. Les
mécanismes de tolérances sont : L’expulsion du composé de la cellule, la conversion enzymatique sous une
forme moins toxique, la séquestration intra ou extra cellulaire, I'imperméabilité et la réduction de la
sensibilité des cibles cellulaires. (Dopson et al., 2003).

Les cellules peuvent aussi transformer un composé toxique afin de le rendre inoffensif. Ainsi certaines
bactéries isolées de fluides du site 9°N situé sur I'EPR sont résistantes au mercure. Elles possédent
I’'opéron mer qui code notamment pour une Mercure(ll) réductase qui réduit les ions Hg (II) en mercure
élémentaire Hg (0) (Vetriani et al., 2005). Pseudomonas aeruginosa CW961 isolée pres d’un site
hydrothermal de Juan de Fuca (Wang et al., 1997) tolére jusqu’a 5 mM de Cd** en le précipitant en
sulfure de cadmium en présence de thiosulfate (Wang et al., 2002). C'est également le cas de certaines
Alphaproteobacteria et Gammaproteobacteria qui produisent des ligands organiques capables de fixer
le cuivre réduisant la concentration de Cu?* du milieu et donc sa biodisponibilité (Klevenz et al., 2012;
Sander et al., 2007). De nombreuses bactéries isolées au niveau des sources hydrothermales profondes
produisent des exopolysaccharides (Guezennec et al., 1994; Vincent et al., 1994) qui présentent de
fortes affinités pour chélater certains métaux lourds (plomb, cadmium, zinc ou encore le mercure) (Cruz
et al., 2017; Loaéc et al., 1997) et diminuer I'exposition des cellules a ces métaux. Certaines ont été
isolées d’animaux comme le polychete Alvinella pompejana(Rougeaux et al., 1999; Vincent et al., 1994)
ou encore la crevette Rimicaris exoculata (Raguénes et al., 2003). La production de mucus serait
également un mécanisme de détoxification utilisé par Alvinella pour certains métaux (Fe, Zn, Cu) mais
également du soufre (Alain et al., 2002; Juniper et al., 1986). Les mucus sont également riches en
métallothionéines, des protéines ayant la capacité de complexer les métaux (Kagi, 1991). L'utilisation

de ces protéines est un autre mécanisme de protection opéré par les animaux, par exemple chez la
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crevette Rimicaris exoculata (Geret et al., 2002), le vestimentifére Riftia pachyptila (Cosson, 1996) ou
encore la moule Bathymodiolus azoricus (Cosson et al., 2008). La réponse est spécifique puisque seule
I'exposition a certains métaux (Ag, Cu, Cd, Hg, Zn) induit la synthese de métallothionéines chez
Bathymodiolus thermophilus (Hardivillier et al., 2006). Il existe peu d’études de toxicologie des minéraux
sur la croissance des micro-organismes. Cependant il est intéressant de constater que I'ajout de 0,25 %
de pyrite (FeS,;), de chalcocite (Cu.S) ou de wurtzite (Zn,Fe)S inhibe la croissance de deux micro-
organismes P. furiosus et Methanocaldococcus villosus en culture pure. En réduisant la concentration

de la chalcosite et de la pyrite a 0,05 %, I'inhibition de la croissance est levée (Wirth et al., 2018).

1.4.3 La colonisation microbienne en milieu hydrothermal profond

1.4.3.1. Les stratégies de dispersion

Le fonctionnement et les interactions des communautés microbiennes avec la géosphere restent mal
définis, principalement en raison des contraintes expérimentales imposées par ces environnements
complexes et difficiles d’acces. Les édifices hydrothermaux nouvellement formés du fait des tres hautes
températures des fluides sont initialement stériles (Wirth et al., 2018) mais sont rapidement colonisés
lorsque les conditions deviennent compatibles avec la vie. Les processus de colonisations initiant
I'arrivée et le maintien des communautés microbiennes ne sont pas encore compris. Deux hypothéses
sont possibles : la colonisation des fumeurs noirs par les hyperthermophiles pourrait se faire a partir
des micro-organismes présents dans I'eau de mer froide environnante (issue du méme site ou d’un
autre site) (Holden et al.,, 1998) ou pourrait étre réalisée par les micro-organismes présents en
profondeur dans le plancher océanique (Deming & Baross, 1993; Gold, 1992). Il a été démontré que de
nombreux micro-organismes hyperthermophiles peuvent survivre une longue période a basse
température et réagir rapidement a une augmentation de température (Huber et al., 1990; Lesongeur
et al., 2014; Summit & Baross, 1998). Wirth et al. ont émis I'hypothése qu’ils pourraient étre transférés
sur I'extérieur des édifices par les courants marins et adhérer a leur surface via leurs flagelles (Wirth,
2017; Wirth et al., 2018). Les micro-organismes hyperthermophiles sont tres mobiles, exhibant deux
modes de mobilité (un mode linéaire tres rapide permettant de parcourir des distances de l'ordre du
mm en quelgues secondes, et un mode en zigzag 10 % plus lent) et sont capables d’adhérer a de
nombreuses surfaces biotiques et abiotiques (Herzog & Wirth, 2012; Wirth, 2017). La colonisation
préférentielle de certaines matrices minérales pourrait étre liée a leurs besoins nutritionnel et
énergétique (Edwards et al., 2000). Ainsi Edward et al. ont mis en évidence que la bactérie Thiobacillus

caldus (sulfo-oxydante) sélectionne son site en réponse a un gradient de sulfure (Edwards et al., 2000).
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La texture de la surface est également importante, P. furiosus s’attache par l'insertion d’au moins un
flagelle de <1 um dans les fissures du minéral (Wirth et al., 2018). Cette liaison est assez solide pour
résister a un lavage. Les interactions peuvent également étre passives, les minéraux servent alors

uniguement de surface d’attachement.

1.4.3.2. Colonisateurs in situ

Un certain nombre d'études sont consacrées au processus de colonisation dans ces environnements.
De nombreux modules de colonisation ont été développés pour étudier les processus de colonisation
des cheminées (Karl et al., 1988; Nercessian et al., 2003; Reysenbach et al., 2000; Schrenk et al., 2003;
Takai et al., 2003) mais également des sédiments (Callac et al., 2013), des fluides (Huber et al., 2002)

ou des tapis microbiens (Crépeau et al., 2011).
1.4.3.2.a Le « Vent Cap »

Par exemple pour étudier la colonisation des cheminées hydrothermales, le « Vent Cap » développé par
Norman Pace (Karl et al., 1988) est constitué d’un cone en titane placé au point d'émission d'une
cheminée active. Le fluide passant continuellement au travers de la chambre permet la colonisation des
surfaces placées a l'intérieur en apportant des nutriments pour la croissance des micro-organismes
(FIGURE 32). Le premier déploiement a été réalisé dans le Bassin de Guaymas (Karl et al., 1988) sur deux
cheminées pendant deux jours. Différents substrats de colonisations (silicone, pyrex, titane, pyrite (FeS,)
et marcasite (FeS,) ont été déposés a I'intérieur de la chambre d’incubation mais également attachés
sur les parois externes. Aucune colonisation microbienne n’a été observée lors du premier déploiement
(température comprise entre 150 et 180 °C). Un autre module, le « Smoker poker » (FIGURE 32) a
également été déployé lors de la méme expérience : les nombreuses cellules observées et enrichies
étaient également présentes dans les enrichissements réalisés a partir de I'eau de mer environnante
suggérant que les micro-organismes mésophiles et thermophiles observés dans le panache

hydrothermal provenaient probablement des habitats périphériques.
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Figure 32 : Schémas de deux modules de colonisations microbiennes. A : cap vent ; B : Smoker Poker. (Karl et
al., 1988).

Le deuxieme déploiement référencé du module « Vent cap » a eu lieu sur deux cheminées du site Snake
Pit a 3500 m (Les Ruches et Chi) situés sur la ride médio-atlantique (MAR) pendant 5 jours durant la
campagne MICROSMOKE (1995). Il a permis le suivi de la colonisation sur deux points d'émissions
différents (Corre et al., 2001; Reysenbach et al., 2000) d’un méme site. Pour le site « Les ruches », la
diminution de la température a I'intérieur du module, de 70 & 20 °C au 5™ jour, n’a pas permis
d’étudier la colonisation par des communautés hyperthermophiles et un basculement d’une
communauté hyperthermophile a mésophile a été observé. Elle met en évidence une diversité plus
importante que celle obtenues par les techniques de cultures d’enrichissement classiques. Les bactéries
sont plus abondantes que les archées. Les séquences archéennes appartiennent majoritairement a deux
groupes, les Thermococcales (71 %) et les Archaeoglobales (22 %). Trois singletons ont également été
obtenus appartenant au Thermoplasmales (thermoacidophile), une Crenarchaeota (Marine Group Il) et
une Euryarchaeota Marine Group V. Les séquences bactériennes sont affiliées au e-Proteobacteria
(43 %), au genre Desulfurobacterium (25 %) et les Aquificales (18 %). Ces dernieres représentent 10 %
des cellules totales observées en FISH. Les morphologies sont trés variées avec des coques, des bacilles
et des filaments de tailles et de diameétres différents. Sur le site Chi, contrairement aux bactéries, les
archées n’ont pas été détectées. La température a I'intérieur de la chambre d’incubation était plus basse
gue sur le premier site avec une température variant entre 13 et 30 °C (moyenne de 20 °C). Sur les 87
clones obtenus, 99 % appartenaient aux e-Proteobacteria, dont 33 % a un nouvel ordre et 1 % aux

Aquificales (Corre et al., 2001).

Reysenbach et al., émettent I'nypothése que les chimiolithoautotrophes colonisent les surfaces et qu’a
la suite de l'accumulation du carbone organique, apparaissent les hétérotrophes thermophiles
(Reysenbach et al., 2000). Cependant des résultats contraires ont été observés par Nercessian et al qui

ont également utilisé le « Vent Cap » pour étudier la diversité microbienne sur trois cheminées actives
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de la dorsale du Pacifique oriental (13° N) a 2600 m de profondeur (Nercessian et al., 2003). Les
séquences des banques de clones étaient majoritairement affiliées aux Thermococcales
(hyperthermophiles chimioorganotrophes) dont les proportions dans les banques de clones diminuent
avec le temps, de 77 % au 7™ jours a 49 % au 11°™ jour sur le site PulsarPP55 et de 97 % a 40,7 % sur
le site Grandbonum du 4™ au 5™ jour. Pour chaque site lors du deuxiéme temps des séquences
appartenant aux ordres Methanopyrales, Methanococcales, Archaeoglobales et Desulfurococcales
(chimiolithoautotrophe) ont été détectées. lls ont d'ailleurs pu estimer par hybridation in situ la

proportion de cellules archéennes entre 14 et 33 % du nombre total de cellules des échantillons.

Cependant les résultats d’autres études, utilisant des modules de colonisations différents, viennent
appuyer I'hypothese de Reysenbach et al (McCliment et al., 2006; Pagé et al., 2008). Le déploiement
d'un module couplé a un systéme mesurant la température in situ pendant 72 jours dans le bassin de
Guaymas a permis I'étude de la diversité dans le temps (4 et 72 jours) ainsi que l'influence de la
température (Pagé et al., 2008). Les auteurs suggerent une transition temporelle de la source primaire
de carbone utilisée par les communautés archéennes, les méthanogenes utilisant le CO, et H,
(Methanocaldoccoccus et Methanococcaceae) sont remplacées progressivement par des
chimioorganotrophes (Korarchaeota, Aciduliprofundales). McCliment et al. observent que les premiers
colonisateurs de leurs modules sont des Ignococcus (hydrogene-oxydant anaérobies) et leur symbionte
Nanoarchaeum (McCliment et al., 2006). lls obtiennent également des séquences de Thermococcales
dans leurs banques de clones (13 %). Il semblerait donc que la colonisation soit rapidement initiée par
des archées chimiolithoautotrophes (McCliment et al., 2006; Pagé et al., 2008; Reysenbach et al., 2000).
L'accumulation de carbone organique et I'évolution minéralogique de la structure (d'une cheminée
jeune et poreuse composée d'anhydrite a un stade avancé composé de wurtzite et de sphalérite)
pourrait favoriser l|'apparition des chimioorganotrophes et par conséquent l'augmentation de la

diversité et la densité des communautés (F. Wang et al., 2009).

1.4.3.2.b D’autres exemples d’outils in situ

Une autre stratégie que le déploiement d’un module de colonisation a la sortie d’une cheminée déja
existante est de créer un évent artificiel par forage. Quatre « vent cathéter » ont été déployés sur le site
Suiyo Seamount au niveau de I'Arc lzu-Bonin a 1380 m de profondeur pendant 3 a 10 jours
(températures comprises entre 89 et 310 °C) La diversité bactérienne obtenue est importante avec
majoritairement des e-Proteobacteria (39 %). Des a-Protéobactéria (14 %) et des y-Protéobactéria (8 %)
ont également détectées. Les banques de clones archéens (29 clones) sont dominées a 90 % par le

phylotype SSSV-AE1 pour "Suiyo Seamount sub-vent origin, Archaea domain, Euryarchaeota, group 1".
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Ce phylotype forme un clade monophylétique associé au Methanococcales (82 %) et au DHVE Group I
(79 %).Deux séquences d'Archaeoglobales et une de Thermococcales complétent la banque de clone

(Higashi et al., 2004).

Un autre module de colonisation (ISCD) avait été précédemment déployé en 2005 sur ce méme site
pendant 2 jours. La température entrante était de I'ordre de 230 °C alors que celle sortante était de
25 °C. Les cultures d’enrichissements réalisées a partir des substrats de colonisations ont permis d’isoler
des Thermosipho (T. globiformans), des Deferribacter mais également des Thermococcales (Kuwabara
etal., 2007). Cette stratégie avait déja été utilisée avec succes lors du déploiement de plusieurs modules
ISCS (in situ colonization systems (Takai et al., 2003)) avec la remise en culture de Thermococcales, de
Methanococcales, d’Aquificales et d’ Epsilonproteobacteria a partir des substrats de colonisations (Takai,

Gamo, et al., 2004).

La diversité associée a des substrats placés au niveau de diffuseurs de température plus basses grace a
I"utilisation du module AISICS contenant des basaltes dans les sédiments percolés par du fluide
hydrothermal dans le bassin de Guaymas (Callac et al., 2013) ou des basaltes déployés sur des zones de
diffusion sur I'EPR (Gulmann et al., 2015) ; est différente de celle des cheminées hydrothermales avec
une prépondérance majeure de bactéries principalement des Epsilonproteobacteria dans un premier
temps suivi par une augmentation de la diversité phylogénétique et métabolique (Callac et al., 2013;
Gulmann et al., 2015). Les colonisations sont tres rapides de |'ordre de quelgues jours. Par exemple,
différents substrats artificiels (plastiques et métaux) ont été placés au contact d’un fluide diffus (5-20 °C)
pendant 12 jours (Guezennec et al., 1998). Tous les substrats ont été rapidement colonisés par des
bactéries filamenteuses (dans les 4 jours) avec cependant une plus grande biomasse pour les substrats
inertes en titane ou en acier inoxydable. Les contrdles expérimentaux placés a I'extérieur de la zone
d'influence du fluide hydrothermal n'ont pas été colonisés. Leveillé et al. ont également observé que
l'importance de la colonisation de sulfures diminue en s'éloignant de la zone d'influence du fluide
hydrothermal (Leveille & Juniper, 2002). Les sulfures ont été colonisées au bout de 12 mois et
présentaient des traces d'altérations marquées (oxydation significative des minéraux sulfurés, et a la
formation d’une couche d’oxyde de fer sur les cristaux de pyrite). Le module TRAC (Titanium Ring for
Alvinella Colonization) contenant des échantillons de cheminées hydrothermales placé sur un diffuseur
(20-40 °C) pendant 10 jours (Taylor et al., 1999) a été colonisé en 2 jours par un tapis de bactéries
filamenteuses puis au 10ieme jour par des juvéniles d'Alvinella. Des résultats similaires ont été obtenus
lors du déploiement d'un collecteur in situ dans du fluide diffus (11-45 °C, probablement 20 °C) colonisé
en 5 jours par un tapis microbien de filaments blancs composé majoritairement d'Epsilonproteobacteria
(Arcobacter) et des juvéniles d'Alvinella (Moussard et al., 2006). Le déploiement de substrats avec le

module TAMS (Temporal Autonomous Multi-disciplinary Substrates) a également mis en évidence
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I'influence du fluide hydrothermal sur la diversité microbienne et la colonisation de la mégafaune. Dans
une zone proche du flux hydrothermal (1,6-25,2 °C et [H.S] = 67,3 um), le module est colonisé par un
biofilm d'Epsilonproteobacteria avec la présence de Siboniglinidé. Tandis que le module localisé dans
une zone éloignée du flux (1,2-5,2 °C et [H,S] = 0,3-2,9 uM) le module est uniguement colonisé par des

Gammaproteobacteria (O’Brien et al., 2015).

Ces différentes méthodes permettent d’identifier des candidats potentiels de colonisation mais il reste
difficile de conclure sur les processus de colonisation. Les conditions de déploiement des modules sont
différentes : temps d’incubations variables sur des sites différents avec des données physico-chimique
manguantes (température, pH, ...) et utilisant des substrats différents (naturels ou artificiels). Les
approches in-situ ne permettent pas de caractériser les interactions existantes entre les cellules
colonisatrices et le substrat de colonisation. Les diversités obtenues lors du déploiement de module de
colonisation sont en accord avec les diversités microbiennes des échantillons bruts. Les zones externes
sont majoritairement colonisées par des bactéries principalement des e-Proteobacteria mésophiles
alors que les zones internes des édifices sont majoritairement colonisées par des archées (notamment
par les chimioorganotrophes Thermococcales) (Orcutt et al., 2011). Les résultats préliminaires d'une
étude originale menée au laboratoire vont également dans le méme sens. Une cheminée active du site
Tour Eiffel, située sur le champ hydrothermal Lucky Strike a été échantillonnée a plusieurs reprises
depuis 2005. L'étude de la diversité microbienne met en évidence que la structure et la diversité des
communautés microbiennes évolue avec la complexification de la minéralogie (avec une majorité de

Thermococcales et d’Epsilonproteobacteria) (Communication personnelle d’A. Godfroy).
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1.5. Les Thermococcales, acteurs importants des écosystémes
hydrothermaux profonds ?

1.5.1 Généralités

L'ordre des Thermococcales (Zillig et al., 1983), du phylum des Euryarchaeota et divisé en trois genres
(Pyrococcus (Fiala & Stetter, 1986), Thermococcus (Zillig et al., 1983), et Palaeococcus (Takai et al.,
2000)), est I'un des ordres les plus souvent décrit au niveau des sources hydrothermales profondes. Ses
représentants sont quasiment détectés sur tous les sites hydrothermaux cotiers et profonds de la
planéte (Prieur et al., 1995; Schut et al., 2014). C’'est I'un des ordres d’Archaea les plus étudiés, que ce
soit du point de vue physiologique, métabolique et génétique, avec un grand nombre d’isolat dont T.
celer qui fut 'une des premieres especes d’hyperthermophiles isolées. Certaines d’entre elles sont des
modeles d’études de références comme P. abyssi et T. kodakarensis KOD1' (Leigh et al., 2011). Elles
sont toutes chimioorganohétérotrophes, anaérobies stricts et assimilent les substrats peptidiques et
oligo-saccharidiques couplés & la réduction du S° ou des protons. Certaines souches présentent des
capacités métaboliques singulieres comme la réduction du fer (lll) (Slobodkin et al., 2001) ou encore
I"utilisation du CO (Sokolova et al., 2004) comme source d’énergie. Malgré les connaissances déja
acquises il reste de trés nombreuses interrogations concernant leurs diversité et capacités métaboliques

in situ.

A ce jour, 42 especes de Thermococcales ont été caractérisées (33 Thermococcus, 6 Pyrococcus and 3
Palaeococcus) (Parte, 2018) et 31 génomes sont disponibles dans les bases de données (24
Thermococcus, 5 Pyrococcus, 2 Palaeococcus). La majorité des espéces de cet ordre a été isolée de
sources hydrothermales marines cotiéres et profondes (Prieur et al., 1995; Schut et al., 2014). Elles ont
la capacité de se disperser dans tous les océans puisqu’elles ont été isolées de toutes les zones du globe
et y sont détectées dans les inventaires moléculaires (Rutherford, 2014). Quelgues souches ont
également été isolées de source chaudes terrestres comme T. zilligii (Ronimus et al., 1997) et T.
waiotapuensis (Gonzalez et al., 1999) de Nouvelle-Zélande, ou d’Algérie comme Pyrococcus sp.HT3
(Kecha et al., 2007) ou de puit de pétrole comme T. sibiricus (réservoir pétrolier de Sibérie de I'Ouest)

(Miroshnichenko et al., 2001).

Elles sont capables de croissance sur de larges gammes de conditions physico-chimiques. La
température minimale de croissance est de 40 °C pour T. sibiricus et la température maximale est de
108°C pour P. endeavori (Holden & Baross, 1993), mais la plupart des Thermococcales présentent des
températures optimales de croissances autour de 80 °C pour les Thermococcus et Palaeococcus et de
95 °C pour les Pyrococcus. Elles ont généralement des pH optimums de croissance proche de la

neutralité (entre 6,5 et 7,5), certaines especes sont des alcalinophiles modérés (T. acidaminovorans pH
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9 et T. alcaliphilus pH 9 et T. onnurineus NA1 pH 8,5). Elles peuvent généralement supporter une large
gamme de pH ; par exemple T. hydrothermalis AL662" présente une croissance pour des pH compris
entre 4 et 9,5. Certaines d’entre elles sont strictement ou facultativement piézophiles (Birrien et al.,
2011; Marteinsson et al., 1999), par exemple T. piezophilus CDGS?, isolée de la fosse des Caimans a une
profondeur de 4964 m, est capable de se développer a des pressions allant de la pression
atmosphérique a 130 MPa (P° optimale : 50 MPa) (Dalmasso et al., 2016). Le record de pression

optimale de croissance est de 52 MPa chez P. yayanossii Ch1" (Birrien et al., 2011).

Par ailleurs, le nombre de génomes disponibles concernant les Thermococcales est important et
constitue un jeu de donnée unique avec 33 génomes disponibles dans les bases de données publiques.
Les Thermococcales ont un seul chromosome dont la taille moyenne est autour de 2 000 000 de paires
de bases pour environ 2 000 genes. T. barophilus Ch5 possede le plus grand génome (2,39 Mbp) et T.
sp. P6 le plus petit (1,52 Mbp). Les chromosomes des Thermococcales ont un degré remarquable
d’ordre, maintenu dans leur core-genome (geénes communs a toutes les souches), malgré un niveau
élevé de réarrangements (notamment d’inversions) (Cossu, 2017). lls possédent des éléments
génétique mobiles comme des virus et des plasmides dont une dizaine ont déja été décrits (Gorlas et
al., 2013; Lossouarn et al., 2015; Prieur et al., 2004). D'aprées une récente comparaison génomique
réalisée sur des pan-génomes (I'ensemble des genes), il semblerait que la phylogénie des
Thermococcales soit amenée a évoluer, le genre Thermococcus ne constituerait pas un groupe mono-

phylogénétique (Courtine, 2017).

1.5.2 Métabolismes

1.5.2.1. Catabolisme des peptides

Toutes les Thermococcales peuvent utiliser des complexes peptidiques comme source de carbone
(Schut et al., 2014) (FIGURE 33A). De nombreuses protéases extracellulaires qui permettent la conversion
des protéines en di/oligo-peptides ont été caractérisées (Dib et al., 1998; Kannan et al., 2001; Morikawa
et al., 1994). La cellule importe ensuite les peptides par des systémes de transport di/oligo-peptidique
de type ABC ou de la famille des transporteurs OPT (Albers et al., 2004). Les peptides sont ensuite clivés
par des peptidases (par exemple : des aminopeptidases ou des carboxypeptidases) pour former des
acides aminés. La suite du processus se déroule en 3 étapes : la transamination entre un 2-cétoglutarate
et un acide aminé qui engendre la formation d’un 2-cétoacide, la décarboxylation oxydative de ce
dernier en dérivé acyl-CoA correspondant, puis la production d’un acide organique avec une étape de
phosphorylation (Schut et al., 2001). Au cours de la transamination, le 2-cétoglutarate sert d’accepteur

du groupe amine ce qui entraine la formation de glutamate. La glutamate dehydrogénase (GDH), (Robb
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et al., 1992) catalyse la déamination oxydative du glutamate pour régénérer le stock de 2-cétoglutarate
en utilisant le NADP* comme accepteur d’électrons. Cette enzyme est trés conservée au sein des
Thermococcales. Ce processus est réversible et permet I'assimilation d’ammonium pour fournir du
glutamate pour la biosynthése. Actuellement 4 enzymes (les 2-cétoacide oxydoréductase KORs) sont
connues pour catalyser la décarboxylation oxydative de 2-cétoacides spécifiques: KGOR (2-
cétoglutarate (Mai & Adams, 1996)), IOR (2-cétoacide aromatique comme I'Indolepyruvate, (Mai &
Adams, 1994)), VOR (2-cétoacide ramifié (Heider et al.,1996)) et POR (Pyruvate, (Kletzin & Adams,
1996)). Elles permettent I'oxydation du 2-cétoacide en présence du CoASH en acyl-CoA et en CO; en
utilisant la ferrédoxine comme accepteur d’électrons. Enfin la derniére étape est la transformation des
dérivés acyl-CoA en acides organiques correspondant par deux acétyl-CoA synthases avec formation

d’un ATP (Mai & Adams, 1996)).

Il existe également une voie alternative d’assimilation des acides aminées, en effet il a été supposé que
selon la balance redox de la cellule, les 2-cétoacides peuvent étre décarboxylés en aldéhydes puis
oxydés pour forme un acide carboxylique par une aldéhyde ferredoxine oxydoreductase (AOR (Mukund
& Adams, 1991)). En I'absence d’accepteur terminal d’électron S°, les enzymes alcool dehydrogénase
(ADH) pourraient étre responsable de la réduction des aldéhydes en alcool couplé a I'oxydation du

NADPH en NADP* (Ma et al., 1997).

1.5.2.2. Catabolisme des sucres

Certaines Thermococcales présentent des croissances hétérotrophes sur une variété d’oligosaccharides
avec plusieurs degrés de polymérisations différents (par exemple : le glucose (Schéafer et al., 1994), le
glycogene (Callac et al., 2016), I'amidon (Lee et al., 2006), la chitine (Horiuchi et al., 2016) ou encore la
cellulose (Gavrilov et al., 2016)). lls sont transportés a l'intérieur de la cellule pour y étre hydrolysés en
glucose. De nombreux transporteurs ont été décrits comme le systéme de type ABC (ATP Binding
cassette) Mal-I chez T. litoralis NS-CT pour le transport du maltose et du tréhalose (Xavier et al., 1996)
ou encore chez P. furiosus Mal-1l pour le transport du cellobiose et de la plupart des B-glucosides (Koning

et al., 2001).

Toutes les Thermococcales possedent une version modifiée de la voie d’Embden-Meyerhof (EM) pour
réaliser la glycolyse méme celles qui ne peuvent pas utiliser les oligosaccharides comme source de
carbone (Verhees et al., 2003) (FIGURE 33D). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que le glycogene
(polymére du glucose) soit utilisé comme composé de stockage d’énergie (Konig et al., 1982). Les
modifications de la voie d’'EM chez les Thermococcales sont I'utilisation d’enzymes ADP-dépendantes

(et non ATP-dépendantes) au niveau de I'hexose kinase et de la phosphofructokinase (Kengen & Stams,
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1994; Kengen et al., 1995) ainsi que le remplacement de deux enzymes dans la voie « classique » a
savoir la GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogénase) et la PGK (Phosphoglycérate kinase) par
une seule enzyme, la GAPOR (Glyceraldéhyde-3-phosphate:ferredoxin oxydoréductase) (Mukund &
Adams, 1995; van der Oost et al., 1998).

Alors que la voie traditionnelle entraine la formation d’énergie sous forme d’ATP et de NADH (Glucose
+ 2ADP + 2P; + 2NAD* = 2 pyruvates + 2ATP + 2NADH + 2H*), la version modifiée présente chez les
Thermococcales n’entraine pas la formation d’ATP mais conduit a la formation d’ion H* et fait intervenir
une ferrédoxine comme accepteur d’électron (Glucose + 4fdox = 2 pyruvates + 4fd.qs + 4H). Le pyruvate
produit est alors oxydé en acétyl-CoA avec réduction d'une ferrédoxine par une pyruvate
ferrédoxine:oxydoréductase (POR) (Blamey & Adams, 1993) (FIGURE 33C). Puis I"acétyl-CoA est converti
en acétate par une ADP-dépendante acétyl-CoA synthase avec production d’ATP. La ferrédoxine est

donc la seule protéine transporteuse d’électron au cours du métabolisme des sucres.
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des peptides. (c) Métabolisme des sucres. (d) Dégradation du pyruvate. (e) Métabolisme du soufre et de I'H.

(Schut et al., 2014).
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1.5.2.3. Synthése d’ATP et hydrogénases

Il n"y a pas de gain net d’ATP au cours de la glycolyse chez les Thermococcales. Elles conservent I'énergie
grace a deux types d’hydrogénases (de type [NiFe]) qui sont couplées a la réduction soit de S° en H,S

soit de proton H* en H; (FIGURE 33E).

La Mbh (Membrane-Bound Hydrogenase complex) génére de I'H, par réduction d’un proton avec la
ferrédoxine comme donneur d’électron. Elle fonctionne également comme pompe a proton ce qui crée
une force proto-motrice (Na*/H*) au travers de la membrane qui est utilisée par une ATP synthase pour
la synthese d’ATP (Pisa et al., 2007; Sapra et al., 2003). Ce complexe, découvert chez P. furiosus (Sapra
et al., 2000), est codé par un opéron de 14 genes (PF1423-1436, MbhA-N) et se compose de deux sous-
unités : le systéeme antiport Na*/H* (MbhA-H) et I’hydrogénase (MbhI-N). Ce processus représente |'une
des formes de respiration cellulaire la plus simple puisque c’est le proton lui-méme |'accepteur terminal.
Des mutations ciblées sur le complexe Mbh de T. kodakarensis KOD1" et de P. furiosus montrent qu’il
est essentiel pour la croissance en absence de S° (Kanai et al., 2011; Schut et al., 2012) démontrant ainsi

que c’est la seule enzyme qui puisse éliminer du pouvoir réducteur (ferrédoxines réduites).

Les Thermococcales possedent également un complexe homologue a I'hydrogénase Mbh, le complexe
Mbx (Silva et al., 2000) qui ne fonctionne qu’en présence de S° (Schut et al., 2007). Ce n’est pas une
hydrogénase stricto sensu mais sa fonction est analogue a celle de la Mbh, c’est-a-dire de recycler la
ferrédoxine réduite avec création d’'un gradient ionique (Bridger et al., 2011; Silva et al., 2000).
Toutefois son fonctionnement est différent. L’oxydation de la ferrédoxine est couplée a la réduction de
NADPH, puis ce dernier est ensuite utilisé par une CoASH-dépendant Mbx S° réductase (NSR) pour
réduire le S° en H,S (Schut et al., 2007). La délétion de la sous-unité catalytique (MbxL) du complexe
Mbx entraine une forte diminution de la croissance (70 % de perte par rapport a la souche sauvage)

(Bridger et al., 2011).

Elles peuvent également posséder deux autres NiFe-hydrogénase cytosoliques SHI et SHII (SH pour
Sulfydrogenase car elles catalysent la réduction du S° en H,S) également dénommées Hyh-I/Hyh-II
(Bryant & Adams, 1989; Ma & Adams, 2001; Ma et al., 1993) dont la délétion chez P. furiosus et T.
kodakarensis KOD1" n’entrainent pas d’effets majeurs sur la croissance (Kanai et al., 2011; Santangelo
et al., 2011; Schut et al., 2012). Leurs réles physiologiques exacts ne sont pas connus mais il a été
proposé qu’elles permettraient de (ré)générer du NADPH pour la biosynthése en utilisant I'H, (externe
ou endogéne) comme donneur d’électron (Kanai et al., 2011; Ma & Adams, 2001). En effet la délétion
du gene codant l'unité HyH entraine une augmentation de la production d’H, par rapport a la souche

non mutée.
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1.5.2.4. Effet métabolique du S°

La présence ou I'absence de S° conditionne la facon dont le pouvoir réducteur va étre évacué de la
cellule (production d’H; par Mbh ou production d’H,S par Mbx/Nsr). Les Thermococcales possédent un
régulateur transcriptionnel spécifique SurR (Sulfur Response Regulator) (Lipscomb et al., 2009; Yang et
al., 2010) qui peut se lier a I’ADN lorsqu’il est sous sa forme réduite et qui ne le peut plus lorsqu’il est

sous sa forme oxydée (FIGURE 34).

Sous sa forme réduite, SurR active la transcription des génes qui codent les hydrogénases et réprime
I"expression de ceux impliqués dans la réduction du S° (par exemple : les génes codant les protéines
NSR, MBX et PDO). En présence de S°, le motif CxxC de SurR devient oxydé, et rend la protéine incapable
de se lier a I'ADN, ce qui cause la dérégulation des génes. La cellule s’adapte ainsi tres rapidement (de
I'ordre de la dizaine de min) a la présence de S° dans le milieu (Jager et al., 2014; Schut et al., 2007).
Une modification métabolique est engendrée par la présence de S° au niveau de I'élimination du pouvoir
réducteur, la réduction des protons en H, est remplacée par la réduction du S° en H,S. L’accumulation
d’H, empéche le pool de ferrédoxine de se renouveler ne permettant plus au pouvoir réducteur d’'étre

évacué, c’est le principal effet inhibiteur de I'H..

H, production =—> H,S production
SO

putside_
Pinside
Y
S0 or HS,-
H SH 3
H SH s
binds to unable to bind
target DNA target DNA
—
. BRETATA i
i Activates transcription of hydrogenase and related genes |
EaZd

! Represses transcription of primary sulfur response genes

Figure 34 : Représentation des implications du changement d’état redox du régulateur transcriptionnel SurR.
(Yang et al., 2010).
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1.5.2.5. Métabolisme du C1

Certaines Thermococcales peuvent utiliser des composés a 1 carbone comme source d’énergie tel que
le CO et le formate (Kim et al., 2010; Sokolova et al., 2004). Cependant, lors de la croissances
carboxydotrophe, les Thermococcales ont malgré tout besoin d’un minimum de substrat organique pour
assurer leur croissance (Bae et al., 2012; Sokolova et al., 2004). La capacité de croissance sur ces deux
composés est liée a la présence de cluster de génes codant pour une dehydrogénase spécifique (CO ou
formate dehydrogénase) associée a un complexe de type Mbh : codh-mch-mrp (FIGURE 35) et fdh-mnh-
mrp. La réduction d’un proton en H; par une [Ni-Fe]-hydrogénase membranaire est ainsi couplée a la
génération d’un gradient Na*/H* par un systéme antiport qui est utilisé pour synthétiser de I'ATP a I'aide

d’une ATP synthase sodium dépendante.

C0 dehydrogenase Membrane-bound Na"/H" antiporter
{eadh} hydregenase (minhy)
CooQ CooR  CooF Coos CooC {mfh)

codh-mfi-mnh cluster " N N
(TON_1015-1031) L SRR L L D N S—

codh-glts cluster
(TGAM_DB22-0828) Cool  Coof Coos
CO dehydrogenase Glutamate synthase
{cadh) Beta subunit
{Elts)

el

Figure 35: Clusters responsables du métabolisme du CO chez les Thermococcales. Ces deux clusters
possedent 1 géne commun (codh) codant pour déhydrogénase divisée en 3 sous-unités de (CooC, Coof et
CooS).

Le cluster codh-mch-mrp a été identifié dans les génomes de T. barophilus MPT, T. barophilus Ch5, T. sp.
AM4, T. onnurineus NA1, T. paralvinellae ES1T et T. guaymasensis TYS. Il est possible de transférer ce
cluster chez une autre espéce de Thermococcales pour la rendre carboxydotrophe comme cela a été
démontré chez P. furiosus complémenté avec le cluster de T. onnurineus NA1 (TON_1016-1031) (Schut
et al.,, 2016). La transcription de l'opéron codh-mch-mrp est sous le controle de deux protéines
CorQ/CorR codées par deux génes corr et corg situés en amont de 'opéron (Kim et al., 2015). La
protéine CorQ pourrait agir comme un senseur redox tandis que CorR est un activateur transcriptionnel.
La délétion de ces génes diminue trés fortement la croissance sur CO. Une étude récente suggere
I'implication d’autres systémes de régulation dans le contréle de son expression (Lee et al., 2017). En
présence de S°, la transcription du géne codant la CooS (sous-unité catalytique de la CO dehydrogénase)
est fortement réduite chez T. onnurineus NA1 (Lee et al., 2008). T. barophilus Ch5 présente également
une meilleure croissance sur CO en 'absence de S° (Kozhevnikova et al., 2016). Le mécanisme a |'origine
de la réduction du S° en H,S n’est toujours pas compris. Il a également été mis en évidence que I'opéron
codh-mch-mrp est surexprimé chez T. barophilus MPT pour des pressions hydrostatiques importantes

de 40 MPa (sa pression optimale de croissance) et de 70 MPa (condition supra-optimale) par rapport a
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la pression atmosphérique (Vannier, 2012). A pression atmosphérique (0.1 MPa), la croissance de T.
barophilus MPT n’est pas impactée par la délétion de génes codant pour I'hydrogénase du cluster
(TERMP_01150-46) alors que pour des pressions hydrostatiques importantes de 40 MPa (sa pression
optimale de croissance) et de 70 MPa (condition supra-optimale), la croissance du mutant est

séverement impactée (Birien, 2018).

Il existe un deuxieéme cluster impliqué dans I'oxydation du CO : le cluster codh-glt. Il a été identifié dans
les génomes de T. ggmmatolerans EJ3T, T. profundus DT54327, T. radiotolerans EJ2, T. sp. AM4, T. siculi
RG-20" et T. barossii SHCK-94". L’ oxydation du CO est alors couplée a la réduction du S° en H,S. Aucune
étude n’a été réalisée sur le fonctionnement de ce complexe. Un des mécanismes possibles serait que
I"'unité « glutamate synthase » serve d’oxydoréductase NADP-dépendante pour transférer, en utilisant
le couple NADP/NADPH, les électrons vers une enzyme sulfo-réductrice comme la protéine NSR (Schut

et al., 2007).

Certaines especes de Thermococcales sont capables d’oxyder le formate avec production d'H; pour
croitre (Kim et al., 2010). Cette croissance est dépendante du complexe membranaire fdh-mnh-mrp
composé d’une formate dehydrogénase, d’un transporteur de formate, d’une hydrogénase et d’un

systéme antiport Na*/H".

1.5.2.6. Fixation de CO; chez les Thermococcales ?

Il a été proposé mais jamais démontré que les Thermococcales puissent fixer du CO; (Aono et al., 2012;
Moon et al., 2012). La voie principale serait celle du métabolisme de I'adénosine monophosphate (AMP)
(FIGURE 36) qui aurait trois fonctions au sein de la cellule : 1- dans le métabolisme des acides nucléiques
en assurant I'homéostasie du pool de nucléosides 5’-monophosphate (NMP), 2- en dirigeant la fraction
ribose des nucléosides en exces vers la glycolyse et 3- dans la fixation du CO, (Aono et al., 2015). Trois
enzymes composent cette voie métabolique (Sato et al., 2007). La premiére enzyme est une AMP
phosphorylase (AMPase) qui catalyse la réaction de phosphorylation d’un ribonucléotide au détriment
de sa base (AMP, CMP, UMP et dCMP) pour générer du Ribose-1,5-Phosphate (R15P). Ce dernier est
alors transformé en Ribulose-1,5-Phosphate (RuBP) par une ribose-1,5-biphosphate isomérase. Ces
deux réactions sont réversibles et permettent de réguler la concentration intracellulaire des
ribonucléotides. La troisieme réaction est la conversion d’une molécule de RuBP, d’une de CO, et d'une
d’H,O en 2molécules de 3 phosphoglycérate (3PGA) par une ribulose-1,5-biphosphate
carboxylase/oxygénase de type Il (RuBisCo) (Ezaki et al., 1999).
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Figure 36 : Métabolisme des nucléosides chez les Thermococcales. (Aono et al., 2015).

Cette voie est principalement régulée par la concentration en AMP, en effet une diminution de celle-ci
entraine une réduction de I'activité de la R15 isomérase. C'est une sécurité pour la cellule pour éviter la
dégradation excessive des NMP. De plus les activités de la R15 isomérase et de la RuBisCo sont stimulées
par ajout de nucléosides dans le milieu (Aono et al., 2012). L'incorporation du CO, se fait dans la
derniere étape au travers du 3PGA qui est un intermédiaire de la glycolyse. Les analyses génomiques
montrent qu’elles sont présentes dans tous les génomes des Thermococcales ainsi qu’au sein de
nombreuses autres archées (Sato et al., 2007; Wrighton et al., 2016) et que chez T. ggmmatolerans EJ3T
elles sont abondantes dans la cellule (Zivanovic et al., 2009). Cependant I'inactivation du géne de la
RuBisCo chez T. kodakarensis KOD1™ montre qu’il n’était pas essentiel pour la croissance, malgré une
diminution de la concentration cellulaire (Sato et al., 2007). Une voie alternative possible est la voie des
Pentoses Biphosphate qui consiste en la génération de R15P a partir de Ribose-1-Phosphate par une
carbohydrate kinase (Aono et al., 2015). La capacité d’intégrer du CO; pourrait apporter un avantage

aux Thermococcales lorsque celle-ci se retrouvent en condition oligotrophe.
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1.5.3 Quel role écologique pour les Thermococcales ?

Les Thermococcales présentent une grande diversité physiologique et métabolique qui leur permet de
supporter I'importante variété de conditions physico-chimiques des écosystemes hydrothermaux. Elles
sont ubiquistes des environnements hydrothermaux océaniques et sont parmi les premiéres
colonisatrices de nouvelles surfaces minérales dans ces environnements. Elles sont connues pour
tolérer de longues périodes de conservation a basse température méme en condition oxique (Erauso et
al., 1993; Huber et al., 1990; Jannasch et al., 1992; Lesongeur et al., 2014) ce qui leur confére la capacité

de se disperser dans tous les océans.

Elles sont toutes chimioorganohétérotrophes mais certaines sont lithotrophes capable d’utiliser le CO
comme source d’énergie. De plus il a également été démontré qu’elles peuvent réaliser des transferts
électroniques avec des électrodes en tissu de carbone lorsqu’elles sont incubées en électro-bioréacteur

(Pillot et al., 2018) et il a été suggéré qu’elles puissent réduire le fer(lll) (Slobodkin et al., 2001).

Elles ont également été détectées dans les inventaires moléculaires de sédiments profonds (jusqu’a des
profondeurs de 1626 m) (Ciobanu et al., 2014; Inagaki et al., 2001; Kormas et al., 2003; Roussel et al.,
2008). Leurs détections sont interprétées comme des reliquats de leur présence dans la colonne d’eau
conservés au cours de la sédimentation (Kormas et al., 2003). L'isolement de T. sibiricus MM739" d’un
réservoir pétrolier de Sibérie de I'Ouest est original puisque ce site se situe loin des zones aires
océaniques et volcaniques. Une hypothese est qu’elles aient pu survivre dans le temps en métabolisant
la matiére organique (Mardanov et al., 2009; Miroshnichenko et al., 2001). Il est donc tout a fait
possible que certains représentants des Thermococcales puissent étre des acteurs de la biosphére

chaude de subsurface (Gold, 1992; Nealson et al., 2005; Roussel et al., 2008; Takai, Gamo, et al., 2004).
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2.1. Présentation des champs hydrothermaux étudiés

Des échantillons de trois champs hydrothermaux de la ride médio-Atlantique (Snake Pit, TAG et Lucky
Strike) ont été utilisés dans le cadre de cette étude (FIGURE 37). La ride médio-Atlantique est une dorsale
lente (vitesse d'expansion de 24,1 mm/an (Fouquet et al., 1993)) sur laquelle une quinzaine de champs
hydrothermaux actifs confirmés sont connus aussi bien en contexte basaltique (TAG, Snake Pit, Lucky
Strike) gu’ultramafique (par exemple : Rainbow). La diversité des associations minérales est plus

importante au niveau des dorsales lentes que celle des dorsales rapides (Fouquet et al., 2013).
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Figure 37 : Localisation géographique le long de la ride médio-Atlantique des trois champs hydrothermaux
étudiés. Modifiée d’apres (Desbruyeéres et al., 2001).

Ces trois champs hydrothermaux constituent des zones dites « ateliers ». Le champ Lucky Strike est I'un
des champs hydrothermaux les plus étudiés du monde depuis le lancement en 1998 du programme
international de suivi multidisciplinaire MoMAR (Monitoring the Mid Atlantic Ridge). Il a pour objectif
de comprendre I'ensemble des processus associés a cet écosysteme : de la circulation hydrothermale
en profondeur, a la dynamique et la chimie des océans ou encore a la biodiversité de ces
environnements. Pour cela il combine plusieurs disciplines (de la géophysique a I'écologie) pour un suivi
temporel de la dynamique des écosystemes hydrothermaux de plusieurs champs hydrothermaux

localisés au Sud de l'archipel des Acores a des profondeurs différentes, et dans des contextes
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géologiques distincts (basaltique comme Lucky Strike ou ultramafique comme Rainbow). Depuis 2010,
le projet fait partie du réseau européen EMSO (European Multidisciplinary Seafloor and water column
Observatory) avec l'installation sur le champ Lucky Strike de I'observatoire grand-fond « EMSO-Acores »
qui consiste en un ensemble d’équipements branchés sur deux plateformes (les noeuds SEAMON ouest
et SEAMON est). En surface, la bouée BOREL (BOuée RELiée) permet de transmettre par satellite une
partie de données récoltées par I'ensemble des capteurs. C'est dans ce cadre qu’a lieu chaque année

depuis 2010 les campagnes Momarsat.

Les champs hydrothermaux TAG et Snake Pit sont situés dans la zone du permis d’exploration miniere
sulfures polymétalliques francais délivré par I'AIFM en 2012. C'est dans le cadre de ce programme
d’exploration gqu’ont eu lieu les campagnes océanographiques BICOSE 1 et 2 (Biodiversité, Interactions,
COnnectivité et Symbioses en milieux Extrémes) et HERMINE (Hydrothermal Exploration and Research
for Mineralisation In New Environments). Ces campagnes multidisciplinaires étaient focalisées sur les
sites hydrothermaux TAG et Snake Pit avec pour HERMINE I'exploration de la zone entre 21 et 26°N
(chefs des missions : pour les deux BICOSE M. Cambon-Bonnavita et pour HERMINE Y. Fouquet). Ces
deux sites du fait de leurs positionnements d’une part et 'autre de la fracture de Kane représentent
une zone idéale afin d’étudier la connectivité biologique des sites hydrothermaux Atlantique nord. Les
recherches intégrent une partie géologique (caractérisation du contexte géologique et géochimique des
deux sites et de leur zone périphérique avec cartographie fine des sites) mais également biologique

(description des habitats et de la diversité et des structures des communautés associées).

2.1.1 Le champ hydrothermal Trans-Atlantic Geotraverse (TAG)

Le champ hydrothermal de Trans-Atlantic Geotraverse ou TAG (26°08'N) est le premier champ
hydrothermal actif découvert le long de la ride médio-Atlantique (Rona et al., 1986). Il doit son nom au
projet Trans Atlantic Geotraverse de la NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration, USA)
qui a permis la détection d’une activité hydrothermale de basse température en 1972-1973 dans cette
zone. Le systeme est situé a 2,4 km a I'est de I"axe volcanique actuel (Thompson et al., 1988) sur une
faille de détachement entre les failles Atlantis (30°10’N) et de Kane (24°N) au sud, et a une profondeur
d’environs 3650 m. L’ensemble du champ hydrothermal couvre une surface d’environ 25 km? et repose
sur une croute basaltique trés ancienne (100 000 années). Le mont actif circulaire de 200 m de diamétre
montre deux plateformes entourées par des sédiments carbonatés et métalliferes. Il serait agé de
40 000 années. Plusieurs autres monts de dimensions similaires mais plus anciens et inactifs (au Nord
et Nord-Est) sont également présents. Un groupe de fumeur noirs ayant des fluides jusqu’a 363 °C est
localisé sur la zone sommitale au NE du mont (FIGURE 38). L’ensemble forme un cone de 15 m de hauteur

pour 30 m de diamétre. Les minéralisations dans la partie sommitale active sont constituées d’anhydrite
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et de sulfure de cuivre tandis que les zones de plus basse température sur les flancs du mont, sont
enrichies en zinc. L'intérieur du mont est essentiellement constitué de bréche de quartz et de pyrite
associés a de I'anhydrite et a du sulfure de cuivre (Humphris et al., 1995). Les fluides hydrothermaux
dont la température a été mesurée jusqu’a 366 °C (Edmond et al., 1995) contiennent peu de CO,, d'H,
et de CHs mais sont riches en H,S. La partie sommitale est dominée par des agrégations dense de
crevettes Rimicaris exoculata(Copley et al., 2007; Creasey et al., 1996) tandis que les périphéries sont
dominées par des anémones (Maractis rimicarivora) et des polychétes chaetopteridés (Galkin &
Moskalev, 1990; Van Dover, 1995).
Mont hydrothermal actif de TAG
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Figure 38 : Représentation schématique du mont actif du champ hydrothermal de TAG. Modifiée d’aprés
(Tivey, 2007).

2.1.2 Le champ hydrothermal de Snake Pit (anciennement MARK)

Le champ hydrothermal Snake Pit est situé a = 30 km au sud de la zone de fracture de Kane au niveau
de la ride médio-Atlantique (23°22,09'N, 44°57,12'W) a une profondeur de 3500 m. Il se situe au
sommet de la ride volcanique basaltique marquant I'axe actif de la dorsale. Il s'agit du deuxieme champ
hydrothermal découvert au niveau d'une dorsale lente apres celui de TAG situé a 307 km au nord de
Snake Pit. Le site initialement nommé MARK « Mid-Atlantic Ridge south of Kane » fut renommé Snake
Pit a la suite de l'observation de nombreux poissons évoquant un nid de serpent. La macrofaune de

Snake Pit est dominée principalement par deux espéces : des modioles proches de ceux retrouvés sur

o)

107

—



| Chapitre Il — Matériels & Méthodes

les sites Pacifiques, et des crevettes Rimicaris exoculata qui forment des essaims trés denses (1500
individus/m?) au niveau des cheminées hydrothermales (Segonzac et al., 1993). Le champ hydrothermal
s’étend sur une superficie de 300 par 50 m et se compose de cheminées actives et inactives réparties
au sommet de trois monts constitués de sulfures alors que de part et d’autre de la ride volcanique, la
vallée axiale (graben) a une profondeur moyenne de 3800 m et s’étend sur une largueur d’environ 15

km (Fouquet et al., 1993) (FIGURE 39).

SNAKE PIT
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Figure 39 : Carte géologique du sommet de la ride néo-volcanique sur laquelle se situe le champ
hydrothermal de Snake Pit. Réalisée a partir de la carte bathymétrique et des observations des
enregistrements des plongées par le Nautile. (Wafik, 1992).

L'age géologique des sulfures du site Snake Pit n’excédent pas 4000 années, ce qui en fait un site
relativement jeune par rapport a TAG (40 000 années pour le site actif) (Lalou et al., 1993). L'activité
hydrothermale principale est localisée sur le coté oriental dans la zone nommeée les Ruches (Beehive).
Les cheminées présentes au sommet du mont, peuvent atteindre 20 m de hauteur pour 1 a 2 m de
diameétre, et sur leurs flancs sont trouvés de larges diffuseurs (ou ruches). La température des fluides
peut atteindre 330 °C. A I'Est des ruches, se trouve le site de I'Elan (Moose) de plus faible activité. Il se
compose également de cheminées a conduits verticaux (6 m de hauteur pour 15 cm de diamétre) et de
diffuseurs. Dans la partie centrale du graben, est situé un ancien site actif nommé Le Sapin (The Firtree)
de 22 m de hauteur dont I'activité se résume a la diffusion d’eaux moirées de faible température (17 °C)
a travers les éboulis de sulfures. Enfin sur la partie occidentale, la faille N-S de 15 m constituant le bord

ouest du graben, contréle deux anciens sites éboulés a I'intérieur du graben. Sur la partie supérieure
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culmine le site Falaise (Cliff) composé d'une cheminée de 11 m de hauteur encore active en 1995 avec
un fluide de 300-330 °C mais qui en 2014 ne présentait plus que de faibles diffusions. La faille laisse
apparaitre le « stockwork » (zone profonde du mont hydrothermal) témoin de la premiere activité
hydrothermale. A la base de La Falaise est retrouvé le site Le Clou (Nail) qui consiste en une cheminée
ennid d'abeille retrouvé inactive en 2014 (en 1995, la température des fluides était de 70 °C). Ce champ
présente une richesse minéralogique assez importante (Fouquet et al., 1993). Les principaux éléments
majeurs sont le fer (36 %), le soufre (37 %), le cuivre (12 %) et le zinc (6,7 %). Pour les principaux
minéraux la pyrite (FeS) est présente dans 90 % des échantillons, abondantes dans les sulfures massifs
de fer (teneur de 40 a 50 %). La marcasite (FeS,), la sphalérite (ZnS), I'isocubanite (CuFe,Ss), la pyrrhotite
(FeS) (50 % des échantillons) et la chalcopyrite (CuFeS,) sont également trouvées en abondances.
D’autres minéraux sont également présents en plus faibles concentrations comme a titre d’exemple : la

bornite CusFeS,, le galene PbS, le wurtzite ZnS, la covellite CuS et I'or natif.

2.1.3 Le champ hydrothermal de Lucky Strike

Le champ hydrothermal de Lucky Strike est situé a 600 km au Sud-Ouest des Agores (37° 18' N, 32° 16
0O) au sommet d’'un complexe volcanique axial a environ 1700 m de profondeur. La présence d’une
activité hydrothermale a été suspectée au cours de la campagne FAZAR en 1992 par un dragage qui a
permis par la récupération d’un morceau de sulfure sur lequel étaient accrochées des moules vivantes.
Mais ce n’est que I'année suivante que cette activité a été confirmée par observation directe avec le
sous-marin Alvin (Langmuir et al., 1993). Le champ hydrothermal s’étend sur environ 2 km? et compte
environ 30 zones hydrothermales principalement localisées dans une dépression entourée par trois
cones volcaniques dénommés Nord-Ouest, Nord-Est et Sud (FIGURE 40). Les fluides présentent des
températures entre 170 et 325 °C et sont moins concentrés en H, et moins réduits que ceux de la
plupart des champs de la MAR (Charlou et al., 2000; Charlou et al., 2002). La circulation hydrothermale
n‘est pas homogene sur I'ensemble du site, en effet les fumeurs situés dans la partie Nord ont des
températures plus faibles avec des chlorinités plus élevées et des concentrations de gaz plus faibles
alors que ceux situés dans la partie Sud ont des températures plus importantes et des chlorinités plus
faibles (Barreyre et al., 2012; Charlou et al., 2000). Une grande variété d’édifices hydrothermaux est
observée : diffuseurs, flanges et cheminées. La minéralogie des cheminées est classique avec
principalement des sulfures de fer (pyrite, marcasite) et de cuivre (chalcopyrite) et de I'anhydrite
associée aux fluides de haute température. Les zones de moyennes températures se caractérisent par
la présence de barytine (BaSO,) et de sphalérite (ZnFeS). Les sites sont marqués par la présence de
Bathymodiolus azoricus mais également d’arthropodes (Mirocaris fortunata), de gastropodes et de
polychétes (Cuvelier et al., 2011). Les échantillons utilisés pour notre étude ont été prélevés sur deux

sites du champ de Lucky Strike a savoir le site Tour Eiffel et Capelinhos. L’édifice Tour Eiffel, est un dépbt
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massif de sulfures s’étendant sur 20 m situé dans la zone Sud-Est. Le fluide pur a une température
moyenne de 324 °C, un pH acide de 3.7 et est riche en sulfures (2,1 mM). Le site de Capelinhos,
découvert lors de la campagne Momarsat 2013, présente des fluides dont la composition différe de
ceux des autres sites avec une tres faible chlorinité et une forte teneur en Fe et en Mn (Chavagnac et

al., 2018).

32°17'15"0 32°17'0 32°16'45"0 32°16'30"0 32°16"15"0 32°16'0 32°15'45"0

37°17'45"N

a
Capelinhos
Bathymetry
e -1540m

= sam

37°17"15"N

Figure 40 : Localisation des sites hydrothermaux étudiés depuis 2010 sur le champ Lucky Strike. Compte-
rendu opérationnel de la campagne MoMARSAT 2017.

2.2. Prélevement et conditionnement des échantillons

2.2.1 Echantillons solides

Six structures hydrothermales actives ont été échantillonnées au cours de 5 campagnes. Les outils de
préléevements sont les mémes quel que soit I'engin opérationnel utilisé, a savoir le sous-marin Nautile

(BICOSE 2 et HERMINE) et le ROV Victor 6000 (BICOSE 1, MOMAR 17 et MOMAR18) (TABLEAU 6).

Les échantillons solides sont récupérés a l'aide de la pince a godet dans des petites boites de
prélevement étanches et isothermes (PBT) (dimension 35*28*33 cm avec un volume utile de 8 L). Elles
sont hermétiquement fermées (préalablement décontaminées et remplies a bord avec de I’'eau douce

filtrée 2 0,22 um) au cours de la plongée puis de la remontée. Tandis qu’un bras de I'engin tient la boite,

/o
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le second bras préléve puis transfert les échantillons (soit en le tenant dans sa pince, soit en le poussant)

dans la PBT (FIGURE 41).

Figure 41 : Exemple de I'échantillonnage d’une cheminée hydrothermale (MOM17-White Castle (PL673
PBT3)) a I'aide du bras VICTOR et de son transfert dans une PBT. (Images n°603153/603170, Campagne
MOMARSAT2017, Pourquoi Pas ?).

A bord, les échantillons solides sont transférés le plus rapidement possible dans une enceinte anaérobie
(atmosphére N2/H,/COy). lls sont placés dans des mortiers stériles pour étre broyer en plusieurs

morceaux a I'aide de pilon puis conditionnés de la fagon suivante :

- Pour les analyses de diversité moléculaire : une partie du broyat a été conservé directement a
-80 °C dans des Falcon® de 50 mL.

- Pour les cultures : le mélange broyat et liquide du fond a été transféré en fioles pénicillines
stériles fermées par des bouchons et serties ou en flacons Schott stériles fermés par des
bouchons caoutchouc puis conservés a 4 °C sous une atmosphére N,/CO, (80:20; v/v; 200 kPa).
Dans le cas de la culture en continu, il est directement transféré dans le bioréacteur
préalablement préparé (cf Partie suivante).

- Pour les dénombrements cellulaires : un volume de 1 mL de broyat est transféré dans une fiole
AODC contenant 9 mL de solution d’eau de mer a 2 % de formaldéhyde. Le transfert peut se
faire a I'aide d’une seringue de 10 mL avec le bout coupé ou a la spatule. La fiole AODC est

préalablement pesée afin de déterminer précisément la masse d’échantillon insérée.
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Tableau 6 : Détails du prélevement des échantillons solides utilisés pour la réalisation de culture en continu
en bioréacteur Gas-lift au cours de cette étude.

Champ Site
hydrothermal ,
(Coordonnées) . ) .
- . . Photographie de I'échantillon
- Photographie sur site
Campagne Code avant broyage
» échantillon
Engin
Les Ruches
Snake Pit (cheminée
- Cliff Tower)
HERMINE
(2017)
Nautile HER-PLO2-PBT2
(1877-02)
) Tour Eiffel
Lucky Strike (Cheminée Aisics)
A (N37'17.33
MOM17
W32'16.53
(2017) )
Victor MOM17 Aisics2
(668-2) PBT4
TAG Zone des nurseries
- (N26'08.211
BICOSE 2 W044'49.542)
(2018)
Nautile
BIC2-PLO1-PB
(1907-01) IC2-PLO1-PBT4
Les Ruches
(N23|22114 Avant
Snake Pit WO044'57.111)
BICOSE 2
(2018)
Nautile BIC2-
(1919-13) PL1919 13 PBT 01
c i« Capelinhos
Lucky Strike (N37'17.3651
R W032'15.8390)
MOM18
(2018)
Victor MOM18-CAP-2
(698-3)
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2.2.2 Echantillons de fluides (eau de mer ou fluide hydrothermal)

Les fluides sont prélevés a I'aide de I'instrument PEPITO (FIGURE 42). L’aspiration du fluide se fait au
moyen de la canule de préléevement en titane du Nautile maniée par le bras de I'engin par pompage en

utilisant une pompe péristaltique. Les échantillons sont ensuite dirigés a I'aide de vannes solénoides

vers une série de poches stériles.

Figure 42 : Photographies de prélévement de fluide hydrothermal. A gauche 'outil PEPITO opéré avec le
VICTOR (Image n°611589, MOMARSAT2017, MOM17-PEPITO-Poche Al). A droite, photographie du derriére
de PEPITO avec les poches stériles (©Momareto 2006, Ifremer).

L’eau de mer de la PBT contenant les échantillons solides, est transférée dans deux poches stériles pour
faciliter la récupération des échantillons solides. Une fois cette étape terminée, elle est de retour
transférée a l'intérieur de la boite pour remettre en suspension les particules minérales restées au fond
(certaines cheminées sont friables). Puis aprés homogénéisation I'eau de mer chargée de particules
minérales est récupérée en poches stériles et conservées a 4 °C. Ces poches serviront d’inoculum et de
base minérale aux cultures en continu. Cette opération permet de conserver efficacement cette eau de

mer puisque méme apres quelques jours les poches ne présentent pas d’oxydation.

2.3. Approches culturales

2.3.1 Culture en continu en bioréacteur Gas-lift

2.3.1.1. Présentation du bioréacteur Gas-lift

Le bioréacteur Gas-lift a été développé par I'équipe de Neil Raven (UK) pour la culture en continu de

micro-organismes hyperthermophiles anaérobiques (Raven et al., 1992). Ce systeme a initialement
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permis d’obtenir des biomasses importantes de P. furiosus sans ajout de S° en empéchant
I’accumulation d’H; (produit du métabolisme inhibant la croissance (Fiala & Stetter, 1986) par balayage
gazeux de N, (Raven et al.,, 1992). Cette technologie a ensuite été transférée et développée au
laboratoire de I'lfremer par Anne Godfroy (Godfroy et al., 2006). Elle a été utilisée dans le cadre d’étude
de physiologie microbienne (optimisation des conditions de culture de Pyrococcus abyssi GE5 (Godfroy
et al., 2000) puis de Thermococcus hydrothermalis AL662" (Postec et al., 2005)), d’écologie microbienne
(développement de culture de communautés d’échantillons hydrothermaux de différentes natures
comme d’édifices minéraux (Byrne et al., 2009; Callac et al., 2015; Landreau, 2016; Postec et al., 2007;
Postec et al., 2005) ou de tapis microbiens (Crépeau, 2010)) ou encore de biochimie (production de
biomasse afin de purifier de grandes quantités de protéines (Pluchon et al., 2013) ou de ribonucléotide
(Lemor et al., 2018)). Les intéréts de ce systeme sont nombreux. Le contrble des conditions physico-
chimique de culture permet de reproduire certains des parametres physico-chimiques retrouvés in situ.
Le renouvellement du milieu, assuré par un apport continu du milieu couplé a un soutirage de volume
équivalent, permet de se placer dans des conditions non limitantes. Le balayage gazeux qui assure
I"homogénéisation du milieu permet avec le renouvellement continu I"élimination des produits finaux
des métabolismes microbiens prévenant ainsi leurs accumulations potentiellement toxiques pour les
micro-organismes. Le maintien de ces équilibre physico-chimique, permet de contrdler et/ou d’enrichir

des communautés microbiennes plus facilement qu'en culture en batch.

2.3.1.2. Description du systéme

Le bioréacteur Gas-lift se compose de plusieurs éléments (FIGURE 43) :

- D’une cuve en colonne en verre borosilicaté d’un volume utile de 2 L et présentant une double
enveloppe afin de contréler la température via la circulation d’'une eau a température voulue a
partir d’un bain thermostaté (Julabo). Un cylindre en verre (draft-tube) est placé a I'intérieur de la
cuve pour canaliser le courant de convection a partir du bullage gazeux dans le but d’homogénéiser
le milieu. Des billes en verre stériles sont placées en fond de cuve afin d’éviter la formation d’un

dépdt solide par accrétion des particules minérales au niveau de I'arrivée de gaz.

- D’un balayage gazeux qui maintient les conditions d’anaérobiose de la culture tout en éliminant les
produits de fermentations volatils comme I'H,S et H,. Un diffuseur en verre frité (spargeur)
positionné au fond de la cuve assure la diffusion du gaz au sein de la cuve. Un débitmétre placé en
amont permet de controler le débit d’émission. Un condenseur en verre est placé en haut de la
cuve pour récupérer les effluents gazeux. Il est relié a un bain réfrigéré contenant de I'eau refroidie

a 6-8 °C et d’un antigel dont la circulation en continu permet la condensation des vapeurs d’eau de
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I'effluent gazeux. La sortie du condenseur est reliée a un flacon Schott en polypropylene de 1L
contenant une solution de soude a 10N (pour piéger I'H,S) lui-méme relié a un autre flacon vide afin

de recueillir le surplus de liquide.

D’une platine porte-instrument en PTFE fixée sur le dessus de la cuve grace a un collier en inox et
d’un joint torique. La platine est percée de 11 ports pour permettre les entrées suivantes :
o Une entrée centrale de 12 mm destinée a I"électrode de pH.
o Deux entrées de 8 mm destinées a la sonde de température et a la sortie de 'effluent
gazeux vig un condenseur en verre).
o Huit entrées de 5 mm destinées a des tubes en verres pour I'addition d’acide ou de
base, 'ajout de milieu, le soutirage de la culture et les prélevements.
o Les entrées non utilisées sont condamnées par des aiguilles en verres pleines et

peuvent étre utilisé au besoin.

D’un systeme de régulation :

o Une sonde de température PT100 recouverte de Téflon PTFE. C'est une sonde RTD
(Resistance Temperature Detector) c’est-a-dire que la mesure de la température est réalisée
par mesure de la tension de la résistance électrique d’une résistance en platine qui est
proportionnelle a la température. Elle est reliée au bain thermostaté qui assure la
circulation de I'eau dans la double enveloppe de la cuve.

o D’une sonde pH (une électrode stérilisable a gel) combinée a un jeu de pompe acide/base.
Les solutions d’acide (HCl a 1 N) et de base (NaOH a 1 N) sont stériles (filtration a 0,22 pum)
et stockées dans des flacons Schott de 1 L.

o Du systéme analogique de contréle Infors V5 (Bottmingen, Suisse) relié a un ordinateur
portable avec le logiciel Iris qui permet la commande des différents modules, I'acquisition,

la collecte et le stockage des mesures.

D’un systeme de renouvellement et de prélévement du milieu
o L'entrée et la sortie de milieu/fluide hydrothermal depuis et vers des poches stériles
sont conservées dans un bac de refroidissement relié au cryostat du condenseur, sont

contrblées par un jeu de pompes péristaltiques Infors autoclavables.
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Bac réfrigérant

Effluent gazeux
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(75:20:5)

Figure 43 : Schéma représentant le bioréacteur Gas-lift et ses équipements. Modifiée de Leroy et Roussel
d’aprés (Godfroy et al., 2006)

2.3.1.3. Mises en ceuvre des cultures en continu

2.3.1.3.a Montage et stérilisation du bioréacteur

Le montage du bioréacteur se déroule comme suit : montage de la cuve sur son support, insertion du
bulleur et sa connexion a I'arrivée du gaz, rajout des billes en verre au fond de la cuve, introduction du
draft-tube dans la cuve, montage des connections des fluides caloporteur (thermostat et cryostat) puis
montage de la platine porte instrument sur la cuve. Ensuite, 2 L d’'une solution a 35 g L-1 de NaCl est
transférée dans la cuve. La sonde température PT100 puis la sonde pH (apres calibration avec des
solutions étalons a pH de 4,01 et de 7,01) sont introduites dans la cuve. Les ports libres de la platine
sont fermés par I'ajout d’aiguilles en verre. Le montage est ensuite placé une premiere fois a 95 °C
pendant 24 h. Ensuite, les différentes entrées/sorties sont insérées sur la platine dans I'ordre suivant et
a la flamme : condenseur, systéme de régulation acide et base, systeme d’apport de milieu (IN) et de

sortie de culture (OUT), canules de vidange puis de prélevement. Le cryostat est allumé avant de lancer
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le montage a 95 °C pendant 24 h en balayage a I'air (ce qui facilite I'élimination de contaminants
anaérobies). Apres stabilisation du milieu sous N,/CO,/H,(75:5:20), le montage est prét pour lancer une
culture en continu. Une fois les échantillons récupérés a bord et conditionnés pour étre transférer a
I'intérieur de la cuve, le maximum de la solution de NaCl est vidangé pour étre immédiatement remplacé
par fluide non filtré. Apres stabilisation de la température et du pH (pendant environ une heure), la
platine est délicatement soulevée pour introduire les morceaux de cheminées broyées avant d’étre

remis a sa place. Apres une heure de stabilisation, les pompes IN et OUT sont allumées.

2.3.1.3.b Conditions des cultures en continu

Les six cultures en continu ont été effectuées dans les mémes conditions a 80 °C, pH 6.5, sous un faible
balayage gazeux de N,/H,/CO; (75:20:5) et a un renouvellement continu faible de 20 mL h' de la phase
liquide (TABLEAU 7). La phase liquide utilisée est du fluide non filtré. Les cultures ont également été
réalisées dans |'obscurité afin d’éviter la photolyse ou photo-réduction des composés dont le fer

ferrique (FIGURE 44).

SNAKE PIT

Figure 44 : Photographies des deux bioréacteurs utilisés pour les deux cultures en continu réalisées a bord
du Pourquoi Pas ? au cours de la campagne BICOSE 2. A gauche, le montage pour la culture de Snake Pit
(SNb_2018) et a droite le montage pour celle de TAG (TAGn_2018) : (a) cuve du bioréacteur, (b) panneau de
contrdle, (c) ordinateur portable avec le logiciel IRIS, (d) thermostat, (e) condenseur, (f) réservoirs d’acide et
de base, (g) pompes péristaltiques d’ajout d’acide ou de base ainsi que d’ajout (IN) et soutirage (OUT) du
milieu, (h) systéeme de prélevement discret. Le cryostat (i) et le bac réfrigérant (derriere le cryostat) qui
contient les poches IN et OUT sont communs aux deux incubations.
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2.3.1.4. Echantillonnage et conditionnement

Des échantillons des cultures en continu ont été prélevés sur toute la durée et conditionnés en fonction

de leur utilisation :

- Extraction d’ADN : 50 mL dans des Falcons conservés a -80 °C

- Chromatographie ionique : 1 mL dans un chromacol conservé a -20 °C

- Comptage : 1 mL dans une fiole AODC contenant 9 mL de solution d’eau de mer a 2 % de
formaldéhyde.

- Culture : 50 mL dans des fioles pénicillines de 120 mL sous atmosphere N, conservé a 4 °C.

- Sortie de milieu en continu : Le milieu a été récupéré en poches stériles de 600 mL (modele
Teruflex® Transfert Bag 600 mL (Terumo, Tokyo, Japon)) qui sont quotidiennement
conditionnés soit a 4 °C (pour de la culture) soit a -20 °C (analyse moléculaire).

Les sections polies de sulfures massifs ont été conditionnés pour :

- Extraction d’ADN : dans un tube Falcon conservé a -80 °C.

- Minéralogie : dans une fiole pénicilline (ou un Schott de 20 mL) sous atmosphére N, conservé
a-80°C.

- Comptage : conditionnée dans un Falcon a -20 °C

2.3.2 Culture en fiole

2.3.2.1. Préparation des milieux

2.3.2.1.a Milieu Eau de mer anoxique

Le milieu a été préparé dans un réacteur en verre de 5 L (FIGURE 45) avec de I'eau désionisée selon un
protocole modifié de Widdel (Widdel & Bak, 1992) et de H. Sass (Parkes et al., 2010). La base minérale
est constituée de (en g L'Y) : NaCl (27,2), MgCl,.6H,0 (10), CaCl,. H,0 (1.5), KCI (0.66), KBr (0.1), H3BOs
(0,025), SrCl,.6H,0 (0,04) NH4CI (0,021), KH,PO4 (0,0054), NaF (0,003), 1 mL d’éléments traces (Widdel,
1981) et 0,2 mL de solution SeW Le milieu et la solution de bicarbonate NaHCOs (30 mM final) ont été
autoclavés pendant 60 min a 121 °C. La solution de NaHCOs ainsi que 1.2 mL de Na;Sa 1M (1.2 mM
final) ont été rajoutés en champ stérile a la base minérale autoclavée. La phase gazeuse du réacteur a
été balayée avec du N,/CO, (80:20; v/v; 6 kPa) pendant le refroidissement du milieu. Le pH du milieu
était de 6,5/6,7 et a été ajusté avec de 'HCl a 1 M stérile. Le milieu a ensuite été distribué dans des
fioles de 120 mL avec un volume de 50 mL de milieu par fiole. Les fioles sont scellées avec un bouchon
de butyle et flushées avec du N»/CO; (80:20; v/v; 150 kPa) pendant 30 secondes. De I'extrait de levure

(0,2 g L' final) peut étre rajouté avant distribution.
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Milieu de
culture

200 mm

Figure 45 : Réacteur de préparation du milieu. Schéma du systeme de dégazage et de distribution du réacteur
Widdel. Roussel modifiée de (Widdel & Bak, 1992). A droite, photographie du systeme utilisé au laboratoire.

2.3.2.1.b Milieu SME

La base minérale du milieu SME (Stetter et al., 1983) a été modifiée selon (Godfroy et al., 2006) et est
constituée de (en g L) : NaCl (28), extrait de levure (1), peptone (2), PIPES (6,05), soufre (10) et de
(en mL LY : solution de magnésium (10), Solution A (1), Solution B (1), Solution C (1), Solution D (1).
Avec comme composition des différentes solutions, Solution de magnésium (en g L) : MgS04.7H,0
(180) ; MgCl,.6H,0 (140). Solution A (en g L™) : MnSO4.4H,0 (9); ZnSO4.7H,0 (2,5); NiCl,.6H,0 (2,5);
AIK(S04)2.12 H,0 (0,3) ; CoCl>.6H,0 (0,3); CuSO4.5H,0 (0,15). Solution B (en g L) : CaCl,.2H,0 (56) ;
NaBr (25); KCl (16); KI (10) ; SrCl,.6H,0 (4). Solution C (en g L) : K;HPO4 (50); H3BOs (7,5); Na;W04.2H,0
(3,3); NazM004.2H,0 (0,15); Na,Se0s (0,005). Solution D (en g L™ dans de 'acide HCl a 1 M : FeCl,.4H,0
(10). Avant autoclavage, le pH a été ajusté a 6,5. Le milieu est tyndalisé 2 fois 30 min a 100 °C avec un
refroidissement complet d’'une nuit entre les deux tyndallisations. Avant distribution, du Na.S a 2,5 %

est rajouté (20 mL L?) et une solution de vitamine (0,5 mL L2).

2.3.3 Culture sous pression

Les cultures sous pressions hydrostatiques ont été effectuées dans des incubateurs hautes pressions
hyperbares en acier inoxydable entourées d’une étuve a haute température (Top Industrie, Vaux le
Pénil, France) (FIGURE 46). La température est controlée automatiquement par un systeme de contréle
électronique tandis que la pression est contrélée manuellement a l'aide d’une valve de sortie

(Marteinsson et al., 1997).

Les cultures sont réalisées dans des fioles pénicilline de 20 mL totalement remplies de culture et
fermées a I'aide de bouchon bleu en butyl (FIGURE 46). Il ne doit rester aucune phase gazeuse a

I'intérieur. Les fioles sont placées dans un incubateur (4 fioles maximum par incubateur) rempli d’eau
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qui est ensuite fermé hermétiquement (joint et fermeture a 6 écrous). La pression est alors

progressivement augmentée a I'aide d’une pompe hydrauliqgue manuelle.

Figure 46 : Matériels utilisés pour les incubations hautes pressions/ hautes températures. A gauche,
Incubateurs hautes pression/hautes température. A droite, des fioles Pénicillines dans lesquelles les cultures
sous pression ont été réalisées.

1.1. Origine des souches de Thermococcales utilisées

Les cultures ont été réalisées sur un milieu eau de mer anoxigue synthétique minimal a une température
de 80 °C et une pression de 1,3 bar. Différentes phases gazeuses en N,/H,/CO; ont été testées. Chaque
mesure a été réalisée en triplicata. 0,5 mL de pré-culture de 24 h sur SME ont servi comme inoculum.
Différentes souches de Thermococcus ont été utilisées provenant des collections de I'UBO, de I'lfremer

et de la DSMZ.

2.4. Dénombrement cellulaire

2.4.1 Comptage sur cellule de Thoma

Les comptages cellulaires ont été réalisés a l'aide d’une cellule de comptage de Thoma a un
grossissement de 400 (objectif x40 et oculaire x10) sur un microscope optique Olympus BH2 (Olympus
Corporation, Tokyo, Japan). Les comptages sont réalisés en dénombrant les plus petits carreaux tracés
sur le fond de la cellule. La formule appliquée pour déterminer la concentration cellulaire est la

suivante : Concentration cellulaire = (Moyenne du nombre de cellule / Petit carreau) x 2.10".

Un petit carreau de la cellule de comptage représente un volume de 5.10° mm? (0,05 x 0,05 mm (c6té)
x 0,02 mm (profondeur)) soit 5.10® mL. Donc pour une cellule par petit carreau la concentration

cellulaire est de 2.107 cellules mL™.

2.4.2 AODC

La fiole AODC de I'échantillon est vortexée pendant 2 min afin de remettre toutes les cellules en

suspension. 100 ulL de I’échantillon sont prélevés et transférés dans un flacon stérile jetable contenant
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10 mL de solution de formaldéhyde 2 % préalablement filtré (Millex-GS, 0,22 um, esters de cellulose,
33 mm, stérilisé a I'oxyde d'éthylene). La suite des manipulations se réalise a I'abri de la lumiere. 10 pL
de Sybr Gold sont ajoutés a la préparation qui est vortexée pendant 2 min puis laisser reposer 3 min. La
totalité de la préparation est ensuite filtrée (filtres polycarbonate Whatman® Nuclepore Track-Etched
Membranes 25 mm de diameétre, 0,25 um de porosité). Le filtre est déposé sur une lame sur laquelle
une légere goutte d’huile a immersion Citifluor a été préalablement déposée. Puis une autre goutte
d’huile est déposée au centre du filtre avant d’y appliquer une lamelle. L'ensemble est compressé avec

la paume de la main.

Les comptages ont été réalisées en utilisant un microscope Axio Imager Z2 Apotome équipé d'un
systéme COLIBRI (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen, Allemagne) et avec un oculaire x10 et un
objectif x100 Plan-Achromatique. La prise d'image est opérée avec le logiciel Zen. Le nombre de champ

est jusqu’a validation statistique (CL 95 %) (Cragg & Parkes, 2014).

2.4.3 Dénombrement cellulaire sur sections polies

Immédiatement aprés avoir été prélevées dans le bioréacteur Gas-Lift, les sections polies sont placées
2 h dans du formaldéhyde (3 %) pour fixer les cellules, puis elles ont été rincées dans une solution de
PSB 1X/Ethanol 100 1:1 pendant 1 h et conservées a-20 °C dans un tube Falcon.

Le comptage de cellule sur la surface de la section polie est réalisé par marquage des cellules aux Sybr
Gold. Tout d’abord elles sont sorties de leur conditionnement (-20 °C) et laissées a température
ambiante pendant 5 min. A 'aide d’une lame de scalpel et d’une pince, I'entourage de Téflon qui
entoure les sections est retiré sous hotte a sous hotte PSM2 a flux laminaire Biocyt 120 (Flufrance,
Wissous, France). La suite des manipulations se réalise a I'abri de la lumiére. Un bain dans une solution
de Sybr 0,5 X a été effectuée pendant 15 min, suivi de deux bains de 5 min d'eau désionisée puis
d’éthanol 80°. Les sections polies ont été observées en utilisant une loupe binoculaire Axio Zoom.V16
(Carl Zeiss Microscopy, 1éna, Allemagne) équipée d’un objectif Plan-Neofluar Z2.3X et d’un filtre a
épifluorescence 38 (HE GFP (Excitation 489 nm / Emission 509 nm)). La prise d’image est opérée avec

le logiciel Zen (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen, Germany).

2.5. Analyses minéralogiques

Des échantillons de cheminées ont été polis pour permettre la détermination minéralogique des
minéraux au microscope métallographique (microscopie par réflexion optique) et par diffraction X. Les

sections polies ont également été analysées grace a ['utilisation d’un microscope électronique a
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balayage ce qui a permis de réaliser une cartographie élémentaire de certaines zones par spectroscopie

a rayons X a dispersion d’énergie.

2.5.1 Préparation des sections polies et incubation au sein des bioréacteurs

Les sections proviennent de blocs de sulfures issus de précédentes campagnes et conservés au centre
Ifremer de Brest. L'étape de découpe et de polissage (sans inclusion dans une résine) a été réalisée par
P. Fernagu (Laboratoire Cycles Géochimiques et ressources), puis elles ont été fixées a un fil de Teflon.
Avant et apres assemblage dans le ruban Teflon, elles ont été nettoyées par sonication (Modele ALO4-
04 d’Advantage-Lab) par immersion dans de I'eau désionisée stérile (30 mn) puis séchées (1 h) sous
hotte PSM2 a flux laminaire Biocyt 120 (Flufrance, Wissous, France). Elles sont conservées en condition

stérile dans une boite de Pétri.

Elles sont insérées dans la cuve du bioréacteur apres I'inoculation avec les morceaux de cheminées.
Chaque fil de Teflon contient les sections polies d’un seul point de prélévement afin d’optimiser et de
perturber au minimum I'incubation au moment du prélévement (FIGURE 47). Il est nécessaire de soulever

la platine du haut de la cuve afin de les prélever.

Figure 47 : Photographie de I'incubation SNb_2018 réalisée pendant la campagne BICOSE 2 avec les sections
polies incubées et maintenues a I'aide de ruban Teflon a I'intérieur de la cuve.
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2.5.2 Diffraction des rayons X

2.5.2.1. Principe

La diffraction des rayons X (ou XRD X Ray Diffraction) est une technique permettant d’identifier
gualitativement et quantitativement les phases minérales d’échantillons. Le principe est d'émettre, avec
un certain angle d'incidence, des rayons X sur I'échantillon. Les rayons X sont des rayonnements
électromagnétiques constitué de photons dont la longueur d'onde est comprise entre 10% et 10 m.
Les rayons X incidents de longueur d’onde connue vont étre diffractés, sans changement de longueur
d’onde, selon les dimensions et I'orientation du réseau cristallin. Chaque composé cristallisé a son
propre spectre (position angulaire et intensité des pics) caractéristique des différents plans cristallins
diffractant les rayons X selon la loi de Bragg : 2.dna . Sin © = n A (avec : d la distance inter-réticulaire
séparant 2 plans de la méme famille (c'est a dire la distance entre les plans atomiques imaginaires
paralléles), 8 (théta) I'angle d’incidence du rayonnement sur I’échantillon émis (demi angle de déviation
entre le faisceau incident et la direction du détecteur), n I'ordre de diffraction et A la longueur d'onde
du rayonnement incident). Le diffractométre utilisé est un D8 ADVANCE (Brucker-AXS Inc, Madison, W1,

USA) et est constitué (FIGURE 48) :

e D’un générateur de rayon X : l'intérieur de I'enceinte mise sous un vide poussé comporte deux
électrodes, une cathode (un filament de Tungstene) et une anticathode (souvent du Cuivre qui
est un trés bon conducteur). Un courant est appliqué sur la cathode émettant alors des
électrons qui viennent frapper I'anticathode. Des rayonnements X sont alors émis. Le faisceau
de rayons X n’est pas totalement monochromatique mais possede deux longueurs d’ondes
voisines (doublet du cuivre Ky [1.540562 A] et Koo [1.544390 A]) qui seront éliminées lors du

traitement des données.

e De la partie diffractometre qui permet de mesurer la diffraction des rayonnements X. Il se
compose d'un goniometre motorisé qui permet de déterminer les angles de travail, d’un
systeme de fente et enfin d’un détecteur qui enregistre I'intensité des rayons X réémis dans un
certain angle et la convertit en signal électrique sous la forme d'un difractogramme (intensité

de la diffusion en fonction de la déviation angulaire du faisceau (FIGURE 48).

e Le diffractometre est dans un montage de Bragg-Brentano « ©-26 » c’est-a-dire que le
générateur de rayon X est fixe, et c’est I'’échantillon qui bouge d’un angle © et le détecteur d’un

angle 26.
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e De la partie traitement des résultats (logiciel EVA) qui permet I'analyse du difractogramme en
comparant le profil des pics (nombre, position, intensité) a une banque de pics de minéraux

connus pour identifier les phases minérales.

Couteau
anti-diffuseur ““

Détecteur

Vrsrs~s %44
Echantillon

Ordinateur

Goniométre

Générateur HT

Figure 48 : Schéma de la composition d’un diffractométre. (Evrard, 2012)

2.5.2.2. Protocole

Les sections polies sont conservées a -80 °C sont laissées 5 min a température ambiante toujours dans
la fiole Pénicilline sous N,. Elles sont ensuite sorties et déposées dans une boite de Pétri stérile afin de
retirer I'enveloppe de Téflon qui servait a les maintenir dans la cuve du bioréacteur. Les sections sont
placées sur un plot métallique a I'aide d’un ruban adhésif double face. Ce plot est ensuite fixé au support
échantillon a I'aide d’'une pate a modeler. La surface a analyser doit étre parfaitement parallele a la
surface du porte échantillon. La section doit donc étre parfaitement fixée sur le plot et ne pas bouger

durant I'analyse et la rotation du porte échantillon.

2.5.3 MEB-EDS

2.5.3.1. Métallisation (sputtering) par pulvérisation cathodique d’or

2.5.3.1.a Principe

Le but de cette étape est de déposer un léger film d’or (de 2 a 3 nm d’épaisseur) sur la surface de
I’échantillon par pulvérisation cathodique afin d’éviter un effet de charge (c’est-a-dire que les électrons
s’accumulent a la surface du matériel et nuisent a I'acquisition des images). Les échantillons sont placés
a I'intérieur d’une enceinte dans laquelle un vide est fait avec une légere entrée gazeuse continue

d’argon. Un courant est ensuite appliqué entre la cathode (cible en or) et I'anode (le porte échantillon)
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ce qui génére des ions Ar* lors de la collision entre les électrons et les atomes du gaz neutre. Le gaz se
transforme alors en plasma. Les ions Ar* sont ensuite accélérés vers la cathode qu’ils percutent avec

assez d’énergie pour libérer des atomes d’or qui retombent alors sur I'échantillon.

2.53.1.b Protocole

Directement aprés I'analyse XRD, les sections fixées sur un plot métallique a I'aide d’un ruban adhésif
double face carboné conducteur sont métallisées. Afin de mieux permettre I'évacuation des électrons,
une lague d’argent est également appliquée autour de la base de I'’échantillon (FIGURE 49). Un temps de
séchage de 5 min est appliqué avant la métallisation. Les sections sont placées dans I'enceinte du
métaliseur (SCD 040, Blazers Union, Blazers, Liechtenstein) pour étre métallisées avec les parametres

suivant : 30 secondes ; Courant 0.15 mA ; Vide > 0.15 mBar.

Figure 49 : Section polie préte a étre métallisée dans le métaliseur en marche.

2.5.3.2. Microscopie Electronique par Balayage

2.5.3.2.a Principe

La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour scanning electron microscopy) permet
d’obtenir des images des surfaces d’échantillons avec une résolution de I'ordre du nanometre par
balayage d’un faisceau d’électrons. Il est constitué d’un canon a électron, d’une colonne électronique
(constituée de lentilles magnétiques et de bobine de balayage), d’'une pompe a vide et de détecteur (a

dispersion d’énergie (EDS)) (FIGURE 50).
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Figure 50: Schéma de la colonne optique d’'un microscope électronique a balayage. (T. Schmid,
https://fakultaeten.hu-berlin.de).
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La sonde électronique (c’est-a-dire le faisceau d’électrons) est émise a I'aide d’un canon a électron (par
effet thermoélectronique lors du chauffage d'un filament de tungsténe). Des lentilles
électromagnétiques (condenseur et objectif) permettent ensuite de la focaliser sur I’échantillon en

adaptant le diamétre et I'intensité. La colonne du microscope est sous vide secondaire (10° & 10 mbar)

afin d’éviter les interactions avec les molécules gazeuses. L'interaction entre les électrons et

I’échantillon génére I'émission :

- D’électrons secondaires (SE) de faible énergie avec une large dispersion. Il est produit par
collision d’un électron primaire du faisceau (qui perd alors de I'énergie) avec les électrons
des atomes de I'échantillon (qui s’ionise). Ils permettent de mettre en évidence les
contrastes de topographie (des contours, d’inclinaison, d’aréte, de pointe, d’'ombrage, ...).

- D’électrons rétrodiffusés (BSE : back-scattered electron) d’énergie élevée avec une section
efficace fortement dépendante de la nature des atomes émetteurs (type de contraste en
fonction du numéro atomique Z). lls n‘ont pas échangé d’énergie avec les atomes de
I’échantillon lors de leur collision. Un élément lourd donnera un signal intense et donc une
zone claire; un élément léger donnera un signal faible et donc une zone sombre, en quelque
sorte une cartographie de numéro atomique

- De Rayonnement X. Lorsqu’un électron primaire entre en collision avec les atomes de
I’échantillon, il éjecte un électron (secondaire) qui est remplacé par un électron d’une
couche supérieure et ainsi de suite. Un photon d’énergie égale a la différence entre les deux
niveaux d’énergie électronique est émis. Les raies caractéristiques correspondent a des
transitions électroniques (les électrons de I'atome « sautent » d'un niveau a l'autre) et sont
propres a chaque élément chimique (et de son nombre atomique). La spectroscopie a

rayons X a dispersion d’énergie (EDS Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) sert donc a
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déterminer la composition élémentaire par détection des raies caractéristiques X. Le
spectrogramme d’un point ou d’une zone sélectionnée représentera le nombre de photons

recus en coups/eV en fonction de I'énergie des photons X détectés en keV (FIGURE 51).

Figure 51 : Exemple d’un spectrogramme (nombre de photons regus en coups/eV en fonction de I'énergie
des photons X détectés en keV) obtenu avec le logiciel d’acquisition et d’analyse Aztec.

2.5.3.2.b Protocole

Les sections polies aprés métallisation sont conservées a |'abri de I'humidité dans des armoires
adaptées. Elles sont ensuite analysées a I'aide du MEB (Quanta™ 200, FEI-Thermo Fisher Scientific,
Hillsboro, OR, USA) équipée d’une sonde X-Max 80 (Oxford Instruments, Abingdon, UK) et avec le logiciel

d’analyse Aztec (Oxford Instruments, Abingdon, UK).

2.6. Biologie moléculaire

L'analyse des séquences codant pour le gene de I'ARNr 16S est une des méthodes les plus utilisées pour
identifier une Bactérie ou une Archée (Woese & Fox, 1977) ou une communauté de procaryote
(Forterre, 1995; Pace, 2009). Le géne codant pour I'ARNr 16S est utilisé comme marqueur
phylogénétique. L'ARNr 16S une sous-unité des ribosomes dont la fonction est de synthétiser les
protéines en assurant la traduction de l'information portée par les ARN messager. Ce sont des
complexes ribonucléoprotéiques (constitués d’ARN et de protéines) composés de deux sous-unités :
une grande qui assemble les acides aminés et une petite qui traduit ’ARN messager en protéine. En se
basant sur le concept d’horloge moléculaire (Zuckerkandl & Pauling, 1965), Woese et ses collaborateurs
ont été les premiers a utiliser I’ARN ribosomique pour étudier la phylogénie (Woese & Fox, 1977). En
effet cette molécule présente des avantages : elle est universelle chez tous les organismes, possede des
domaines hypervariables et trés conservés permettant une discrimination taxonomique (du phylum

jusqu’a l'espéce), a évolué lentement sans transfert latéraux et elle est abondante dans la cellule.
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Toutefois il faut garder a I'esprit qu’elle ne constitue pas le marqueur optimal, par exemple certains
micro-organismes possédent plusieurs copies de ce géne présentant d’'importantes variations (Amann

& Ludwig, 2000).

Les analyses de biologie moléculaire se déroulent en quatre étapes (FIGURE 52): la premiere est
I'extraction des acides nucléiques, la seconde est I'amplification des séquences avec des amorces
spécifiques pour augmenter le signal, la troisieme étape est le séquencage afin de déterminer la
séqguence en acides nucléiques ; et enfin la quatrieme étape est le traitement bio-informatique des

séguences pour |'assignation taxonomique.

Echantillon

1. Extraction d’ADN ‘ 1 ﬁm
L" 2. Amplification (PCR) ‘ =

3. Séquencage ‘

pe
L 4. Bio-informatique ’ = Galaxy @
COMMUNITY HUB *

Figure 52 : Schéma synthétique des différentes étapes de I'analyse de biologie moléculaire. (©Galaxy).

2.6.1 Extraction et purification des acides nucléiques

Les extractions des acides nucléiques ont été réalisées en utilisant deux kits commerciaux d’extractions,
le kit FastDNA™ Pro Soil-direct Kit (MP Biomedical, Santa Ana, CA, USA) et DNeasy PowerMax® Soil DNA
Isolation (Qiagen, Carlsbad, CA, USA). L'extraction est basée sur une lyse mécanique des cellules par
I"utilisation de petites billes de silice et de céramique (bead-beatting) puis la purification de I’ADN par
passage sur une colonne. Les extractions ont été effectuées en champ stérile dans une hotte Captair®
Bio (Erlab, Val-de-Reuil, France) préalablement exposée pendant 2 h a un rayonnement d'UV-C. Les tubes
Eppendorf Biopure® Safe lock (Eppendorf, New-York, USA), Falcon® (Dutscher, Brumath, France) et les
cones a filtres ont aussi été passés sous rayonnement d'UV-C pendant 2 min (UV Cross-Linker CL-508,

Uvitec, Cambridge, UK).

2.6.1.1. Extraction d’ADN sur les fluides

Les ADN des fluides ont été extraits a partir d'un volume de 50 ml de fluide décongelé sur glace avant

centrifugation (15000 x g, 1 h, 4 °C). Le surnageant a été prudemment retiré et I'ADN extrait a partir du
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culot. Le kit FastDNA™ Pro Soil-direct Kit (MP Biomedical, Santa Ana, CA, USA) est utilisé selon les
recommandations du fabriquant modifiées avec une intensité de lyse mécanique de 5,5 m/s pendant

30 s. Les extraits d'ADN ont été conservés a 4 °C.

2.6.1.2. Extraction d’ADN sur les échantillons solides

Les ADN des échantillons bruts et des sections polies de sulfures massifs ont quant a eux été extrait a
I'aide du kit DNeasy PowerMax® Soil DNA Isolation congu pour I'extraction d’ADN a partir d’échantillons
solides contenant des inhibiteurs de PCR tels que des métaux lourds. Les recommandations du fabricant
ont été respectées a I'exception de I'ajout de 250 plL d’acide polyadénylique (Sigma Aldrich, Saint Louis,
MI, USA) a 660 mg mL* entre les étapes 2 et 3 du protocole original. Ces oligonucléotides se fixent aux
sites de potentiels contaminants de I’ADN contenus dans les minéraux (Webster et al., 2003). Les ADN
sont ensuite concentrés en utilisant le kit Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Devices (Merck-Millipore,

Billerica, MA, USA) selon les recommandations du fabricant.

2.6.2  Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Les amplifications d'ADN ont été réalisées dans un volume réactionnel de 50 uL comprenant : 1 X
de tampon PCR avec MgCl,, dNTP Mix a 0,1 mM chacun (dATP, dCTP, dGTP et dTTP) et 2,5 U de Taq DNA
Polymerase du kit Tag Core (MP Biomedical, Santa Ana, CA, USA) ainsi que des amorces a 0,2 uM final
chacune et complété gsp avec de I'eau UltraPure™ Dnase/Rnase-Free (Life Technologies, New-York,

USA). Les amorces utilisées sont référencées ci-dessous (TABLEAU 8).

Des controles négatifs (T-) contenant uniquement du mélange réactionnel ont été réalisés ainsi que des
contréles positifs avec la souche bactérienne Thermosipho melanesiensis et archéenne Pyrococcus
abyssi GE5 a 46 ug mL™. Lors de la PCR nichée, les controles négatifs (T--) et positifs (T + +) ont également

été ré-amplifiés.
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Tableau 8 : Amorces de PCR ciblant les génes codant pour ’ARNr16S.

Longueur
Cible | Amorce | fragment Séquence 5'-3' Référence Condition de PCR Objectif
(pb)
ESF AGAGTTTGATCATGGCTCAG flmih 2 994 4°°C - io C_yc3|gs Détection de
Bacteria 1484 (Edenetal., 1991) . 5”3]“:;2 A 7n;ITC > signal
U1492R GGTTACCTTGTTACGACTT a53°C,2mina72C)- | erien
6mina72°C
ADAF CGGTTGATCCTGCCGGA (Edenetal, 1991) | 5mina 94 °C-30 cycles léere PCR,
1484 (1 mina94°C, 1 min30s | détection de
(Delong, 1992) | a51°C,2mina72°C)- signal
A1492R GGCTACCTTGTTACGACTT 6 min 3 72 °C archéen
A344F AYGGGGYGCASCAGGSG > min 3 94 °C - 30 cycles
Archaea 571 (Stahl, 1991) (1min a 94 °C, 1min30s Banque de
A915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT a57°C, 2mina72°C) - clone
6mina72°C
A344F AYGGGGYGCASCAGGSG (Stahl, 1991) | 5 min 4 94 °C - 30 cycles
462 (Takal & (\lsn;TCa 24 ‘C, \17rT21|TSOs S:quezc_gat\)ge
A806 GGACTACVSGGGTATCTAAT a57°C,2mina72°C)- | Haut-débit

Horikoshi, 2000)

6mina72°C

Afin de concentrer I'ADN amplifié issue de la premiére PCR pour les archées, les produits de

premiere ont été concentrés avec le kit NucleoSpin Gel and PCR Clean Up suivant les indications du

fabriquant (Macherey-Nagel, Diren, Allemagne); Les amplifications du gene codant pour I'ARNr 16S

bactérien et archéen ont été réalisées sur les thermocycleurs Veriti96Well Thermal Cycle et GeneAmp

PCR System 9700 (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) suivant les programmes PCR définies

(TABLEAU 8). Les produits amplifiés (5 plL additionné de 4 uL de tampon de charge) ont été analysés par

électrophorése sur gel d'agarose (Eurobio, France) a 0,8 % préparé dans un tampon TAE 1 X contenant

du bromure d’éthidium (10 mg/mL). Deux marqueurs de poids moléculaires Smart Ladder & Smart

Ladder Small Fragment (Eurogentec, Liege, Belgique) ont été utilisés en fonction de la taille des

fragments d’amplification attendue. Aprés migration (80 V), le gel a été visualisé avec le Biorad Molecular

Imager ChemidocTMXRS+ (Biorad, Hercules, USA) et du logiciel QuantaBiogéne® (BioGene Technology,

Hong Kong, China).

2.6.3

Clonage et séquengage

Les produits PCR ont été concentrés et purifiés avec le kit PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diren,

Allemagne) suivant les recommandations du fabriquant. Afin d'éviter une amplification des

contaminants bactériens, la détection de séquence bactérienne se limite a une seule PCR avec les

amorces larges E8f/U1492r. Pour augmenter la sensibilité de détection des séquences d’Archées, une
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deuxiéme PCR avec les amorces A315/A944 ou A806/A944 a été nécessaire en utilisant un pool purifié

de produit de 1ére PCR.

La diversité archéenne des échantillons de la premiére fermentation (BICOSE 1) a été étudiée par
clonage-séquencage tandis que par la suite la diversité des fermentations (HERMINE, MOMAR17,
BICOSE 2 et MOMAR18) a été obtenue directement par séquencage haut-débit. La biomasse

bactérienne est trop faible pour obtenir un signal avec les outils moléculaires utilisés.

2.6.3.1. Banque de clone

Les banques de clones ont été construites par transformation de cellules E. coli souche K12 en utilisant
le kit de clonage pGEMR-T (Promega, Madison, USA) suivant les instructions du fabricant légerement
modifié (ajout de 3 uL de produit PCR pour la transformation). 50 clones par banques ont été
aléatoirement sélectionnés puis envoyés a séquencer chez GATC Biotech (Konstanz, Germany) qui ont

réalisé I'extraction plasmidique, la purification et le séquencage des inserts.

2.6.3.2. Séquencage haut-débit

Les ADN extraits des échantillons ont été séquencés par I'entreprise MrDNA (Shallowater, TX, USA), qui
a préparé les libraires et réalisé un séquencage Illumina Miseq paired-read (FIGURE 53). Le principe est le
suivant : sur les fragments d’ADN a séquencer des adaptateurs spécifiques sont ligaturés a chaque
extrémité (a). Les fragments sont ensuite fixés aléatoirement par hybridation sur une puce (la « flow
cell ») sur laquelle se trouvent de courtes amorces complémentaires des deux adaptateurs (b). Chaque
fragment a séquencer est amplifié par pontage (c). Le fragment va se fixer a la plaque par ses deux
extrémités. Une polymérase permet la synthése du brin complémentaire. Aprés dénaturation, deux
fragments simples brins sont donc obtenus. Une succession d'amplifications par ponts permet d'obtenir
une zone « cluster » contenant plusieurs centaines de milliers de copies d'ADN simple brin identiques
(d). Le séquencage se fait en cours de synthése par cycles successifs d'ajouts simultanés des quatre
nucléotides (e). Chaque nucléotide est porteur d'un fluorochrome spécifique auquel est fixé un
terminateur labile. Le terminateur permet d'éviter l'insertion de plusieurs nucléotides au cours du méme
cycle. Aprés lavage, les fluorochromes sont excités et les émissions lumineuses détectées et
enregistrées. A chaque cycle sur une position définie, Iidentité d’un nucléotide est déterminée en
fonction du signal fluorescent. Le terminateur et le fluorophore sont ensuite clivés et éliminés pour

permettre le prochain cycle d'incorporation.
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Figure 53 : Principe du séquencage lllumina. (Strausberg et al., 2008).

2.6.4 Traitement bio-informatique

2.6.4.1. Données de séquencages Sanger

Les séquences du gene de I'ARNr 16S ont été alignées et éditées avec le programme BioEdit 7.2.5
(Hall, 1999) en utilisant ClustalW (Thompson, 1994). Les séquences chimeres ont été éliminées en
utilisant le programme Decipher (Wright et al., 2012). L'arbre phylogénétique a été réalisé en utilisant
SeaView (Galtier et al., 1996). La robustesse de la topologie a été testée par ré-échantillonnage en
utilisant 1000 boostraps sur la base de l'algorithme Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) avec les
corrections de Jukes&Cantor. Le positionnement phylogénétique a été réalisé en utilisant le programme
BLAST a partir du site NCBI et de la base de données GenBank. Le regroupement de toutes les séquences
présentant une similarité d'au moins 97 % au sein d'un OTU a été généré par le programme SON (Schloss
& Handelsman, 2005). L'analyse phylogénétique des séquences affiliées au Nanoarcheota a été réalisée
par les méthodes d'inférence Bayésienne, Maximum Likelihood (ML), Maximum de Parcimonie (MP), et
Neighbour-Joining (NJ). Le modeéle de substitution des nucléotides utilisé (TIM1+I+G) pour les inférences
Bayessienne et ML a été sélectionné en utilisant j Modeltest 2.1.7. L'inférence Bayésienne a été réalisée
avec MrBayes 3.2.5 amorcée avec un arbre aléatoire sur une base 10° générations. Les analyses en ML

furent réalisées avec PhyML 3.1 en utilisant les mémes parametres que pour l'inférence Bayesienne. Les
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analyses en NJ et MP furent réalisées en utilisant SeaView avec les mémes parameétres que pour les

arbres des Crenarcheota et des Euryarcheota.

2.6.4.2. Données de séquencages haut-débit

Les données du séguencage ont été analysées a |'aide du pipeline FROGS (Find Rapidly OTU with Galaxy
Solution) (Escudié et al., 2018) sous les plateformes Galaxy Datarmor de I'lfremer et Genotoul de I'INRA.
Cet outil a été congu pour analyser un large jeu de donnée de séquences d’amplicons d’ADN et de
générer rapidement et efficacement une table d’abondance des OTU avec leur affiliation taxonomique.

Le processus se déroule en plusieurs étapes (FIGURE 54) :

e FEtape de démultiplexage : les données sont ensuite démultiplexées pour associer in silico
chaque séquence d’ADN a son échantillon d’origine qui possédent leur barcode spécifique.

e FEtape de pré-process : un premier tri est réalisé en pré-process pour supprimer les amorces
(primers) et les séquences trop courtes ou de mauvaise qualité (par exemple ne contenant pas
les deux amorces).

e Ftape de regroupement taxonomique (clustering) : les séquences restantes sont regroupées en
unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) avec l'outii SWARM (Mahé et al., 2014).
Contrairement aux autres algorithmes basés sur des matrices de distance et des seuils subjectifs
(comme 97 %), SWARM utilise une approche de regroupement progressif en partant de
séquences « graines » aléatoires « cluster seed », et procéde a une agrégation des séquences
proches (selon un seuil de similarité choisi (distance d’agrégation)) pour créer des OTUs. Le
regroupement est réalisé en deux temps, tout d’abord avec une distance d’agrégation d=1 puis
dans un second temps avec le seuil de similarité choisi (dans notre cas d=3). La premiére étape
permet de construire des clusters avec un minimum de différence (1 étant la valeur la plus
basse) et ne pas regrouper ensemble des séquences trop distantes qui pourraient correspondre
a plusieurs especes. Ensuite le second regroupement est réalisée a partir des séquences
représentatives issus de la premiere étape Il est important de réaliser I'étape de regroupement
avant |'étape suivante pour réduire le nombre de séquences afin de la rendre plus efficaces.

e Ftape de retrait des séquences chimériques: la détection des séquences chimériques
(séquence artificielle formée par I'assemblage de deux ou plusieurs séquences biologiques
réelles) est réalisée par VSEARCH (Rognes et al., 2016) qui utilise la méthode de novo UCHIME
(Edgar et al., 2011). Les séquences chimériques sont d’abord détectées indépendamment dans
chaque échantillon mais ne sont supprimées que si elles le sont notées dans tous les

échantillons ou elles y sont présentes.
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e Ftapedefiltrage : les OTUs qui représentent moins de 0,005 % (seuil optimal conseillé (Bokulich
et al.,, 2013)) des séquences sont retirées du jeu de données au cas oU il puisse s’agir
d’éventuelles chiméres non détectées dans I'étape précédentes. Il semblerait que ce soit le seuil
optimal.

e Ftape d’affiliation : Les OTUs restantes ont été affiliées a 'aide de la base de données
SILVA_ 132 16S (Quast et al., 2012). L'outil blastn+ permet de comparer chaque séquence a la
base de données afin d’assigner taxonomiquement (Domaine - Phylum - Classe - Ordre - Famille
- Genre — Espece) chaque OTU d’apres le meilleur résultat (best hits) (Camacho et al., 2009).
Pour les OTUs avec des séquences qui ont des assignations taxonomiques différentes, un

consensus estindiqué avec le terme Multi-affiliations au niveau du rang taxonomique divergent.
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Figure 54 : Organigramme du traitement des données de séquencage a I'aide du pipeline FROGS. (Escudié et
al., 2018).
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2.6.4.3. Arbre phylogénomique des génomes de Thermococcales

Cette étape a été réalisée par D. Courtine (LMEE)

Un arbre phylogénomique des Thermococcales a été réalisé en utilisant un jeu de données de 59
marqueurs phylogénétiques protéiques (Rinke et al., 2013) (ANNEXE 1 - LISTE DES GENOMES UTILISES POUR LA
REALISATION DE L’ARBRE PHYLOGENOMIQUE DES THERMOCOCCALES) extraites de tous les génomes de Thermococcales
accessibles en ligne. Pour chaque protéine, les séquences ont été alignées avec MAFFT v7.055b
(parametre « linsi ») et les alignements ont été ajustés avec BMGE v1.12 (parametre par défaut).
Ensuite, tous les alignements ont été concaténés et les positions conservées pour tous les génomes ont
été supprimés avec Seaview v4.6. L'arbre phylogénétique a été réalisé avec PhyML v3 sur le serveur

http://www.atgc-montpellier.fr/. La sélection du modéle a été effectuée avec SMS en utilisant Akaike

Information Criterion (AIC). Le meilleur modeéle d’évolution pour I'arbre était « LG ».

2.6.5 Analyse statistique

La composition et la structure des communautés ont été appréhendée par plusieurs approches :
analyses taxonomiques et des mesures des indices de diversité alpha et beta. Trois indices de diversité
alpha ont été calculés (observed, Shannon et de invSimpson). Les analyses statistiques des données ont
été réalisées sur le logiciel R (R Development Core Team 2013) et du package Phyloseq (McMurdie &

Holmes, 2013).

2.7. Dosage des anions par chromatographie échangeuse d’anion

2.7.1 Présentation de la chromatographie échangeuse d’ions

Le systéme Dionex de chromatographie échangeuse d’ions ICS-2000 permet I'analyse des anions en
utilisant la détection de conductivité suppressée. La méthode consiste au passage de I’échantillon a
analyser dans une phase liquide, I'éluant, au travers du systeme constitué d’une pompe haute pression,
d’un passeur et injecteur automatique, d’un générateur d’éluant, d’'une colonne de séparation, d'un
suppresseur chimique et d’une cellule de conductivité (FIGURE 55). L'analyse d’un composé par
chromatographie ionique peut se décomposer en quatre étapes : la génération de I'éluant et I'injection
de I'échantillon, la séparation des analytes (et la suppression du bruit de fond), la mesure de la
conductivité électrique puis le traitement et I'analyse du signal. Une cinquiéme étape peut s’ajouter a

savoir la collection de fraction.
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Figure 55 : Schéma des différentes étapes d’une analyse en chromatographie ionique. © Dionex.

2.7.2 Principe de la chromatographie échangeuse d’ions

L’éluant est le liquide qui transporte les ions de I"échantillon au travers du systeme de chromatographie
et qui facilite les processus de séparation des ions. Dans notre cas, I'éluant est le KOH et est généré a
partir a eau désionisée a 'aide d’un générateur d’éluant (cartouche de génération Dionex EGC-KOH). La
cartouche de génération consiste en une chambre de génération des KOH contenant une anode, et d’'un
réservoir basse pression d’électrolyte K* connectés par un connecteur échangeur de cations. La
concentration de KOH est déterminée par le courant appliqué au générateur de KOH et du débit de la
chambre de génération. Un CRTC (pour Continously Regenerated Trap Column) est installé en aval du
générateur d’éluant pour supprimer les contaminants anioniques présents dans I'éluant. La pompe
permet de tirer la solution et de la pousser dans le systéme (pression de travail 2300 PSI / 159 bars) et
d’en contréler le débit. Les échantillons sont ensuite introduits dans la ligne d’analyse par la vanne
d’injection six voie Rheodyne (deux positions possibles : LOAD et INJECT). Les ions de I"échantillon sont
séparés lors de leur passage dans la pré-colonne (AG15) puis dans la colonne de séparation (Colonne
AS15 dans un four a 30 °C) en fonction de leur facilité a migrer au travers. La colonne de séparation
contient des résines échangeuses d’anion (groupe fonctionnel: ammonium quaternaire) qui
permettent une fixation sélective des anions présents dans la solution. Les anions sont ensuite
progressivement décrochés en fonction de leur taille, leur charge et de leur degré d’hydratation. Avant
le passage dans la cellule de conductivité, le mélange éluant/échantillon passe au travers du
suppresseur (ASR5 4mm, Anion Self-Regenerating Suppressor) constitué de deux membranes
échangeuses de cations. Il permet ainsi d’augmenter la sensibilité de détection (amélioration du rapport

signal/bruit de fond) en supprimant la conductivité résiduelle de I'éluant et en augmentant celle des
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ions de I'échantillon en les transformant sous forme acides avec des protons comme contre ions qui
sont plus conducteur. Les ions sont ensuite dirigés vers la cellule de conductivité qui permet la mesure
de la conductivité électrique des ions de I'échantillon (en uS m™) lors de leur passage au travers de la
cellule chauffée a 35 °C. La conductivité électrique est la capacité d’un corps ou d’une solution a laisser
les charges électriques se déplacer et donc permettre le passage d’un courant électrique. La
conductivité de chaque anion est donc directement proportionnelle a sa concentration. Le mélange
éluant/échantillon aprés passage au travers de la cellule de conductivité est recyclé dans le suppresseur
ou il est utilisé comme source d’eau pour la chambre de régénération. Il restaure ainsi les sites

d’échanges d’ions dans leur état original.
1.2. Traitement et analyse du signal

La cellule de conductivité transmet le signal (le chromatogramme) a un systeme d’acquisition de
données (logiciel Chromeleon®). Le logiciel permet d’identifier les ions en fonction de leur temps de
rétention et par intégration de la surface des pics d’en déterminer la concentration par comparaison a
ceux de standards préalablement passés. En effet avant passage de I'échantillon, le systeme a été calibré
par l'utilisation de standard aux concentrations bien définies. La comparaison des résultats de
I’échantillon a ceux des standards permet la quantification des ions connus. L'instrument a été calibré
en utilisant cing standards de concentration croissance de composés d’intéréts dans une matrice d’eau
de mer artificielle (Fluorure, Acétate, Lactate, Formate, Propionate, Acrylate, Chlorure, Sulfate, Oxalate,
Fumarate, Phosphate, Bromure, Nitrate et Thiosulfate).
1.3. Protocole

Les anions ont été mesurés en utilisant un systeme ICS-2000 équipé d’un Dionex AS50 autosampler
(Dionex, Camberley, UK). La séparation chromatographique a été réalisée par une colonne AS15 a 30 °C

avec un suppresseur Dionex (ASR5 4 mm) et a un débit de 0,9 ml min™.

Un volume de 0,5 mL d’échantillon a analyser est transféré avec une seringue de 1 mL dans un
Eppendorf puis centrifugé 15 min a 12'000 g a température ambiante afin d’éliminer les cellules. Le
surnageant est ensuite transféré dans un chromacol en verre borosilicaté et conservé a -20 °C. Avant
analyse, une dilution au dixieme (volume final 1 mL) est réalisée avec de I'eau ultrapure (Milli-Q system;
Millipore). Afin d’éviter toute contamination, des précautions sont prises. Tout d’abord les chromacol
ont été préalablement passés au four a 450 °C pour éliminer toute trace de matiere organique. Les
bouchons sont rincés avec de I'eau ultrapure avant d’étre autoclavé 20 min a 121 °C. Les dilutions sont
réalisées sous hotte PSM2 a flux laminaire Biocyt 120 (Flufrance, Wissous, France) en utilisant des cones
a filtres. Le protocole pour le recueil de fraction dans le cadre d’utilisation de radiotraceur est détaillé

dans la partie suivante.

138

/S
—



Chapitre Il — Matériels & Méthodes |

2.8. Maesures d’activités métaboliques par utilisation de radiotraceurs

2.8.1 Mesure d’incorporation de carbone radiomarqué

La production de biomasse a été estimé par 'incorporation de 28 ulL de [14C] bicarbonate (Perkin, réf :
NECO86H001IMC) du 2014.12.09 avec une activité spécifique de 59,0 mCi/mmol (2,183 Gbg/mmol)
dans 50 mL de culture en triplicata (a 96 kBq activité final). Les cultures ont été incubées pendant 8 jours
a 80 °C. Les cultures sont stoppées par I'ajout de 250 pL de NaOH 10 M puis 5 mL sont prélevés et filtrés
sur un filtre de 0,22 um. Le filtre est lavé par deux lavages (10 mL) de solution saline stérile (NaCl 37 g L
1 puis par acidification 3 mL d’HCl 1 M (5 min de repos). Les filtres sont transférés dans une fiole de
comptage de 12 mL contenant 10 mL de liquide de scintillation Optiphase HiSafe 3 (PerkinElmer,
Waltham, USA) puis comptés sur un analyseur a scintillation liquide Tri-Carb® 2910TR (PerkinElmer,
Waltham, USA). Les témoins stériles correspondent a des fioles de cultures autoclavées 20 min a 121 °C

apres inoculation. Les témoins négatifs sont des fioles non inoculées.

2.8.2 Utilisation de radiotraceur ([**C] Bicarbonate) avec collection de fraction

2.8.2.1. Principe

L'utilisation de radiotraceur permet de réaliser le suivid' atomes radio-marqués d’'un composé donné
afin de déterminer les produits issus de son utilisation au sein des cellules. Dans notre étude, nous
souhaitons confirmer que la réaction (HCOO™ + H,0 => H, + HCO5') est bien a 'origine de la production
de formate. C’est |a raison pour laquelle nous utilisons du bicarbonate marqué (H*#COOQ"). Pour étre s(r
de mesurer la radioactivité des seules molécules de formate, il est nécessaire de les séparer des autres
molécules. Il est possible de le faire en utilisant une chromatographie ionique qui permet la séparation
des anions (FIGURE 56). Pour recueillir la fraction d’intérét correspondant au formate dans notre cas il
faut déterminer le temps de rétention de la molécule d’intérét. La zone d’élution du formate est entre
22,8 et 24,25 min avec le pic d’élution a T=23,463 min. Dans un second temps, il est nécessaire de
collecter I'ensemble des fractions de I'analyse d’un échantillon test (lorsqu’un standard radiomarqué
n’est pas disponible) pour étre sQr qu’il n’y ait pas d’autres produits métaboliques radiomarqués et pour

limiter au maximum la zone de collection (FIGURE 56).
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oem

Figure 56 : Mise au point de la collection de formate radiomarqués. A : Chromatogramme des différents
standards servant a calibrer la chromatographie avec le pic n°11 correspondant au formate détecté par un
détecteur a conductivité. B : Mesure des activités (en désintégration par min) des différentes fractions issues
de I'analyse en chromatographie ionique d’une culture de Thermococcus onnurineus NA1 (incubées avec du
bicarbonate marqué au *C et collectées entre le T=18 et T=27 min).

2.8.2.2. Protocole

Des prélevements de 500 pL ont été réalisés pour doser la concentration des anions a différents temps
d’incubations (0, 24, 48, 72, 96 et 192 h) des cultures utilisées pour la production de biomasse. La
collection du formate marqué (HCOO™) est réalisé par chromatographie échangeuse d’ions équipée d’un
collecteur de fraction automatique AFC-3000 (ThermoScientific, Waltham, USA). La mesure d’activité
est réalisée a partir d'un pool de trois fractions par échantillon dilué au cinquieme (100 pL de culture

dans 400 pL d’eau désionisée) pour augmenter la sensibilité.
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Etude A. Influence des conditions physico-chimiques sur I’enrichissement
de communautés hyperthermophiles de cheminées hydrothermales de la ride
médio-Atlantique en cultures en continu

Collaborateurs ayant participés a cette étude : S. Le Guellec™, D. Frangois!¥, F. Lesongeur™, J. Aube!¥,
E. Pelleter!?, A. Godfroy!'", Y. Fouquet!?, E. G. Roussel!

[1] Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes

[2] Laboratoire Cycles Géochimiques et ressources

A.1. Introduction

Notre vision des écosystemes profonds s’est radicalement modifiée depuis la découverte des sources
hydrothermales profondes. Dans ces environnements, les dépots de sulfures massifs enrichis en métaux
résultent de la précipitation de minéraux réduits lors du mélange, au niveau du plancher océanique, des
fluides hydrothermaux (surchauffés et réduits) avec I'eau de mer (froide et oxygénée). Ces édifices
hydrothermaux abritent des écosystemes complexes qui ont comme particularité d’avoir a la base de
leurs chaines trophiques une production primaire chimiotrophe réalisée par des micro-organismes
chiomiosynthétiques. Ce sont des biotopes trés hétérogénes et dynamiques caractérisés par des
gradients physico-chimiques trés marqués a I’échelle du cm au mm et par une diversité minéralogique
complexe, engendrant une multitude de microenvironnements favorables au développement d’une

riche diversité de micro-organismes.

Ces micro-organismes sont présents a l'interface géosphére-biosphere, il est ainsi essentiel de
déterminer leur diversité et leurs fonctions. Encore trop peu d’études se sont intéressées aux
mécanismes d’interactions entre les micro-organismes et les minéralisations hydrothermales mais les
premiers résultats montrent que de par leurs activités métaboliques les micro-organismes peuvent
modifier la minéralogie des cheminées et la composition du fluide hydrothermal en favorisant la
dissolution ou au contraire la précipitation de certains minéraux. La caractérisation des populations
microbiennes constituant les communautés de ces écosystémes reste difficile a réaliser en raison du
faible nombre de micro-organismes cultivables. Le développement de nouvelles méthodes de culture
en continu a l'aide d’un bioréacteur Gas-Lift permet de réaliser des cultures d’enrichissement a haute
température et d’accéder a une plus grande diversité inaccessible par les méthodes culturales

classiques.
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Dans cette étude, nous avons comme objectif d’analyser la diversité microbienne des communautés
hyperthermophiles d’échantillons de cheminées de sources hydrothermales profondes en réalisant,
dans les mémes conditions physico-chimiques, 5 cultures d’enrichissements en continu en bioréacteur
Gas-lift. Ces opérations ont été réalisées a partir d’échantillons de sulfures de 3 champs hydrothermaux
de la ride médio-Atlantique (TAG, Snake Pit et Lucky Strike). L'analyse de la diversité associée a des
sections polies de minéralisations naturelles hydrothermales représentatives de celle trouvées au
niveau de chacun des édifices hydrothermaux incubées avait pour but de déterminer les processus de
colonisation. De plus, dans une des cultures en continu, une variation de I'activité hydrothermale a été
simulée par une diminution progressive de la température et un apport d’oxygene avant de revenir aux
conditions initiales. Cette modification des conditions chimiques sur les micro-organismes colonisateurs
permet de déterminer leur capacité de résilience en cas de perturbations de leur environnement

comme c’est le cas in situ.

A.2. Mises en ceuvre des incubations

Les échantillons de cheminées hydrothermales ont été prélevées sur 3 champs hydrothermaux de la
ride médio-Atlantique (Snake Pit, TAG et Lucky Strike) au cours de différentes campagnes

océanographiques : MOMARSAT2017, HERMINE, BICOSE 2, et MOMARSAT2018 (TABLEAU 9).

Les cultures ont été réalisées a 80 °C a pH 6,5 sous un balayage gazeux N,/CO,/H, (75/20/5) en utilisant
pour la premiere fois du fluide hydrothermal non filtré comme base minérale et inoculé avec des
morceaux de cheminées hydrothermales prélevées sur le site de provenance du fluide (TABLEAU 10). Les
incubations SNc_2017 et SNb_2018 ont été réalisées a partir d’échantillons de cheminées différentes
du site « Les Ruches », les incubations LSa_2017 et LSc_2018 proviennent de deux sites différents,
distants de 1km, du champ de Lucky Strike et l'incubation TAGn_2018 a été réalisée a partir
d’échantillon de TAG. Plusieurs sections polies de sulfures massifs de 1 cm? environ étaient incorporées
des le démarrage de lincubation. Ces sections polies ont été échantillonnées différents temps
d’incubations et conditionnées pour analyser la diversité microbienne et la minéralogie. Les surfaces
des sections polies sont représentatives de I'exposition de surfaces fraiches et réactives engendrées par

I'activté hydrothermale.

Une perte d’activité a été simulée au cours de I'incubation TAGn_2018 avec a partir du 12*™ jour la
diminution progressive de la température de 80 a 4 °C jour sur plusieurs jours, le changement de la
composition du balayage gazeux de N»/H,/CO, (75:20:5) a une composition N»/0 (78:21) et enfin par
I'apport d’eau de mer prélevée a basse température (2 °C, BIC2-PLO1-PBT4-A). Les conditions

d’incubation au cours de cette période était instable car le le pH variait entre 6,5 et 8. Apres 2 jours a
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4 °C(J15 et J16), la température a progressivement été remontée a 80 °C (T=501 h) avec un retour a un

balayage gazeux de N2/H,/CO; (75:20:5) a T=549 h.

Tableau 9 : Récapitulatif des échantillons analysés dans le cadre de cette étude.

Champ de
Campagne Site Coordonnées Engin Code échantillon
prélevement
HERMINE Les Ruches | (N23'22.1162 Nautile
Snake Pit (cheminée HER-PLO2-PBT2
(2016) Cliff Tower | W044'57.1154) | (1877-02)
MOMARSAT17 Tour Eiffel , i
Lucky Strike | (cheminge | N3717-33 Victor | \om17 Aisics2 PBT4
(2017) W3216.53) (668-2)
Aisics) '
MOMARSAT2018 (37173651 | Victor
Lucky Strike ; : MOM18-CAP-2
(2018) Capelinhos | 037115 8390) | (698-3)
Bl E2 N -
€os Snake Pit | Los puches | (N23'22.114 Nautile BIC2
(2018) Wo44's7.111) | (1919-13) | pr1919 13 PBT 01
BICOSE 2 TAG Zone des (N26'08.211 Nautile
BIC2-PLO1-PBT4
(2018) nurseries | W044'49.542) | (1907-01)
Tableau 10 : Récapitulatif des 5 incubations.
Incubation de section
Durée totale Nombre de fraction liquide
Nom de Site de polies de sulfures
d’incubation prélevées (durée d'incubation
I'incubation préléevement massifs (durée
(jours) en heures)
d’incubation en heures)
n=13 (0, 24, 48, 72, 108, 155, 205,
SNc_2017 Snake Pit (
24 255, 300, 349, 397, 448, 496 et Non
(HERMINE) (Les ruches)
564)
LSa_2017 " Lucky Srike n=11 (24, 48, 72, 96, 120, 144, ) 063)
263
(MOMARSAT2017) (tour Eiffel) 157,192, 216, 240 et 263)
LSc_2018 " Lucky Srike n=12 (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, \
on
(MOMARSAT2018) (Capelinhos) 148, 168, 192, 216, 240 et 248)
SNb_ 2018 3 Snake Pit n=8 (0, 44, 144, 165, 210, 259 et 6 )
165 et 303
(BICOSE 2) (Les ruches) 303)
n=21 (48, 96, 145, 165, 191, 241,
TAGNn_2018 . TAG 286,301, 337,356,373, 382,425, | (165, 301, 454 et 733)
, ) et
(BICOSE 2) 432,454,475, 504, 547, 573, 645
et 733)
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La diversité archéenne a été analysée par séquencage Illlumina (A344f/A806r). Il n’a pas été possible de
détecter la présence de séquences bactériennes par amplification PCR suggérant que la biomasse
bactérienne pourrait étre inférieure a celle des archées. Un total de 5 488 723 séquences a été obtenu
sur I'ensemble des 85 échantillons formant 201 OTUs. Les échantillons correspondent aux fractions
liquides prélevées a différents temps au cours de 5 incubations réalisées a I'aide d’un bioréacteur Gas-
lift. Pour trois des incubations, des sections polies de sulfures massifs ont été incubées au sein des
cultures en continu et récupérées a différents temps d’incubation. La majorité des séquences
(4 888 950) appartient au phylum des Euryarchaeota (qui comprend 137 OTU). Le nombre de séquence

par échantillon a été ramené a 9000 apres normalisation pour I'analyse des diversités.

A.3. Résultats & Discussions

A3.1 Diversité des échantillons bruts

Les cing cultures en bioréacteurs Gas-lift ont été inoculées avec des morceaux de cheminées matures
composées majoritairement de sulfures de cuivre et de fer dont I'abondance varie entre les cheminées

(TABLEAU 11).

Tableau 11 : Composition minéralogique des échantillons bruts ayant servis d’inoculum pour les incubations
en bioréacteur Gas-lift.

Minéralogie Formule |LSa 2017 LSc 2018 | SNc 2017 | Snb_2018 | TAGn_ 2018
Anhydrite CaS0q / / 33 13 3
Chalcopyrite CuFeS, 11 23 61 / 40
Isocubanite CuFe;S; / / / 19 /
Marcasite FeS, 39 42 / 5
Pyrite FeS, 48 22 6 35
Pyrrhotite FeisS / / / 55 /
Sphalérite (Zn,Fe)S / 11 / 2 17

Certaines cheminées sont

également composées d’anhydrite (jusqu’a 33 % pour la cheminée
SNc_2017). Les deux cultures LSa_2017 et LSc_2018 ont été réalisées a partir d’échantillons prélevés
sur le champ hydrothermal de Lucky Strike mais de deux sites distants d’environs 1 km. La culture
LSa_2017 a été réalisée a partir d’un échantillon de la partie basse de la cheminée Aisics (MOM17-
Aisics2-PL668-PBT4) au pied du site Tour Eiffel alors que la culture LSc_2018 a été réalisée a partir d’un
échantillon de la cheminée Capelinhos (MOM18 cap2). Les cultures SNc_2017 et SNb_2018 ont été

inoculées avec deux cheminées différentes qui proviennent du méme site (Les Ruches) du champ
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hydrothermal Snake Pit. La cheminée de SNc_2017 (HER-PLO2-PBT2) est composée de chalcopyrite
(61 %), d’anhydrite (33 %) et de pyrite (6 %) alors que la cheminée SNb_2018 (BIC2-PL13-PBT-01)
prélevée dans la zone de la cheminée Bénitier est constituée majoritairement d’un assemblage de
pyrrhotite (55 %), d’isocubanite (19 %), d’anhydrite (13 %), de pyrite (9 %) et de sphalérite (2 %). La
culture TAGn_2018 a été réalisée a partir d’un échantillon d’une cheminée active de type diffuseur
(BIC2-PLO1-PBT-4) de la zone des nurseries et composée de chalcopyrite (40 %), de pyrite (35 %), de
sphalérite (17 %), de marcasite (5 %) et d’anhydrite (3 %).

Les diversités microbiennes des échantillons bruts sont majoritairement constituées d’Euryarchaeota
mais présentent des différences les unes des autres avec des variations importantes d’abondances

relatives (FIGURE 57).
LSa_2017 LSc_2018 SNc_2017 SNb_2018 TAGn_2018

100% l - -
80%
60%
40%
20%
| || || H =

0%

Abondance relative

Brut 24 h Brut Oh Brut Oh Brut Oh Brut 44 h
B Aenigmarchaeota B Desulfurococcales
Thermoproteales Archaeoglobales
B Methanococcales B Thermococcales
B Thermoplasmatales B New Unaffiliated Group
H pCIRA-13 B Thaumarchaeota

Figure 57 : Comparaison des diversités archéennes des échantillons bruts ayant servis d’inoculum et des
fractions obtenue par séquencage Illlumina (344f-806r).

Pour la culture LSa_2017, la diversité de I'échantillon brut est faible et est majoritairement constituée
de Thermococcales (98,4 %) et d'un peu d’Archaeoglobales (1,2 %). La diversité de I’échantillon brut de
la culture LSc_2018 est plus importante avec des Archaeoglobales (43,4 %), des Thermococcales
(25,5 %), des Thermoproteales (13,7 %), des Thermoplasmatales (11,4 %) et des Desulfurococcales
(4,1 %). Pour les cultures inoculées avec des cheminées du champ Snake Pit, la diversité de I'échantillon
brut de l'incubation SNc_2017 (HER-PLO2-PBT2) est majoritairement constituée d’Archaeoglobales
(87 %), ainsi que de Thermococcales (10 %) et de Desulfurococcales (2 %) tandis que celle de

I’échantillon brut de la culture SNb_2018 est constituée a 72 % de séquences affiliées a une séquence
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d’un clone pCIRA-13 (AB095138, 99 %) appartenant au phylum des Euryarchaeota, a 14 %
d’Archaeoglobales, a 5,4 % de Desulfurococcales et a 4,8 % de Thermococcales. La séquence du clone
pCIRA-13 a été identifiée sur un substrat du module de colonisation ISCS d’un site de la ride Centrale
Indienne déployé a 2 m du point d’émission a une température moyenne de 2 °C (Takai, Gamo, et al.,
2004). Les plus proches représentants cultivés sont Archaeoglobus sp. NI85-A (AB175518.1) et
Thermococcus litoralis DSM5473 (CP006670) avec 86 % de similarité.

Il n"a pas été possible d’obtenir des signaux d’amplification de séquence pour I'échantillon brut de
I'incubation TAGn_2018 ni pour les deux premiers prélévements (T=0 h et T=24 h) de la fraction liquide.
Les diversités détectées sont cohérentes avec les résultats de précédentes études de cheminées
hydrothermales (Kormas et al., 2006; Li et al., 2014; Reysenbach et al., 2000; Schrenk et al., 2003; Takai
et al., 2001).

Les diversités détectées dans les bioréacteurs apres inoculation aux T= 0h qui correspondent a lasomme
des diversités de I'échantillon brut et de celles des fluides hydrothermaux sont similaires a celles des
échantillons bruts pour les incubations LSa_2017, SNc_2017 et SNb_2018. Pour l'incubation LSa_2017,
aucune amplification PCR positive n’a pu étre obtenu sur le T=0 h. Néanmoins la diversité de la fraction
liquide au T=24 h differe légerement avec l'apparition de Thermoplasmatales (DHVE2) (8 %)
correspondant a une diminution des Thermococcales (90 %). Leurs séquences sont affiliées a 100 % a la
séquence d’Aciduliprofundum sp. MAR08-339 (CP003168) isolée d’une cheminée de Lucky Strike (Flores
etal., 2011). La diversité de I’échantillon brut est différente pour I'incubation LSc_2018 avec la présence
d’Archaeoglobales (33 %), de Thermoproteales (13,4 %) et de Desulfurococcales (4 %) qui ne sont pas
détectées dans I"échantillon T= 0 h mais qui le sont par la suite. Cette différence de diversité pourrait
s’expliquer par une biomasse du fluide plus importante que celle de I'échantillon brut (e signal
d’amplification en PCR était faible) mais avec une diversité plus faible avec que des Thermococcales
(75 %) et des Thermoplasmatales (23,7 %). La diversité des différents enrichissements est donc

représentative de celles des échantillons bruts.

A.3.2 Evolution de la diversité microbienne au sein des différents bioréacteurs

De maniere générale, la composition des communautés se complexifie au cours de I'incubation dans les
différents incubateurs avec une augmentation du nombre de cluster de 18 (T=0h) a 43 (T=496h) pour
I'incubation SNc_2017, de 76 (T=24 h) a 109 (T=263 h) pour l'incubation LSa_2017, de 58 (T=0 h) a 87
(T=248h) pour I'incubation LSc_2018, de 53 (T=48 h) a 74 (T=301 h) pour TAGn_2018, et de 50 (T=0 h)
a 72 (T=303 h) pour l'incubation SNb_2018 (FIGURE 58). La structure des communautés de chaque

incubation est significativement différente les unes aux autres (p>0.001) mais la diversité
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phylogénétique est similaire avec une tres grande majorité d’Euryarchaeota (Thermococcales et

Archaeoglobales) (FIGURE 59).

L’absence de détection de séquences bactériennes avait déja été constaté au cours d’une précédente
incubation réalisée a 85 °C a partir d’échantillons de TAG (Byrne et al., 2009). La dominance du domaine
des archées dans des conditions de température supérieur a 80°C et dans des conditions oligotrophes

sans ajout de matiere organique est cohérente.

La diversité des archées est majoritairement représentée par 13 OTU qui sont retrouvés en abondance
(> 1 %) et qui constituent 83,7 % du nombre des séquences totales (FIGURE 59B). 5 OTUs sont identifiés
dans tous les échantillons dont trois affiliés a I'ordre des Thermococcales et qui constituent une fraction

importante en représentant de la diversité totale (5, 16 et 27 %).

Les séquences représentatives de ces OTUs présentent 100 % de similarité avec les séquences des génes
codant pour 'ARNr 16S d’espece de Thermococcus isolées de sites de la ride médio-Atlantique : I'OTU
1 est affiliée & T. barophilus Ch5 (100 % de similarité, CP013050) et T. barophilus MPT (100 %, CP002372)
isolées respectivement du champ d’Ashadze (Oger et al., 2016) et de Snake Pit (Marteinsson et al.,
1999), I'OTU2 est affiliée a T. thioreducens OGL-20P, 100 % (CP015105) isolée de Rainbow (Pikuta et al.,
2007) et 'OTUS est affilié a T. atlanticus MA898 (100 %, NR_042075) isolée d’échantillons de TAG et de
Snake Pit (Cambon-Bonavita et al., 2002). Les Thermococcales sont présentes dans une tres grande
majorité des études de diversité des sources hydrothermales (Orcutt et al., 2011; Schrenk et al., 2008;
Takai et al., 2006; Takai & Nakamura, 2010) et un grand nombre ont été isolés et étudiés d’échantillons
hydrothermaux (Schut et al., 2014) dont certaines de Snake Pit comme T. marinus EJ1 (Jolivet et al.,
2004) et T. barophilus MPT qui est I'une des premiéres souches piézophiles hyperthermopbhiles décrites.
Elles sont (hyper)thermophiles, identifiées comme chimioorganotrophes fermentaires anaérobies

capable de réduire différents composés soufrés (Schut et al., 2014).

Deux autres clusters affiliés aux Archaeoglobales sont également retrouvés dans toutes les fractions
liquides et représentent 5,2 et 4,6 % du nombre total de séquence. Les séquences du premier sont
affiliées a 100 % a Geoglobus ahangari 234 (CP011267) et le deuxieme a Archaeoglobus fulgidus DSM
8774 (CP006577). Les Archaeoglobus sont des hyperthermophiles (température optimale de croissance
autour de 80 °C) qui réduisent le SO4* mais également le thiosulfate ou le sulfite en utilisant I'H; ou des
composés organiques comme l'acétate ou le pyruvate comme donneur d’électron (Burggraf et al.,
1990). Six espéces composent le genre dont A. veneficus isolée de Snake Pit (Huber et al., 1997). L'ordre
des Archaeoglobales contient deux autres genres celui des Geoglobus et celui des Ferroglobus. Les
représentants cultivés (Geoglobus acetivorans (Slobodkina et al., 2009), G. ahangari (Kashefi et al.,

2002) et Ferroglobus placidus (Hafenbradl et al., 1996)) sont capables de réduire le fer (lll). Les
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Geoglobus sont capables de croitre en litho-autotrophie (oxydation de I'H;) ou en organo-hétérotrophie
(oxydation du pyruvate ou encore de |'acétate) avec le fer Ill comme accepteur d’électron. Les
Thermococcales et les Archaeoglobales figurent parmi les taxons les plus détectés des études de
diversité des environnements hydrothermaux (Rutherford, 2014). Ils représentent ainsi la majorité des
séquences (71 % de Thermococcales et 22 % d’Archaeoglobus) précédemment obtenus sur le module
de colonisation Vent caps déployé sur Snake Pit en 1995 (Reysenbach et al., 2000). Les Thermococcales,
contrairement aux Archaeoglobales, ont été systématiquement retrouvées en abondance au cours des
précédentes culture en bioréacteurs Gas-lift inoculé avec des échantillons de méme nature (Byrne et
al., 2009; Callac et al., 2015; Landreau, 2016; Postec et al., 2007; Postec et al., 2005). Néanmoins,
I’enrichissement de Thermococcales dans ces conditions de notre étude (balayage en H; et sans ajout
de matiere organique ni de soufre) est inattendu (Byrne et al., 2009). En effet en culture pure et en
absence de S, la croissance des Thermococcales est inhibée par de faibles concentrations en H,, produit
terminal de son métabolisme, suggérant ainsi un mécanisme permettant a ces Thermoccocales de
réduire leur pression partiel d’H, intracellulaire. Ce mécanisme pourrait, étre la conséquence d’une
association a des souches hydrogénotrophes ou la présence d’une voie métabolique indépendante de

Iutilisation du souffre.

Figure 58 : Représentation graphique de I'abondance relative des 201 OTUs identifiés par séquencage
lllumina (344f/806rpour chaque incubation analysée dans le cadre de cette étude (SNc_2017, LSa_2017,
LSc_2018, SNb_2018 et TAGn_2018). Chaque colonne représente la diversité associée a un temps
d’incubation Les échantillons sont classés par incubation et par ordre de prélévement: les colonnes |
correspondent aux échantillons bruts ayant servi d’inoculum aux incubations, les fleches rouges
correspondent aux fractions liquides et enfin les colonnes SP correspondent aux sections polies de sulfure
massif incubées. L'intensité de la coloration est fonction de I’'abondance de cet OTU par rapport aux autres
OTUs du méme groupe phylogénétique. Une case blanche indique I'absence de séquence de cet OTU. Les
nombres entre parenthéses indiquent le nombre de d’OTU appartenant au groupe phylogénétique.
NUG pour « New Unaffiliated Group ». L’abondance relative des OTU les plus abondants (> 1 %) au sein de la

diversité totale est indiqué sur la colonne de droite.
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Figure 59 : Représentation graphique de la diversité archéenne obtenue par séquencage lllumina (344f/806r)
pour chaque incubation au cours du temps, associée a celle (quand disponible) de la diversité de sections
polies de sulfures massifs incubées. Les cercles indiquent I'origine des sulfures, bleu pour Snake Pit, blanc
pour TAG et rouge pour Lucky Strike. La concentration cellulaire (en cellules mL?) des fractions liquides est

représentée en ordonnée.
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A.3.3  Diversité des archées spécifigues a certaines incubations

Des séquences affiliées a 100 % au géne codant pour I'’ARNr 16S de la souche méthanogéne
Methanotorris igneus Kol 5 (NR102901) sont en effet identifiées en abondance dans les fractions
liquides des incubations SNc_2017 et SNb_2018 mais sont absentes des fractions liquides des

incubations LSa_2017 et LSc_2018.

C'est la premiére fois que des méthanogenes hyperthermophiles sont enrichies en bioréacteurs Gas-
lift. L'enrichissement des incubations en Methanotorris semble tres rapide car leurs proportions
relatives augmentent de 0,6 a 80 % en 24 h sur SNc_2017. Elles apparaissent plus tardivement au cours
de lincubation SNb_2018 avec un optimum de 42,8 % apres 259 h. Cette méthanogene est
chimiolithoautotrophe utilisant I'H, comme donneur d’électrons a une température optimale de
croissance de 88 °C (Burggraf et al., 1990). Sa présence dans la phase liquide est également corrélée par
I'observation de cellules auto-fluorescentes a 420 nm (présence de I'enzyme Fa0) caractéristique des
méthanogenes. La présence de M. igneus avait déja été référencée par Jeanthon et collaborateur en
1999 a partir d’échantillon de cheminées prélevées sur le champ de Snake Pit (Jeanthon et al., 1999).
Une souche de M. igneus a également pu étre isolée a partir d’échantillons bruts d’'une cheminée
prélevée sur le site La Ruche au cours de la campagne BICOSE 1 (communication personnelle S.
L'Haridon). Les concentrations en H; des fluides de ces trois champs basaltiques sont du méme ordre
de grandeur avec 0,35 mM de moyenne (Charlou et al., 2002) et largement inférieures a celles de
champs hydrothermaux ultramafiques (13,6 mM de moyenne) dans lesquels les méthanogénes sont
identifiés dans les inventaires moléculaires. Dans les cheminées et diffuseurs actifs de Snake Pit la
pyrrhotite et I'isocubanite sont les sulfures de fer et de cuivre dominants, ils traduisent des conditions
plus réductrices que celles de TAG et Lucky Strike pour lesquelles la pyrite (sulfure de fer) et la
chalcopyrite (sulfure de cuivre) sont les sulfures dominants. La formation de ces minéraux dans les
cheminées actives traduit les conditions plus ou moins réductrices du fluide (non mélangé a 'eau de

mer).

Des séquences d’Aeropyrum sont détectées en abondance dans les incubations LSa_2017 et LSc_2018
et dans une moindre importance dans les incubations SNc_2017, SNb_2018 et TAGn_2018 (< 1 %). Ces
séquences sont affiliées a 97 % a une séquence d’Aeropyrum sp. AF1T6.18 (FM242724) détectée dans
une culture en bioréacteur réalisée a partir d’échantillon du site de TAG (Byrne et al., 2009). Bien que
des séquences d’Aeropyrum aient déja été identifiées en abondance dans des inventaires moléculaires
d’échantillons provenant de Lucky Strike (Flores et al., 2011) et sur d’autres sites hydrothermaux de la
MAR comme Ashadze (Roussel et al., 2011), leur enrichissement dans ces conditions est surprenant. En

effet les deux espéces de ce genre, Aeropyrum camini et A. pernix sont des hyperthermophiles (optimum
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85-95 °C) hétérotrophes avec comme particularité d’étre strictement microaérophiles en utilisant 1’0,

comme accepteur terminal d’électron (Nakagawa et al., 2004; Sako et al., 1996).

Deux phylotypes tres divergents de représentant cultivés ont été enrichies dans 3 incubations. lls
représentent 2,9 et 3,3 % de la diversité totale ne sont affiliés a un clone incultivé HTM8731-A9
(AB611366, similarité 97 % pour le gene codant pour I'ARNr 16S) identifié sur une cheminée
hydrothermale du Pacifique (Yoshida-Takashima et al., 2012). Les plus proches représentants cultivés
sont Thermosphaera aggregans a 82 % (NR074380) et Vulcanisaeta sp a 83% (HM594677). lls sont
particulierement abondants dans les cultures LSa_2017 et LSc_2018 jusqu’a représenter 70% de la
diversité totale a T=120 h sur LSa_2017 et 23 % a T=144 h sur LSc_2018. Ils sont également présents en
faible abondance (< 1 % de I'abondance) dans les incubations SNc_2017, SNb_2018 et TAGn_2018 a
I'exception pour cette derniere d’un enrichissement épisodique a 56 % (T=337 h). Cette augmentation
coincide avec la diminution de la température a 50 °C. Ces séquences ont déja été détectées et enrichies
(<42 % de la diversité relative)) au cours d’une premiere culture en continue réalisée a partir
d’échantillons de Snake Pit (campagne BICOSE 2014) (données non montrées). Elles ont été aussi
détectées lors d’analyses de la diversité d’échantillons de cheminée hydrothermale de deux champs
hydrothermaux (Futuna (SW Pacifique) et Lucky Strike) (communication personnelle V. Redou et A.

Godfroy). Elles ont été nommées de NUG pour « New Unaffiliated Group ».

Ces différences de diversité (opposition présence de méthanogéne/Aeopyrum et NUG) pourraient étre
expliquées par un état plus réducteur des incubations de Snake Pit et moins réducteur pour les
incubations de Lucky Strike et de TAG. Il serait intéressant de mesurer le potentiel redox de prochaines
incubations pour déterminer si ce facteur est déterminant pour I'enrichissement de ces phylotypes.
L'apport d’H, en condition réductrice permet donc d’enrichir les méthanogenes hydrogénotrophes

présents en faible quantité dans I'environnement de Snake Pit

Alors que la grande majorité des OTU (166 sur 201) sont retrouvées dans au moins 4 des incubations,
certaines sont spécifiques a une seule incubation (SNc_2017) dont 4 sont retrouvés en abondance
(> 1 % de la diversité) (FIGURE 58). L'incubation HER se distingue par sa durée de 24 jours, plus longue
qgue les autres incubations qui elles ont duré entre 11 et 13 jours (lI'incubation TAGn_2018 a duré
32 jours mais au 12'™ jour une perte d’activité a été simulée perturbant son équilibre). Trois de ces
phylotypes originaux ne possedent pas de représentant cultivé proche (dont la séquence codant I’ARNr
16S avec une similarité supérieure a 85 %). Le premier qui est peu présent au cours de l'incubation
(> 0,02 %), est progressivement enrichi en passant de 0,2 % (T=448 h) a 40,5 % (T=564 h). L’analyse
phylogénétique des séquences les placent dans le phylum des Candidatus Aenigmarchaeota. Aucun

micro-organisme appartenant a ce phylum n’avait été jusqu’ici enrichi en culture. Les deux autres
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phylotypes associés a 85 % a Methanocaldococcus indicus SL43 et a 82 % a Thermococcus marinus EJ1
sont moins abondants avec une abondance maximale respective de 2,6 % et de 1,3 % (a T=496 h). Enfin
le quatrieme phylotype est associé a 96 % a Thermofilum pendens avec une abondance maximale de
5,1 % a T=564 h. Ces phylotypes sont apparus aprés une longue période d’incubation suggérant le

pouvoir des incubations pour le développement d’organismes.

A.3.4 Diversités associées a des surfaces minérales incubées dans les bioréacteurs

Plusieurs sections polies de sulfures massifs de 1 cm? environ étaient incorporées deés le démarrage de
I'incubation. Ces sections polies ont été échantillonnées différents temps d’incubations et
conditionnées pour analyser la diversité microbienne et la minéralogie. Les roches ayant servies a la
préparation de ces sections polies les modifications minéralogiques. Les sulfures proviennent
d’échantillons prélevés lors de précédentes campagnes sur ces mémes sites. Leur composition
minéralogique est différente. Ainsi les sections polies provenant de TAG sont composées de pyrite et de
marcasite (FeS,), c’est également le cas pour celle de Lucky Strike qui contiennent également des traces
de chalcopyrite (CuFeS,). Les sulfures de Snake Pit se composent de chalcopyrite (CuFeS;) et

d’isocubanite (CuFe,Ss).

Les sections polies de sulfures massifs de I'incubation SNb_2018 ont été échantillonnées a deux temps
(T=165 h et T=303 h) pour lesquels, les trois types de sulfures massifs ont été utilisées (provenant de
Snake Pit, de TAG et de Lucky Strike). Celles de I'incubation TAG I'ont été a T=161 h et a T=303 h puis
apres une simulation de perte d’activité hydrothermale a T=455 h et T=733 h. Enfin dans le cadre de
I'incubation LSa_2017, deux sections de sulfures provenant du site Lucky Strike ont été récupérées a

T=263 h.

Les diversités des communautés développées a la surface des sections polies incubées dans les mémes
conditions (jusqu’au T=303 h) sont similaires a celle des fractions liquides avec une majorité de
Thermococcales (entre 42 et 83 %) et d’Archaeoglobales (entre 2 et 41 %) principalement affiliée a

Geoglobus ahangari.

Les Methanococcales détectées dans les fractions liquides de I'incubation SNb_2018 le sont également
sur les sections de sulfures massifs (entre 1 et 22,4 % pour SNb_2018), alors qu’elles ne sont pas
détectées dans les fractions liquides de I'incubation TAG, elles sont présentes dans les sections de
sulfures massifs (0,8 a 1,1 %). Les NUG sont peu abondants sur les sections de I'incubation SNb_2018
(entre 0,4 et 3 %) mais le sont sur celles de I'incubation TAG avec un enrichissement important au

T=303 h avec une abondance entre 13,3 et 27,8 %.
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La diversité microbienne associée aux deux sections polies de I'incubation LSa_2017 est également
similaire a celles des autres incubations, avec une majorité de Thermococcales (29,1 et 40,4 %) et
d’Archaeoglobales (21,5 et 39,5 %), ainsi qu’avec une plus grande abondance des séquences affiliées au
NUG (46,8 et 16,2 %). La principale différence avec la diversité de la fraction liquide est la faible
abondance de Desulfurococcales affiliés a 98 % au genre Aeropyrum dans les sections de sulfures massifs

(0,5 et 2 % par rapport au 53 % de la fraction liquide).

Il n’y a pas eu, a la surface des sections polies, d’enrichissements spécifiques de micro-organismes sur
gui ne sont pas détectés dans les sections de sulfures massifs. De plus la composition minéralogique des
sulfures n’influence pas la composition des communautés microbiennes (FIGURE 59). Ce résultat suggere
gu’il n’y a pas eu de colonisation spécifique mais plus un dép6t a la surface des sulfures des micro-
organismes de la phase liquide. L'utilisation de substrat d’une autre nature comme des basaltes ou

inerte comme du verre permettrait de le confirmer.

A.3.5 Résilience des communautés microbiennes aprés un choc oxique et une diminution de

la température

Avant la modification des conditions d’incubations (température, anoxie et pH), la diversité des archées
était principalement composée de Thermococcales (86,5 %) et d’Archaeoglobales (12,6 %) a T=301 h
avec une concentration cellulaire de I'ordre de 1.10° cellules/mL (FIGURE 59). Celles-ci ont ensuite
progressivement diminué de moitié jusqu’a atteindre 4,1.10° cellules/mL a T=425 h. Le rétablissement
des conditions anaérobies et I'augmentation progressive de la température a entrainé une lente
augmentation de la biomasse jusqu’a atteindre la méme concentration cellulaire d’avant la baisse
d’activité (1.10° cellules/mL) a T=733 h. Les Thermococcales représentent la grande majorité de la
diversité (98 %) de T=547 h a T=645 h avec une faible présence des Archaeoglobales (0,9 % de moyenne)
sur cette période. Cependant la structure des communautés des fractions liquides apres rétablissement
des conditions est significativement différente de celles d’avant la simulation de la perte d’activité
(p<0.01) et est similaire a celle associées aux sections polies qui elle est restée la méme pendant
I'ensemble de I'incubation (FIGURE 60). Par exemple, des séquences de Methanotorris igneus ne sont
pas détectées dans la fraction liquide avant le choc oxique mais le sont des sections polies (1,1 % a
T=161h et 0,8 % a T=303 h). Apres le choc oxique elles sont alors détectées dans la fraction liquide
(0,6 % a T=480 h). Les méthanogénes nécessitent un potentiel redox trés bas, les microniches présents

au sein des sections polies de sulfures massifs leur offre des bonnes conditions.
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L'absence de signal bactérien est notable malgré la diminution de température. Lors de précédentes
expériences avec un bioréacteur Gas-lift, des communautés bactériennes s’étaient développées a 60 °C
(Byrne et al., 2009; Postec et al., 2007). La diminution de température est peut-étre trop rapide (environ

20 °C/jour) pour permettre I'enrichissement de communauté thermophile, mésophile ou psychrophile.

L"augmentation de la biomasse des le rétablissement des conditions initiales démontre une capacité de
résilience plus importante chez les communautés hyperthermophiles que chez les micro-organismes
mésophiles et psychrophiles. Ce quiindigue que les micro-organismes hyperthermophiles sont présents
dans des environnements marqués par des variations rapides et brutales des conditions physico-

chimigues et doivent y répondre rapidement afin de survivre.

1.04

Echantillons :

~s- Fractions liquides avant perturbation

—=— Fractions liquides aprés perturbation

-+ Sections polies avant et aprés perturbation

0.59

NMDS2

0.09

a 0
NMDS1

Figure 60: Analyse du Positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS) de Bray-Curtis des
échantillons. L’ellipse rouge comprend les échantillons des fractions liquides avant la perturbation (baisse de
température et apport d’oxygene), I'ellipse verte comprend les échantillons des fractions liquides pendant
et apres la perturbation et enfin I’ellipse bleue comprend les échantillons des sections polies avant et apres
la perturbation.

Il est démontré expérimentalement gu’en culture pure certaines hyperthermophiles anaérobies
(principalement des Thermococcales mais également des bactéries comme des Thermotoga) sont

immédiatement sensibles a I’exposition a de faibles concentrations d’oxygene a température optimale
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de croissance. Cependant elles tolerent la présence de concentrations importantes d’oxygéne pendant
de longue période (jusqu’a plusieurs années) lorsqu’elles y sont exposées a de faible température (4 °C)
(Erauso et al., 1993; Gonzalez et al., 1996; Jannasch et al., 1992; Kobori et al., 2010; Thorgersen et al.,
2012). Elles sont d’autant plus résistantes en conditions oligotrophes (Erauso et al., 1993; Marteinsson
et al., 1997) suggérant qu’elles sont plus sensibles a I'oxygéne lorsqu’elles ne sont en phase active de
croissance (Gonzalez et al., 1996). Cette capacité peut étre vue comme un mécanisme majeur de
dispersion des hyperthermophiles anaérobiques des sources hydrothermales dans I'eau de mer. Des
micro-organismes hyperthermophiles ont notamment été isolés de panaches hydrothermaux ou de
piege a particules localisés a 1 km du site actif respectivement du Mont MacDonald (Pacifique) et de

Lucky Strike (Atlantique) (Huber et al., 1990; Lesongeur et al., 2014).

Nos résultats expérimentaux viennent compléter les données déja acquises (isolement
d’hyperthermophile anaérobiques d’échantillons d’eau de mer et de tolérance a I'oxygene en culture
pure) sur les capacités de résiliences des communautés hyperthermophiles anaérobiques. Les micro-
organismes présents dans les sections polies de sulfures massifs sont plus résistants aux chocs oxiques
et a la diminution de température que ceux présents dans la fraction liquide. Les surfaces des sections
polies sont représentatives de I'exposition de surface fraiche et réactive présentes au sein des particules
minérales des panaches hydrothermaux qui pourraient ainsi étre de possibles véhicules de dispersion

de micro-organismes sur de longues distances (Dick et al., 2013; Lupton, 1996).

A.4. Conclusions

Plusieurs cultures en continu ont été réalisées dans les mémes conditions de cultures (80 °C sous un
balayage gazeux Ny/H/CO; (75:20:5). L'utilisation de fluide hydrothermal non filtré utilisé pour la
premiére fois comme inoculum et base minérale et un renouvellement plus lent (20 mL h), a permis
I’enrichissement de nombreux micro-organismes. Les communautés archéennes se développant au sein
de chaque incubation sont significativement différentes les unes des autres malgré la présence de

phylotypes communs.

En plus des micro-organismes habituellement détectés dans les échantillons bruts et enrichies dans des
cultures en continu (Thermococcales, Archaeoglobales), des phylotypes jusqu’ici non détectés dans les
inventaires moléculaires comme les NUG ont été enrichis. Malgré leur absence dans les inventaires
moléculaires, ces derniers semblent étre ubiquistes de ces environnements. Pour la premiére fois en
culture en continu, des méthanogénes ont également été enrichis (incubation SNc_2017 et SNb_2018).

Leurs enrichissements dans les incubations de Snake Pit pourraient résulter de condition plus réductrice
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de ces environnements par rapport aux sites de Lucky Strike et de TAG. Inversement I'enrichissement

des micro-aérophiles Aeropyrum sur Lucky Strike témoignerait de condition moins réductrice.

L'incubation de sections polies de sulfures massifs n'a pas permis de mettre en évidence
d’enrichissement spécifique de certains phylotypes a leur surface. Il semblerait donc que ce soit plus un
phénomene d’attachement opportuniste a une surface qui influence le développement des micro-
organismes associés (puisque les communautés microbiennes étaient similaires entre les sections de
différents sulfures). Cependant I'attachement aux surfaces minérales permet aux micro-organismes une
protection contre les perturbations environnementales. Les surfaces des sections polies sont similaires
a celles des particules des panaches hydrothermaux. Ce résultat renforce I'hypothese d’une dispersion
des micro-organismes hyperthermophiles au sein de la colonne d’eau a l'aide des particules des
panaches. Le bioréacteur Gas-lift pour des cultures en continu est un outil qui permet d’accéder a une
diversité microbienne jusqu’ici inconnue et de tester les variations des conditions physico-chimiques

sur cette diversité.
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Etude B. H.-dependant formate production by (hyper)thermophilic
Thermococcales

161

/o
—



| Chapitre IIl — Etude 2

Les Thermococcales forment I'un des ordres d’archées les plus ubiquistes des écosystemes
hydrothermaux. Ils sont ainsi retrouvés dans une multitude d’environnements comme les sources
hydrothermales cotieres et profondes, les dépdts pétroliers ou encore les sédiments profonds (Schut
et al., 2014). Ils sont aussi devenus un groupe modele d’étude pour les hyperthermophiles du fait de la

facilité pour les cultiver permettant d’obtenir des biomasses importantes (Leigh et al., 2011).

Les premiers travaux sur Pyrococcus furiosus a la fin des années 80 ont mis en évidence gu'’ils sont
strictement hétérotrophes anaérobiques en poussant sur des milieux riches en sucres et autres
composés organiques complexes avec production de CO; et d’H, comme principaux produits
métaboliques (Fiala & Stetter, 1986; Malik et al., 1989; Schéafer et al., 1994). L’accumulation d’H; inhibe
la croissance de certaines Thermococcales. Cette inhibition peut étre évitée soit en réalisant un balayage
gazeux dans la culture pour éviter son accumulation, soit par ajout de S° Cette addition de S° léve
I'inhibition de I'expression de certains génes activant ainsi une voie métabolique permettant
I’élimination du pouvoir réducteur par réduction des protons en H,S (p. 96). En absence de S°
I'accumulation d’H, empéche le pool de ferrédoxine de se renouveler (I'oxydation des ferrédoxines
étant couplée a la réduction des protons en Hy). Le pouvoir réducteur ne peut donc plus étre évacué.
Cependant, la tolérance vis-a-vis de I'H; ne semble pas étre la méme chez toutes les souches de
Thermococcales, puisque certaines sont présentes dans des niches environnementales riches en H; et
sans la présence de S°. De plus deux nouvelles souches de Thermococcales ont été isolées (Dalmasso et
al., 2016), dont une a partir de nos cultures en bioréacteurs, sur milieu pour hydrogénotrophes en
présence d’H, (80 % de la phase gazeuse) et en absence de S°. Certaines souches de Thermococcales
pourraient ainsi posséder un mécanisme alternatif leur permettant d’éviter une inhibition par I'H,. Deux
scénarii sont possibles : un nouveau systéme d’évacuation des électrons qui permettrait de renouveler
le pool de ferrédoxines en couplant I'oxydation de ferrédoxines réduites avec un autre accepteur
terminal d’électrons (autre que les protons ou que le S°); ou un mécanisme pour éviter I'accumulation

de I’ H, produit et ainsi évacuer le surplus d’électrons.

Le travail présenté ici est consacré a I'étude de ce nouveau mécanisme sous la forme d’un article, suivi

d’une présentation de résultats et de discussions supplémentaires pour compléter cette étude.

B.1. Abstract

Thermococcales are one of the most ubiquitous Archaea found in hydrothermal ecosystems colonizing
a wide range of ecological niche such as deep-sea hydrothermal vent (Schut et al., 2014). They are
described as obligate anaerobes and organotrophs utilizing primarily peptides or carbohydrates with

H,S/H,, acetate and CO, as major end products. Some Thermococcales have a conserved Formate-
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hydrogenlyase (FHL) complex encoding by the fdh-mfh-mnh cluster and can use formate as energy
source (Kim et al., 2010)., In pure culture conditions, Formate oxidation to H, and CO; (HCOO™ + H,0 =>
H, + HCO3') is coupled to ATP synthesis for Thermococcus onnurineus NA1 (Lim et al., 2014). However,
it remains unclear whether this reaction could be performed in situ by Thermococcales in hydrothermal

environment (Topcuoglu et al., 2018).

Here we show H,-dependent formate production by some hyperthermophilics Thermococcales
prevents H,-inhibition of catabolic metabolism and improves cell growth. This formate production is
thermodynamically controlled by the H; partial pressure and is limited by the formate concentration. In
presence of Hy, 27 % of Thermococcales tested (n=45) produced ca. 1to 10 mM formate. This metabolic
trait is evenly distributed among Thermococcales. A comparative genomic analysis showed that in
addition to the FHL-Mrp complex, another complex composed of a formate dehydrogenase associated
with a putative oxidoreductase could catalysed this reaction. Hence H;-dependent formate production
could contribute to the wide distribution of Thermococcales and may play an important ecological role

in deep marine ecosystems.

B.2. Introduction

Endogenous or environmental H; inhibit Thermococcales growth by blocking the regeneration of the
ferredoxin pool and its electron discard (Schiafer & Schonheit, 1991). S° reduce this inhibition as
reducing equivalents are disposed either by reduction of S° to H,S or in its absence by proton reduction
to Ha. In both case, an electrochemical sodium ion gradient is generated driving the synthesis of ATP by
a Na*/ATP Synthase (Pisa et al., 2007). It was recently suggested that Thermococcus paralvinellae ES1T
owning fdh-mnh-mrp cluster, could dispose of the excess electrons through H, oxidation to formate
(Topguoglu et al., 2018). Indeed, some formate dehydrogenase, are known to catalyze this reaction
(Alissandratos et al., 2014; Schuchmann & Miiller, 2013; Woods, 1936). Due to its slight Gibbs free
energy change in standard conditions (AG° = +1.3 ki mol?), the direction of reaction is primarily

controlled by concentrations of reagents until reaching the thermodynamic equilibrium. The purpose

of this work is to characterize this reaction in Thermococcales.

B.3. Results & Discussions

As T. onnurineus NA1 was previously described for formate oxidation, it was used as model for our study
of Hy-dependent formate production. As H, production by Thermococcales is partially controlled by
organic substrates availability, we tested the effect of various organic matter concentrations on Hs-

dependent formate production. When H, was in excess, there is no correlation between organic matter
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concentration and formate production (FIGURE 61A). This reaction only requires a minimum
concentration of 0.02 g L of yeast extract to ensure cell viability. However, in absence of H,in the gas
phase, formate production is directly correlated to the increase in yeast extract as H, concentrations
also during fermentation. In order to confirm T. onnurineus NA1 could use bicarbonate and H, to
produce formate, it was incubated with “C-radiolabelled bicarbonate in presence of an 80 % H
headspace. T. onnurineus NA1 required H,to produce*C-formate as the negative control incubated
without H, did not produce any detectable *C-formate (FIGURE 61B). We also examined the effect of
substrates and products concentrations. Production of formate was positively and linearly correlated to
the H, partial pressure and the concentration bicarbonate in the system (R%=0.99) whereas it is
negatively correlated to the concentration of formate (R?=-0.99) (FIGURE 61C&D). As for formate
oxidation, increase of S° concentration inhibits formate production (FIGURE 61E). In contrast, production
of acetate used as proxy to estimate fermentation process was stimulated. S° regulation of gene
expression by the presence of a SurR binding site upstream of the first ORF start of the fdh-mnh-mrp
cluster could probably explain inhibition of H,-dependent formate in presence of S° (Kozhevnikova et

al., 2016; Lipscomb et al., 2009).

Figure 61 : Effects of different parameters on the production of formate in T. onnurineus NA1 at 80 °C. a,
Influence of cross concentrations of yeast extract and H> (at 200 kPa) on production of formate (in yellow-
red) and acetate (in bleu) after an incubation of 48 h. Incubation conditions: 30 mM HCOs’, no S°. Darker
colors represent higher concentrations. b, *C-labelled formate production from 14C-labelled HCO;™ (final
activity of 96 kBq) with H,/CO, or N,/CO, headspace gas phase (80:20; v/v; 200 kPa). Negative control was
not inoculated. Autoclaved control was autoclaved during 21 min at 120 °C after inoculation. Incubation
conditions: 30 mM HCOs", no S° 0.2 g L yeast extract. ¢, Influence of proportion of H; in headspace gas
phase (at 200 kPa) (black diamond) and concentration of bicarbonate (red spare) and after 48 h. Incubation
conditions: no S° 0.2 g L yeast extract. d, Influence of concentration of formate on its production after
192 h. Incubation conditions: 30 mM HCOs’, no S°, 0.2 g L' yeast extract, H,/CO; in headspace gas (80:20; v/v;
200 kPa). e, Influence of concentration of S° on production of formate (red circle) and acetate (blue triangle)
after 384 h. Incubation conditions: 30 mM HCOs ™, 2 g L yeast extract, H,/CO, in headspace gas (80:20; v/v;
200 kPa). Each culture was performed at 80 °C. Error bars in b, ¢, d and e are standard deviations (s.d.) of
biological replicates (n = 3).
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To gain functional insight into how formate production ameliorates H; inhibition in Thermococcales, we
investigated the inhibition of cell growth by H, in absence of S° in 45 strains of Thermococcales. Twelve
of strains (27 %) presented significant growth and were always associated with production of formate
whereas 33 did not show neither (73 %). Positive strains were evenly distributed across the
Thermococcales order with no clear distribution pattern as we identified nine Thermococcus, two

Pyrococcus and one Palaeococcus (FIGURE 62).

Pyrococcus yayanosii CH1"(CP002779)
Pyrococcus furiosus DSM3638 (AE009950)
Pyrococcus abyssi GE5 (AL096836)
_|: Pyrococcus horikoshii OT3(BA000001)
I: Thermococcus chitonophagus GC74(CP015193)
Pyrococcus kukulkanii NCB100"(CP010835)

,— Palaeococcus pacificus DY20341"(CP006019)
Palaeococcus ferrophilus DMJT(LANF00000000)

Thermococcus sibiricus MM3797(CP001463)
Thermococcus litoralis NS-CT(CP006670)

—— Thermococcus paralvinellae ES17(CP006965)
_[ Thermococcus barophilus MPT(CP002372)
Thermococcus barophilus CH5 (CP013050)
Thermococcus profundus DT5432T(CP014862)
Thermococcus peptonophilus OG-17(CP014750)
] I: Thermococcus kodakarensis KOD17(AP006878)
I_— Thermococcus zilligii AN1(AJLF00000000)
Thermococcus gorgonarius W-12T(CP014855)
— Thermococcus eurythermalis A5017(CP008887)
Thermococcus nautili 30-1"(CP007264)
— Thermococcus guaymasensis DSM11113T(CP007140)
Thermococcus gammatolerans EJ3'(CP001398)
Thermococcus sp AM4 (CP002952)
Thermococcus pacificus P-4T(CP015102)
Thermococeus siculi RG-20"(CP015103)
Thermococcus celericrescens TS2'(LLYW00000000)
Thermococcus cleftensis CL1 (CP003651)
Thermococcus barossii SHCK-94T(CP015101)
Thermococcus radiotolerans EJ2(CP015106)
Thermococcus thioreducens OGL-20PT(CP015105)
Thermococcus celer Vu13'(CP014854)
Thermococcus piezophilus CDGST(CP015520)
_E Thermococcus onnurineus NA1 (CP000855)
Thermococcus sp. MF15 (this study)

0.01

Figure 62: Phylogenetic position of Thermococcales making H,-dependant formate production.
Thermococcales showing H,-dependant production of formate are marked in red. Others with no production
of formate are indicated in blue. The phylogenetic tree was based on 59 archaeal marker genes. The topology
shown was calculated with PhyML v3. Accession numbers are given in brackets. Bootstrap values (%) are
based on 1000 replicates. Bar, 1 substitution per 100 nucleotides.
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Concentration of formate produced after 72 h differed widely between positive strains ranging from 0.8
to 11.9 mM (FIGURE 63). To identify the metabolic pathway involved in the production of formate, we
compared genomes of all positive strains to those of twenty-two negative strains. Surprisingly not all
the positive strains had the fdh-mfh-mnh cluster in their genomes. However, all positive stains had
conserved gene sequences coding for two Fdh and formate channel belonging to the family nitrite

transporters (FNT) (FIGURE 63).

Glutamate synthase

a) Beta subunit
(gits)
fdh-glts cluster m
{I(]N 1538-1543)
Farmate
dehydrogenase Hydrogenase Formate  Ma'fH' antiporter
[Fth) (rrfh) channel {rnk)
fatemi-moh custer [ N S )
{TON_1563-1580) SRV IS o
Farmate

b) production (mhd)

Th. barophilus CHS
Th. gammatolerans
Th. paralvinellae
fadh-mfh-mnh f| Th. plezophiius
Th. annurineus
Pyr. kukulkani
Pyr. yayanosii
Th, cleftensis
falh- glts Pal. pacificus
Th. kedakarensis

Th. nautili

Th. eurythermalis
Pyr. abyssi

Th. litoralis

Th. guaymasensis
Pyr. chitinophagus
Th. pacificus

Th. peptanophilus
Th. gorgonarius
Th. sp. AM4

Th. celer production
Th. thioreducens
Th. barossi

Th. radiotolerans
Pyr. horikoshii

Th. sibiricus

Pyr. furiasus

Th. zilligii

Th. celericrescens
Th. barophilus MP
Th. sp. 4557

Mo formate

Figure 63 : Thermococcales formate producers present two different clusters that include a formate channel
associated with a formate dehydrogenase. a, Structure of the two gene clusters involving in the H.-dependant
formate production in Thermococcales. Clusters of T. onnurineus NA1 fdh-glts (TON_1538-1543) and fdh2-
mfh2-mnh2 (TON_1563-1580) serve as reference. b, Conservation of each protein encoding by fdh-mfh-mnh
cluster in Thermococcales to those from cluster of T. onnurineus NA1 (TON_1563-80). Comparison is made
on blastp score between amino acids sequence of T. onnurineus NA1 and the respective amino acid sequence.
The map presents sequence similarity of the respective protein (% identity, starting at 20 % (low similarity,
colored red), 60 % (medium similarity, colored black) to 100 % (high similarity, colored green). Gray squares
indicate that no proteins were found in the corresponding genome. Strains with fdh-mfh-mnh cluster in their
genomes are indicated in blue and with fdh-glts cluster in purple. Strains with neither in black. ¢, Formate
production by some Thermococcales after 96 h of incubation. Incubation conditions: 30 mM HCOs, no S°,
0.2 g L' yeast extract, H,/CO; in headspace gas (80:20; v/v; 200 kPa). Thermococcus and Palaeococcus were
cultivated at 80 °C and Pyrococcus at 95 °C. Pyrococcus yayanossii Ch1" an obligate piezophilic was not tested.
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Although functional mechanism of members of FNTs still unclear, there are more and more evidence
that they function as specific bidirectional formate channel (Falke et al., 2010; Suppmann & Sawers,
1994; Y. Wang et al., 2009). Formate dehydrogenase always associated with this formate channel, are

well-conserved within the Thermococcales orders and form a tight cluster.

Genomic analysis also revealed that the eight most productive strains shared conserved gene sequences
of the FHL operon. Interestingly, four strains only had a tripartite gene cluster composed of the formate
channel, a formate dehydrogenase and a putative sub-unit B of a glutamate synthase (GItB) (FIGURE 63)
T. onnurineus NA1 had also a fdh-glts cluster (TON_0538-0544) in addition to its fdh-mfh-mnh cluster.
However, physiological function of the glutamate synthase remains unknown. Amino acid sequence of
T. onnurineus NA1 GItB (TON_542) showed homologies (~¥25 %) to GItA of P. horikoshii (PHO876 and
PH1873) and T. kodakarensis KOD1" (TK_1325) which showed NADPH-dependent oxidoreductase
activities (Dincturk et al., 2011; Jongsareejit et al., 1997). Proteome analysis of T. onnurineus NA1
revealed up-expression of this cluster during CO culture but not in formate or starch conditions (Moon
etal., 2012; Yun et al., 2011). Transcriptomic analysis showed that formate channel associated with the
fdh-mfh-mnh cluster (TON_1573) was strongly upregulated in presence of formate while that of fdh-
glts cluster (TON_538) was slightly downregulated (Kim et al., 2010). A frhA deletion in T. onnurineus
NA1, induced an over-expression of the cluster (up to 64 fold for fdh) on formate yet without significant
effect on the cell growth (Lee et al., 2017). These four strains (T. cleftensis CL1", T. nautili 30-17, T.
kodakarensis KOD1" and Palaeococcus pacificus DY20341") did not possess other Fdh associated with a
formate channel in their genomes. In T. kodakarensis KOD1" cultivated on medium rich in organic
matter, deletion of the catalytic subunit of the Fdh (TK_2076) leads to no production of formate contrary
to the wild type (Nohara et al., 2014). Moreover, we observed that P. pacificus DY20341" is able to
produce formate in presence of H, and then to consume it when H; is remove from the headspace
suggesting the bi-functionality of the enzyme (FIGURE 64). In T. onnurineus NA1, expression of the cluster
fdh-glts is always correlated with that of cluster sulfl (TON_0539-0542) encoding a NADPH-dependant
cytosolic hydrogenase (Lee et al., 2017; Moon et al., 2012; Yun et al., 2011). These two complexes might
act together in production of formate from HCO3™ and H, with implication of NADPH in electron transfer.
Deletion of Sulfl in T. kodakarensis KOD1" led to reduced growth and increased of H, accumulation in
absence of S° (Santangelo et al., 2011).These results suggest that this cluster is not involve in formate
driven growth. At least for these four strains with fdh-g/tS cluster, H, dependant formate production
function is to dispose H; (either endogenous from CO or OM oxidation either external) and maintaining

the cellular redox balance in absence of S°. Therefore, how it functions have to be elucidate.

'S

168

—




Chapitre IIl — Etude 2 |

As in FIGURE 64, depending on the substrate/product ratio, the formate dehydrogenase of
Thermococcales can either catalyze formate production or oxidation. When associated with a Mbh-Mrp-
type modular system into a specific cluster, Thermococcales can obtain energy from formate oxidation
in the laboratory setting (Lim et al., 2012). In this condition with high formate concentration (147 uM),
no H, and low bicarbonate (12 mM) concentration, the difference of concentration is sufficiently
important to generate energy. However, it seems unclear whether cells can gain enough energy from
formate oxidation to sustain growth at concentration close to the in situ one as suggested in some
studies (Kozhevnikova et al., 2016; Lim et al., 2012; Topcuoglu et al., 2018). While formate is present
at very low concentration (< uM) in deep-sea hydrothermal vent environment (Lang et al., 2010), H,

and CO, concentrations can exceed millimolar levels (Charlou et al., 2002).

2500
H,/CO, N»/CO,
T. onnurineus
2000
= 1500
=
2
m
:
&L 1000 P pacificus
500
b
1]
0 20 40 a0 &0 100 120 140 160 180

Incubation (h)

Figure 64 : Effect hydrogen partial pressures on formate concentration in Thermococcus onnurineus NA1 and
Palaeococcus pacificus DY20341". Formate concentration in T. onnurineus NA1 culture is indicated in blue
and in P. pacificus DY20341" culture in orange (n=1). After 48 h, H,/CO, headspace gas phase (blue shade;
80:20; v/v; 200 kPa) was replaced by N,/CO, (green shade; 80:20; v/v; 200 kPa) after 48 h. Incubation
conditions: 2 mM HCOs’, no S°, 0.2 g L'! yeast extract and 80 °C.

Clearly in basalt and mostly of ultramafic-hosted hydrothermal vent, formate oxidation is not
thermodynamically favorable. The Lost City Hydrothermal Field is often mentioned to be a suitable
environment to allow formate driven growth (Kozhevnikova et al., 2016; Lim et al., 2012). Theoretically,

reaction could occur despite the elevated H, concentration (up to 12.3 mM) by dint of elevated
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concentration of formate (up to 158 pmol kg?) and the removal of bicarbonate in fluid (Lang et al.,
2010). Nevertheless, other environmental conditions are very harsh for growth. At the exception of
three 16S rRNA gene sequences related to Thermococcales detected in clone library from Lost city fluids
samples (Brazelton et al., 2006), they are not retrieve in mostly of studies (Lang et al., 2018; Roussel et
al., 2011; Schrenk et al., 2013). Furthermore, they must have ability to use formate as could only one
quarter of Thermococcales and none sequence of Thermococcales FdhA have been find in the
metagenomics data (Lang et al., 2018). In addition of the thermodynamic condition, others parameters
have to be taken in consideration. Thermococcales needs organic carbon available for anabolism. Direct
assimilation of formate or bicarbonate for biosynthesis of cell mass has never be demonstrated in
Thermococcales despite some suspicion from proteome analysis in T. onnurineus NA1 (Moon et al.,
2012). Altogether, these elements do not call for making oxidation formate a prevalent energy source
in natural ecosystem for Thermococcales as previously suggested by Topcuoglu et al. (Topcuoglu et al.,
2018). We suggest that the main function of these clusters in Thermococcales is to catalyze the CO;
reduction in order to reduce intracellular H, partial pressure. First, there is more thermodynamically
favorable environment for H, dependent formate production than for formate oxidation. We
investigated production of formate in T. onnurineus NA1 inoculated in a sterile hydrothermal fluid
(filtered at 22 um before incubation) sampled from Snake Pit hydrothermal field. Concentration of
dissolved H; was adjusted at 0.12 mM corresponding to the minimal H, concentration in end member
fluid from this site (Charlou et al., 2002). Formate production was detected in sterile fluid demonstrating

that for in situ concentrations of reactant reaction occurs (FIGURE 65).
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Figure 65 : Concentrations of formate and acetate in hydrothermal fluid inoculated with T. onnurineus NA1.
Fluid was sampled in Snake Pit hydrothermal vent field and was filtered through a 0.22 um filter prior
repartition in anaerobic serum bottle. T. onnurineus NA1 was inoculated at 1 % from exponential phase
culture. Incubation conditions: N,/H, headspace gas phase (90:10; v/v; 200 kPa) , 80 °C. Concentrations of
acetate are indicated in orange and formate in blue and were mesured after 96 h of incubation. Error bars
are standard deviations (s.d.) of biological replicates (n = 3).

For non-filtered hydrothermal fluid, organic matter was probably mainly oxidized by T. onnurineus NA1
as acetate production was measured. However, no formate accumulation was measured production as
a probable consequence of its rapid turnover. This could be explain by a syntrophic relation with
hydrogenotrophs such as methanogens which could decrease H, partial pressure, and/or consumption
of formate by other microorganisms (Topcuoglu et al., 2016). Reducing H; inhibition presents more
advantage to the cell than the putative limited energy harnessed from formate oxidation. In presence
of S° H, inhibition is limited since electron are disposed by S° reduction. This could explain why in
presence of S° transcription of cluster is inhibited as there is no benefit to produce formate. We
compared the effect of different H, concentrations on growth of two different T. barophilus species
strains MP and CH5 (FIGURE 66). Although, these two strains are phylogenetically close, T. barophilus
Ch5 has 310 ORF more than T. barophilus MPT including the fdh-mfh-mnh cluster (Oger et al., 2016).
Hence, T. barophilus ChH5 can reduce its intracellular H; partial pressure through H, dependent formate
production Hence, increasing H, partial pressures lead quickly to the total growth inhibition for MP
whilst for T. barophilus Ch5, growth is far less affected by H, as it has only been halved for elevated

concentration (FIGURE 66).
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Figure 66 : Effects of H, on growth of two strains of Thermococcus barophilus (MPT and Ch5) after 24 h.
Incubation conditions: 30 mM HCO3-, no S°, 2 g L yeast extract. Error bars are standard deviations (s.d.) of
biological replicates (n = 3).

B.4. Conclusions

Our study shows how H,-dependent formate production could give Thermococcales a selective
advantage in a broad range of environments with limited S° availability or/and high H, concentrations
(e.g. ultramafic systems...). In absence of S, it reduces H, partial pressure and yet prevents inhibition of
organic matter fermentation processes. Two gene clusters encoding a formate dehydrogenase
associated with a formate channel are involved in this reaction. We showed by cultural and genomics
approaches that mechanism is widespread within the Thermococcales order. However, it remains
unknown if CO; reduction is coupled to synthesis of ATP. In any case, exploration of the phylogenetic
history of these clusters could bring some answers on the purpose of these clusters. Future experiments
with genetic studies including mutagenesis will clarify how exactly these clusters function and how it is
involved within H, metabolism. Given the ubiquity of Thermococcales in hydrothermal ecosystems and
even in sub-sea-floor (ex. (Roussel et al., 2008)), H, dependant formate production could play a role in
the distribution of microbial communities and has to be integrated into biogeo-chemicals models of

theses ecosystems.
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B.5. Résultats & discussions complémentaires

B.5.1 Création de mutants

A ce jour, il mangue encore une démonstration expérimentale qui validera I"hypothese que les deux
opérons sont responsables de la production H,-dépendante de formate chez les Thermococcales. C'est
la raison pour laquelle, une collaboration avec le Dr. Dulermo (LM2E, IFREMER) a été initiée afin de les
valider par mutagénése. La stratégie est de complémenter la souche modeéle de notre laboratoire T.
barophilus MPT qui ne présente pas de production de formate avec un des opérons. Pour cela le
plasmide réplicatif utilisé est pRD150. Le promoteur fort choisi est celui d’un des genes les plus transcrit,
celui du géne TERMP_00604 codant pour le facteur d’élongation la. Les différentes combinaisons

testées sont :

- transporteur de formate (TON_1573): L'un des éléments absolument nécessaires pour la
production de formate est la présence d’un canal de formate pour éviter I'accumulation du produit dans
la cellule. Cependant la recherche de formate déshydrogénase dans le génome de T. barophilus MPT n’a

rien donné. L"absence de production de formate pour ce mutant n’est pas une surprise.

- formate dehydrogénase (TON_1563/1564) : La formate déshydrogénase est le deuxieme
élément important dans la production de formate. Cependant aucun canal de formate n’a été identifié
dans le génome de T. barophilus MPT. ’absence de production de formate pour ce mutant n’est pas

surprenant non plus.

- transporteur de formate + formate dehydrogénase (TON_1563/1564/1573) : La combinaison
de ces deux éléments aurait pu permettre une production de formate. Cependant il n’y a pas eu de
production de formate pour les quelques mutants obtenus. Cette absence de production peut
s’expliquer par la nécessite d’avoir un autre complexe pour fournir les électrons comme I’'hydrogénase

ou la glutamate synthase.

- opéron entier (TON_1563-1580) : aucun transformant positif n‘a été obtenu. Plusieurs
hypothéses sont possibles pour expliquer ces échecs peut étre que le fragment est trop long et qu’il y a
un probleme de stabilité du plasmide. Le choix de placer I'opéron sous un promoteur fort n’est peut-

étre pas adéquat.

Pour la suite a envisager, différentes combinaisons sont a tester comme avec uniquement une partie
de I'opéron (TON_1562-1573) qui pourrait étre suffisante pour obtenir une production de formate, le
module antiport Na*/H* ne semble théoriquement pas essentiel. L'option du deuxiéme cluster

(transporteur de formate — FDH — oxydoréductase) est également une possibilité.

173

'S
—



| Chapitre IIl — Etude 2

B.5.2 Cinétigues de production de formate

Plusieurs cinétiques de production de formate (T=0, 24, 48, 72, 96 et 192 h) sous différentes pressions
partielles en H, (0, 1, 5, 20, 50 et 80 % d’H, dans la phase gaz a 1,5 bar) ont été réalisées pour plusieurs
espéces productrices de formate (T. gagmmatolerans EJ3T, T. piezophilus CDGST, T. onnurineus NAl et T.
sp. MF15). Des cinétiques de production (a T= 0, 24, 48 et 192 h) ont également été réalisées pour 3
espéces non productrices de formate (7. hydrothermalis AL662", T. marinus EJ1 et T. barophilus MPT)
sous deux atmospheéres gazeuses (0 et 80 % d'H, dans la phase gaz a 1,5 bar). Un témoin négatif (non
inoculé) a été réalisé dans les mémes conditions pour exclure toute production abiotique de formate.
La production d’acétate a également été mesurée comme proxy pour suivre les processus de
fermentation de la matiére organique. Les profils de productions de formate sont similaires pour les
especes productrices de formate avec une phase exponentielle de production pendant 48 h, puis une
diminution de la production jusqu’a atteindre un plateau (FIGURE 67). La production est positivement et
linéairement corrélée a la teneur d’H; de la phase gazeuse. Il n'y a pas de production de formate pour

les trois especes non productrices ni pour le témoin négatif.

Concernant les processus de fermentations ils sont négativement impactés par la pression partielle d'H,

pour I'ensemble des souches.
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Figure 67 : Cinétiques de production de formate (en haut) et d’acétate (en bas) chez plusieurs souches de
Thermococcus cultivées avec différentes concentrations en H,. Les prélevements ont été fais a 6 temps
différents (T=0, 24, 48, 72, 96 et 192 h) pour les espéces « formate positif » de Thermococcus
(T. gammatolerans EJ3T, T. sp. MF15, T. piezophilus CDGS', T. onnurineus NA1) ; et a 4 temps (T=0, 24, 48 et
192 h) les espéces « formate négatif » sont T. marinus EJ1, T. hydrothermalis AL662T et T. barophilus MP'.
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B.5.3 Effet de la pression hydrostatigue sur la production de formate

L'effet de la pression hydrostatique sur la physiologie et le métabolisme a été étudié chez plusieurs
espeéces de Thermococcales dont T. barophilus MPT, T. kodakarensis KOD1", T. piezophilus CDGS',
P. furiosus ou bien encore P. yayanossii Ch1" (Birien, 2018; Cario, 2013; Dalmasso, 2016; Michoud,
2014; Vannier, 2012). La réponse des différentes espéces de Thermococcales dépend principalement
de leurs pressions optimales de croissance. En effet certaines sont sensibles aux hautes pressions
(T. kodakarensis KOD1T, P. furiosus), piézophiles (T. piezophilus CDGS') ou encore piézophiles strictes (P.
yayanossii Ch1"). Ces études ont montré que les variations de pression hydrostatique induisent des
changements a aux niveaux transcriptionnel, traductionnel et physiologique. La variation de la pression
hydrostatique impacte directement les fonctions liées a la mobilité, aux échanges (fluidité de la
membrane, transporteur, ...), a la maintenance génique et au métabolisme. T. piezophilus CDGS™ a été
choisie pour tester I'effet de la pression hydrostatique sur la production de formate. En effet cette
espéce piézophile (optimum de croissance de 50 MPa) est productrice de formate et est proche

phylogénétiquement de T. onnurineus NA1.

Au moment de cette étude, nous ne disposions pas encore de matériel opérationnel permettant de
réaliser des cultures a hautes pressions avec une atmosphére gazeuse. Des essais avec des seringues
gas-tight ont été tentés mais n‘ont pas été concluants. Les seringues gas-tight classiques ne sont pas
étanches a I'H,. Cependant des cultures en fioles pénicillines sans phase gazeuse avec du milieu
préalablement saturé en H, ont été réalisées. Le milieu de culture était composé d’eau de mer
synthétique, avec 0,2 g L't d’extrait de levure, 30 mM de bicarbonate et sans ajout de S°. A pression
atmosphérique dans les mémes conditions de culture en fiole et sans phase gazeuse, la production de
formate est de 480 uM (x163 uM), correspondant a la valeur attendue par rapport a la quantité d’'H,
dissous (équivalent a 5 % d'H, en phase gaz a 200 kPa) (FIGURE 68). Pour des pressions hydrostatiques
plus importantes (30, 50 et 60 MPa), la production de formate est doublée (956, 941 et 942 uM
respectivement) (FIGURE 68). La concentration cellulaire est quant a elle dans le méme ordre de

grandeur (entre 3 et 5 107 cellules/mL) pour les quatre conditions.
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Figure 68 : Effet de la pression hydrostatique apres 120 h d’incubation sur la production de formate (A) et
sur la concentration cellulaire (B) chez T. piezophilus CDGS'. Conditions de cultures : 0,2 g L™ d’extrait de
levures, 30 mM de bicarbonate, sans S° (n=3).

L'augmentation de la pression hydrostatique pourrait avoir plusieurs effets qui peuvent impacter

directement ou indirectement la production de formate :

- Une augmentation de la dissolution de I'H, et du CO,. Il a été montré chez E. coli que
I’'augmentation de la pression partielle d'H, et de CO; (jusqu’a 10 bars) a pour effet d’augmenter
considérablement le rendement de la réaction (Roger et al., 2018). L'augmentation de la
concentration en substrats favorise la réaction en la rendant plus exergonique.

- Variation de I'expression de certains opérons. Chez T. piezophilus CDGS', I'opéron mrp-mbh-
fdh2 est surexprimé a pression atmosphérique par rapport a 50 MPa alors que certains géenes
de I'opéron fdh-gltS sont eux sous-exprimés (Moalic et all, in press). Il est difficile d’en tirer des
conclusions puisque les études ne sont pas réalisées avec les mémes conditions de culture
(milieux différents, absence de S° peu de matiére organique avec 0,2 g L d’extrait de levure)
et que la cellule posséde les deux complexes responsables de la production de formate et qu'’ils
pourraient répondre différemment aux variations de pressions hydrostatiques. Pour
déterminer leur réponse respective il faudrait soit inactiver séparément les deux clusters et
comparer la production a la souche sauvage soit complémenter T. barophilus MPT avec I'un
et/ou l'autre. Chez P. yayanossii Ch1', les génes codant pour la formate dehydrogénase et la
formate hydrogenlyase de I'opéron fdh-mnh-mrp sont sous exprimés en condition sub-optimal
(20 MPa) et supra-optimal (80 MPa) par rapport en condition de pression optimale (50 MPa)
(Michoud & Jebbar, 2016). De plus I'expression des génes codant les autres complexes
impliqués dans le métabolisme de I'H, (Mbh, SHI/SHII, Mbx) est également impactée et pourrait

influencer la production de formate.
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B.5.4  Effet de la température

L'effet de la température sur la production hydrogéno-dépendante de formate a été étudiée chez T.
onnurineus NA1 (condition de culture : H,/CO, (80:20; v/v; 200 kPa) ; 30 mM de bicarbonate ; 0,2 g L
d’extrait de levure ; pas de S°) (FIGURE 69). La comparaison de I'effet de la température sur la production
de formate et sur le taux de croissance (données des taux de croissance ont été extraites de (Bae et al.,
2006)) révele une similarité dans le profil des courbes avec cependant un décalage de 5 °C entre les
deux courbes. La température optimale de production de formate est de 85 °C avec une production en
24 h de 6,4 mM de formate pour une température optimale de croissance de 80 °C. Alors que T.
onnurineus NA1 ne présente pas de croissance pour des températures de 60 et de 95 °C, la production
de formate reste importante de l'ordre de 4,3 et de 4,8 mM respectivement. Ce résultat concorde avec
ceux obtenus avec P. furiosus complémenté du complexe FHL de T. onnurineus NA1 qui présentait une
oxydation du formate a 95 °C (Lipscomb et al., 2014). Il serait également intéressant de réaliser un
gradient avec deux especes qui présentent la différence de températures optimales de croissances la
plus importante a savoir T. piezophilus CDGS™ (75 °C) et P. kukulkanii NCB100" (105 °C). Cette
comparaison entre les trois especes permettra de déterminer si la production est corrélée a leurs

conditions optimales de croissance.
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Figure 69 : Effet de la température sur la production de formate. A : Production de formate et taux de
croissance de T. onnurineus NA1 en fonction de différentes températures d’incubations (en °C). B : Graphique
d’Arrhenius (log de la concentration de formate en fonction de 'inverse de la température (1000 K?).

Il est possible de calculer I'énergie d’activation (Ea) en utilisant le profil de point d’Arrhenius (d’apres
I’équation In(k) = In(A) + ((-Ea/R)*(1/T)). L’énergie d’activation de la réaction de production hydrogéno-
dépendante de formate est de -28,6 ki mol™* chez T. onnurineus NA1. Le Qi de la réaction entre 80 et

90 °C est de 1,3 démontrant la simplicité de la réaction et sa faible dépendance de la réaction a la
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variation de la température. Cet élément vient renforcer I'idée que la température a un tres faible effet
sur la thermodynamique de la réaction (Schink et al., 2017). Une augmentation de 10 °C change le AG®
de -0,7 ki mol* (Lim et al., 2012) ce qui est négligeable. Un des arguments en faveur d’un scénario de
croissance sur formate a haute température est que la réaction devient exergonique des 42 °C. En
condition standard il est de AG® (a 25 °C) =+1.3 kJ mol™t et pour 80 °Cil est de AG® (a 80 °C) = -2,6 kJ mol-
L(Kim et al., 2010). Au regard de la faible valeur des AG®, le principal facteur qui contréle la direction de
la réaction est le quotient de réaction avec 1 comme nombre stoechiométrique des trois espéces

chimiques.

Pour compléter I'expérience, il faudrait augmenter I'amplitude du gradient testé pour déterminer les
limites de températures d’activités de production de formate. Le maintien d’une production pour des
températures non favorables a la croissance de la cellule est a prendre en considération dans la remise
en contexte environnemental. Deux hypotheses sont possibles : soit la réaction se réalise en grande
partie indépendamment du reste du métabolisme de la cellule (il s’agit juste d’atteindre I'équilibre
thermodynamique de la réaction) soit bien que peu probable, la production a un réle dans la résistance
au stress thermique (production d’énergie, maintien du redox, ...). Pour tester la premiére hypothese, il
faudrait complémenter avec I'opéron fdh-mnh-mrp de T. onnurineus NA1 une souche présentant une
température optimale de croissance différente de T. onnurineus NA1 (80 °C) comme P. furiosus (100 °C)
et appliquer le méme gradient de température que précédemment. Pour tester la deuxieme hypothese,
il faudrait comparer le taux de croissance d’une souche qui posséde/ne possede pas I'opéron avec celui
de son mutant sans/avec le complexe FHL pour différentes températures de culture en fiole et en

bioréacteur sous flux de N, pour éviter I'inhibition par I'H,.

B.5.5 Production de formate en présence de CO

Certaines Thermococcus utilisent I'oxydation du CO avec production d’H, comme source d’énergie
(CO + H,0 = CO; + Hy, AG° =-20 k) mol? (Amend & Shock, 2001; Sokolova et al., 2004). La capacité
d’utiliser le CO est liée a la présence d’un cluster de génes spécifiques : codh-mch-mnh (Kim et al., 2013)
ou codh-glt (6 génes) (FIGURE 35) présents chez plusieurs espéces : T. barophilus MPT, T. barophilus Ch5,
T. sp. AM4, T. onnurineus NA1, T. paralvinellae ES1', T. guaymasensis TYS', T. ggmmatolerans EJ37, T.

profundus DT54327, T. radiotolerans EJ2, T. siculi RG-20" et T. barossii SHCK-94.

T. onnurineus NA1, qui posséde cet opéron, a été cultivée avec un mélange gazeux CO/N; (50:50; v/v;
200 kPa), 0,2 g L' d’extrait de levure et sans S° pendant 112 h. La culture présentait une biomasse

importante (1,5 108 cellules ml) associée a une production de formate de 5,1 mM. La fonction
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physiologique de la production hydrogéno-dépendante de formate pourrait étre de diminuer
I'inhibition de I'H, sur le catabolisme lors de la croissance sur CO. Il avait déja été suggéré chez T.
onnurineus NA1 que la formate dehydrogénase codée par le cluster fdh-glt soit impliquée dans la
production de formate en utilisant le CO; et I'H, générés par |'oxydation du CO (Lee et al., 2017). Les
clusters fdh-mnh et fdh-glt sont surexprimés chez T. onnurineus NA1 en présence de CO (Kim et al.,
2013; Yun et al.,, 2011). Il a été montré que la délétion du géne mfh2 du cluster fdh-mnh-mrp
(TON_1569) entraine une baisse de la biomasse et de la production d’H; sous CO par rapport a la souche
sauvage (Kim et al., 2013). De plus chez T. barophilus Ch5 qui possede les deux clusters codh-mch-mrp
et fdh-mnh-mrp, la présence de formate (30 mM) limite fortement I'oxydation de CO et la production
de biomasse (Kozhevnikova et al., 2016). Quatre Thermococcales possedent la capacité d’oxyder le CO
et de réaliser la réaction reverse d’oxydation du formate a savoir T. ggmmatolerans EJ3, T. barophilus

Ch5, T. onnurineus NA1 et T. paralvinellae ES1.

B.5.6  Transporteur ou canal de formate ?

La présence d’un transporteur de formate est une des conditions essentielles pour la production de
formate. Plusieurs espéces de Thermococcales possedent I'opéron sans le transporteur de formate et
ne sont pas productrices de formate en présence d’H, (exemple de T. litoralis NS-C' (Takacs et al.,
2008)). Ces cellules ne peuvent donc évacuer le formate produit quis’accumule a I'intérieur et qui inhibe
la réaction. Cette protéine appartient a la famille des Formate/Nitrite Transporters (FNTs) qui est
retrouvée parmi les trois domaines du vivant et qui est divisée en 8 sous-familles dont la plus étudiée
est celle du canal formate (FocA) (Suppmann & Sawers, 1994). Les transporteurs des Thermococcales
forment d’ailleurs une nouvelle sous-famille des FNTs selon une analyse phylogénétique basée sur
I'’étude de 2 043 séquences de FNTs procaryotes (Mukherjee et al., 2017). Le mécanisme de transport
des FNTs n’est toujours pas compris malgré les efforts réalisés sur FocA. Plusieurs mécanismes sont
encore discutés sur la dépendance au pH (Ll et al., 2013; Wiechert & Beitz, 2017) ou encore le couplage
du passage du formate avec celui d’un proton (Atkovska & Hub, 2017; Wiechert & Beitz, 2017). Les
FNTs partagent une structure homo-pentamérique symétrique similaire aux protéines membranaires
de la famille des aquaporines (Falke et al., 2010; LU et al., 2013; Waight et al., 2013; Y. Wang et al.,,
2009). La cavité hydrophobe au centre du pore est entourée de chaque coté de deux constrictions. Un
résidu histidine localisé dans la cavité est retrouvé chez tous les membres de cette famille et pourrait
jouer un réle clé dans le passage du formate. Il a été démontré que celui-ci est impliqué dans un
mouvement bidirectionnel du formate au travers de la membrane cytoplasmique (Falke et al., 2010;

Suppmann & Sawers, 1994). La nature de transporteur ou de canal est toujours discutée.

N\

180

—



Chapitre IIl — Etude 2 |

A notre connaissance il n‘existe qu’une seule étude publiée concernant le transporteur/canal de
formate chez les Thermococcales (Jung et al., 2017). Il a été mis en évidence qu’une mutation d’un
nucléotide de la séquence du gene codant pour le canal de formate chez T. onnurineus NA1 (TON_1573)
permet 'augmentation de la consommation de formate. La mutation sur le nucléotide 154 (G qui
devient A) entraine le remplacement d’une alanine par une thréonine en position 52. Ce changement
intervient au niveau de la face interne du pore central et pourrait améliorer I'affinité du substrat avec
le canal. Le mutant présente une meilleure croissance (x1.62) et une meilleure production d’H, (x1,27)
par rapport a la souche type. La consommation de formate est quant a elle amélioré de 9%
(281,6 mmol gt hl). La délétion du géne TON_1573 diminue significativement la croissance, la
production d’H; et le taux de consommation de formate (187,2 mmol gt h?). T. onnurineus NA1
possede une deuxieme copie de ce transporteur (TON_0538) ce qui pourrait expliquer le maintien du

transport du formate.

Cette étude met en évidence le role clé du canal dans le métabolisme du formate. Contrairement aux
autres protéines de I'opéron fdh-mnh-mfh, la séquence protéique du canal est assez divergente avec
par exemple 27 % de similarité entre le canal de T. onnurineus NA1 (TON_1573) et celui de T. barophilus
Ch5. La structure du canal joue probablement un réle important dans la production de formate bien
gue ce ne soit surement pas le seul parameétre expliquant la différence de production entre les souches
positives. Pour déterminer si le transporteur est un élément limitant la réaction, il faudrait échanger le
transporteur de T. barophilus Ch5 avec celui d’une autre souche qui ne posséde qu’un seul transporteur
(donc cela exclut T. onnurineus NA1 et T. piezophilus CDGS') et de comparer leurs productions
respectives de formate. Il serait également intéressant de le rajouter chez les espéces qui possedent
différentes versions amoindries de I'opéron sans le transporteur de formate comme T. litoralis NS-C" ou

P. abyssi pour déterminer si leurs opérons sont encore fonctionnels.

B.5.7 Coculture et association avec une méthanogene

L’association en co-culture de micro-organismes hétérotrophes et de méthanogenes améliore leurs
croissances et stimule leurs métabolismes (Bonch-Osmolovskaya & Stetter, 1991; Canganella & Jones,
1994; Muralidharan et al., 1997; Topguoglu et al., 2016). Les méthanogenes, ne représentant que
quelgues pourcents de la population totale de la coculture, utilisent I'H, produit des processus de
fermentation des cellules hétérotrophes entrainant alors la baisse de la pression partielle d’H; ce qui
diminue la rétro-inhibition de I'H; sur les processus fermentaires. En culture pure, T. paralvinellae ES1'
produit du formate en présence d'H, alors gu’aucune production de formate n’est détectée en
coculture avec une méthanogéne Methanocaldococcus jannaschii (Topguoglu et al.,, 2018). M.

jannaschii ne réalisant pas de méthanogenése sur formate, il est peu probable que T. paralvinellae ES1T
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produise du formate pour diminuer l'inhibition de I'H,, et que celui-ci soit ensuite utilisé par la
méthanogene. Il semblerait donc que la consommation de I'H, par les méthanogenes soit suffisante
pour réduire assez la pression partielle d’H, et ainsi limiter la production de formate par les
Thermococcales. Cette hypothése a été testée par la réalisation de coculture en placant des tubes dans

un Schott donc sans contact physique entre les deux espéces (FIGURE 70) :
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Figure 70 : Schéma du principe de coculture entre deux especes sans contact direct afin de favoriser les
échanges gazeux.

L'espéce A productrice d’H, est Thermococcus. sp. MF15 incubée avec 6 gL? d’extrait de levure
(T. sp. MF15 a été isolée au laboratoire a partir de préléevement de I'incubation en bioréacteur réalisée

pendant la campagne BICOSE 1). Trois combinaisons pour I'espece B ont été testées :

- T. sp. MF15 avec 0,2 g L'* d’extrait de levure : une production de formate de 473 uM est
détectée dans les tubes. Cette production est de I'ordre de grandeur de la production attendue
par rapport a la teneur en H, de la phase gazeuse qui est de 4,1 % (a 200 kPa).

- Témoin négatif non inoculé : une faible quantité de formate a été produite dans les tubes
(181 uM). L’hypothése la plus probable est la contamination du témoin négatif par quelques
cellules de Thermococcales puisqu’aucune production abiotique de formate n’a été observé
dans les fioles seules des témoins négatifs.

- Methanotorris igneus ColBicl (méthanogéne hyperthermophile) : une production de CH4 est

détectée aprés 192 h et une faible teneur en H;

Pour la culture A productrice d’'H,, les productions de formate sont de ~ 1,2 mM) pour les deux
premiéres conditions (avec T. sp. MF15 et le témoin négatif). Pour la condition avec M. igneus, la
production de formate est de 0,2 uM suggérant que la consommation de I'H; par les méthanogénes a

suffisamment baissé la pression partielle d’H; pour réduire la production de formate. Il est a noter que
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la concentration d’acétate (proxy de la fermentation) est également diminuée (0,8 uM) par rapport aux

deux premiéres conditions (= 2,5 mM)

L'H, produit par la fermentation de la matiére organique par les Thermococcales est utilisé comme
donneur d’électron par les méthanogenes et peut étre recyclé par les Thermococcales formate

productrices.

Il avait été observé que |'association entre une espece hétérotrophe et une espéce méthanogene
s’établit lorsque les cellules sont physiquement proches, par exemple si les deux cultures sont séparées
par une membrane, il n’y a pas de production de CH4 (Muralidharan et al., 1997). Le résultat de notre
expérience suggere qu’une proximité spatiale n’est pas obligatoire. Cependant il faut prendre en

considération que les deux approches sont différentes, il est difficile de tirer des conclusions.

Pour améliorer les résultats de notre expérience, il faudrait utiliser une souche non productrice de
formate comme productrice d’H; pour éviter d’avoir une production de formate. De plus les trois tubes
de chaque Schott étaient des réplicas de la méme espeéce, il serait possible dans chaque tube d’avoir
des combinaisons de différentes espéces (Thermococcales productrices ou non de formate,
méthanogénes utilisatrices de formate ou non, dautres hydrogénotrophes comme des
Archaeoglobales, ...) et ceux dans des conditions différentes (variation de la quantité et de la forme de
la matiére organique, température, ...). Il serait pertinent de réaliser des RT-PCR pour déterminer

I'expression de 'opéron codant la FHL.

B.5.8 Voie autotrophe d’incorporation de CO>/HCOs™ chez les Thermococcales ?

Lors de I'incubation avec du *#C-HCOs (dont I'objectif était de déterminer I'origine du formate), la
fixation autotrophe de carbone dans la biomasse de T. onnurineus NA1 et de T. sp. MF15 a été quantifiée
(FIGURE 71). Les filtrats des contrdles négatifs ne présentent pas d’activité importante (témoin négatif,
et les cultures de T. onnurineus NA1 et de T. sp. MF15 neutralisées par autoclavage aprés inoculation).
T. onnurineus NA1 et T. sp. MF15 sont capables de fixer le bicarbonate quelque soit les concentrations
d’H,. L'incorporation est d’ailleurs plus importante en absence d'H, préalablement additionné. Ceci peut
étre expliqué par le ralentissement du métabolisme en présence d’H, mais également par la production

de formate qui capte une partie du bicarbonate marqué.

Il s’agit a notre connaissance de la premiere démonstration expérimentale d’incorporation de CO, chez

les Thermococcales. La voie supposée de fixation du CO; celle du métabolisme de 'AMP (Aono et al.,
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2015). Cependant I'inactivation du géne de la RuBisCo chez T. kodakarensis KOD1™ a montré qu’il n’était
pas essentiel pour la croissance malgré une diminution de la concentration cellulaire (Sato et al., 2007).
Une voie alternative est la voie des Pentoses Biphosphate qui consiste a la génération de R15P a partir
de Ribose-1-Phosphate par une carbohydrate kinase (Aono et al., 2015). L'incorporation de CO; au
travers d’autres voies métaboliques doit également étre supposée. Par exemple I'analyse des génomes
a montré la présence potentielle d’enzymes du cycle de I'acide tricarboxylique bien que cette voie est

toujours incomplete (Fukui et al., 2005; Moon et al., 2012; Zivanovic et al., 2009).

120,00

Témaoin Stérile ONU OMUOH OMNU 80H MF15 B0H  Stérle MF15
negatif

Figure 71 : Mesure d’incorporation de carbone 14 chez les Thermococcales. Pour rappel, les conditions de
cultures étaient les suivantes : eau de mer synthétique, 30 mM HCOs', 0,2 g L d’extrait de levure, H,/CO, ou
N»/CO, (80:20; v/v; 200 kPa) et sans ajout de S°.

L’étude de l'incorporation n’étant pas dans nos objectifs initiaux, les résultats ne sont que préliminaires.

Pour renforcer les résultats plusieurs manipulations sont possibles :

- Une expérience pour déterminer si la RuBisCo est la seule voie d’incorporation serait de
construire un mutant ARuBisCo (délétion ou inactivation) et de comparer |'incorporation de
bicarbonate marqué avec la souche non mutée. L’ajout d’AMP dans le milieu boosterait la voie
métabolique. L'utilisation d’une souche carboxydotrophe serait a privilégier. En effet si la
RuBisCo est la voie principale d’incorporation de CO,, alors le mutant ARuBisCo ne présentera

pas de croissance importante sur CO.

- Une seconde expérience serait d’utiliser la souche T. barophilus Ch5 qui est a la fois

carboxydotrophe et productrice de formate pour déterminer le bénéfice de la production de
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formate pour la cellule sur CO. La production hydrogéno-dépendante de formate permet a la
cellule de tirer la réaction d’oxydation du CO mais en méme temps utilise le CO, susceptible
d’étre incorporer dans la cellule. Une alternative serait de rajouter I'opéron FHL chez T.

barophilus MPT qui est carboxydotrophe.

D’autres parametres seraient a tester comme la quantité et la forme de matiére organique (peptide vs

sucre), la présence ou absence de S° ou encore la pression partielle en H,.

B.6. Conclusions

Nous avons mis en évidence un mécanisme inédit de tolérance a I'H, chez les Thermococcales, la
production hydrogéno-dépendante de formate. Il était jusqu’alors considéré que la croissance des
Thermococcales était trés sensible a la concentration d’H; avec une inhibition totale pour de faible
concentration. La production de formate a partir de I'H; et du bicarbonate permet de réduire la pression
partielle intracellulaire de I'H; et de lever I'inhibition sur les voies cataboliques. En présence d'H,, un
quart des souches testées (n=45) présente une croissance, celle-ci associée a une production de formate
allant de 1 a 12 mM. Une comparaison génomique a mis en évidence la présence exclusive de deux
clusters de genes uniquement chez les souches positives. Ces opérons sont notamment constitués
d’une formate dehydrogénase et d’un transporteur de formate. Comme la réaction d’oxydation du
formate (HCOO + H,0 => H, + HCO3') est facilement réversible du fait de sa faible enthalpie libre
(AG° = +1.3 ki mol?), la réaction « reverse » de production de formate est thermodynamiquement
contrélée par la concentration de ses substrats (concentration de bicarbonate et pression partielle d’H3)
et est limitée par la concentration du formate. Une régulation par le S° a également été mise en
évidence. Les souches possédant ce mécanisme présentent donc des croissances non négligeables en
présence d’H; a des concentrations inhibitrices pour toutes les autres souches. Cette nouvelle capacité
métabolique constitue un nouvel élément pour comprendre la distribution ubiquiste des
Thermococcales dans I'écosystéeme hydrothermale et doit étre pris en compte dans les modeéles bio-

géo-chimiques de ce dernier.
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4.1. Rappel des objectifs

Les sources hydrothermales océaniques profondes sont caractérisées par I'émission, au niveau du
plancher océanique, de fluide chaud (température pouvant dépasser 400 °C) contienant de nombreux
éléments chimiques réduits et anoxiques dont principalement des ions métalliques (Fe?*, Mn?%, Zn%,
Cu?), du soufre S” et des gaz dissous (CO,, CHq, H> et H,S) (Charlou et al., 2002; Kelley et al., 2002). Les
zones d’émissions de fluide hydrothermal sont généralement caractérisées par la formation de
structures minérales en forme de cheminées présentant des associations minéralogiques complexes et
diverses, résultat de l'interaction du fluide chaud et réduit avec de I'eau de mer froide et oxique. Les
minéraux principaux sont les sulfures métalliques de Cu, Fe ou Zn vers l'intérieur des cheminées et les
sulfates de Ca ou de Ba vers I'extérieur. Les sites actifs forment des écosystemes complexes abritant
une biocénose endémique et originale qui a comme particularité d’avoir a l'origine de sa chaine
trophique une production primaire chimiotrophe basée sur les éléments chimiques dissous présents
dans les fluides hydrothermaux et assurée par des micro-organismes chimio-synthétique (Jannasch &
Wirsen, 1979). Au niveau des systemes hydrothermaux, les micro-organismes permettent le
développement et le maintien de la faune de ces écosystémes de part des interactions a l'interface
entre la biosphere et la géosphere. Etudiée depuis maintenant prés de 40 années, la diversité
microbienne associée aux édifices hydrothermaux commence a étre relativement bien décrite grace
aux approches culturales et moléculaires qui sont complémentaires. En effet, les techniques de cultures
ne permettent pas d’identifier de maniére exhaustive la diversité présente dans un échantillon mais
permettent la caractérisation fonctionnelle des souches isolées. Les techniques moléculaires
indépendantes des techniques culturales permettent d’identifier I'importante diversité qui reste non
cultivable a ce jour mais ne permettent pas une caractérisation fonctionnelle. Cependant, le
fonctionnement et la compréhension des processus d’interactions entre les communautés
microbiennes et les surfaces minérales restent mal définis, principalement en raison des contraintes
expérimentales imposées par ces environnements complexes et difficiles d’acces. L’objectif général de
ce travail de thése était d’identifier et de caractériser fonctionnellement les communautés
microbiennes en interaction avec les minéralisations hydrothermales. Pour répondre a ces questions,
des approches innovantes de colonisation ex situ de substrats naturels de sulfures massifs ont été
privilégiés grace a des incubations de ces substrats en bioréacteur Gas-lift inoculés a partir
d’échantillons de cheminées et de fluides hydrothermaux. L'utilisation de culture en continu permet un
contrble des conditions biotiques et abiotiques des incubations. Dans ce cadre, les travaux se sont
principalement concentrés sur I'étude de la diversité et de la structure des communautés présentes

dans la fraction liquide et de celles associés aux substrats de sulfures massifs.
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4.2. Influence des conditions physico-chimiques sur I'enrichissement de
communautés hyperthermophiles de cheminées hydrothermales de la ride
médio-Atlantique en cultures en continu

4.2.1 Enrichissement de communautés hyperthermophiles

Dans le cadre de cette étude, cing cultures en continu en bioréacteur Gas-lift ont été réalisées a partir
d’échantillon de cheminées hydrothermales actives provenant de trois champs hydrothermaux situés
le long de la ride médio-Atlantique : deux ont été réalisées a partir d’échantillons prélevés sur le champ
hydrothermal de Lucky Strike sur les sites respectifs Tour Eiffel et Capelinhos distants d’environs 1 km,
deux autres a partir de cheminées qui proviennent du méme site (Les Ruches) du champ Snake Pit et |a

cinquiéme a partir d’un échantillon d’une cheminée active de la zone des nurseries de TAG.

La mise en ceuvre des cultures en continu a été modifiée par rapport aux travaux antérieurs. La
principale modification est I'utilisation de fluide hydrothermal non filtré comme base minérale et
inoculum avec un débit d’apport de milieu plus faible de 20 mL h'. Le fluide est également conservé

directement dans sa poche de prélévement ce qui améliore sa conservation.

Les diversités détectées dans les bioréacteurs apres inoculation aux T=0 h qui correspondent a la somme
des diversités de I'échantillon brut de cheminée et des fluides hydrothermaux sont similaires a celles
des échantillons bruts et sont donc représentatives de la diversité présente in situ. Les diversités initiales
sont majoritairement constituées d’Euryarchaeota principalement des Thermococcales et des
Archaeoglobales mais présentent des variations importantes d’abondances relatives. La présence
d’Archaeoglobales et de Thermococcales est courante dans les études de diversité microbienne de
cheminées hydrothermales (Kormas et al., 2006; Li et al., 2014; Reysenbach et al., 2000; Schrenk et al.,
2003; Takai et al., 2001). Les Thermococcales sont des chimioorganotrophes fermentaires anaérobies
capables de réduire différents composés soufrés (Schut et al., 2014) tandis que les Archaeoglobales
réduisent le SO4> (Archaeoglobus) ou le fer (lll) (Geoglobus ou Ferroglobus) en oxydant I'H, ou des
composés organiques (tel que I'acétate ou le pyruvate). Elles se maintiennent durant les différentes
incubations dont certaines (58 % de la diversité totale) sont présentes dans tous les échantillons

(échantillons bruts, fractions liquides et sections polies des 5 incubations).

La réalisation de culture en bioréacteur permet également d’enrichir de nouveaux micro-organismes
non détectés dans I'échantillon brut initial comme cela a été démontré par le passé. Les modifications
apportées au protocole de culture utilisé durant cette thése ont permis d’enrichir pour la premiére fois
des phylotypes originaux tels que les Methanotorris. Elles ont été enrichies dans les incubations
réalisées a partir d’échantillons de Snake Pit et sont absentes des incubations de celles réalisées a partir

d’échantillons de Lucky Strike et de TAG. Ce résultat est cohérent avec I'isolement par le passé de
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souches de Methanotorris a partir d’échantillon de Snake Pit (Jeanthon et al., 1999). Elles ne sont
toutefois pas détectées dans les inventaires moléculaires. Les concentrations en H; des fluides de ces
trois champs basaltiques sont du méme ordre de grandeur (0,35 mM de moyenne (Charlou et al., 2002))
et largement inférieures a celles de champs hydrothermaux ultramafiques (13,6 mM de moyenne) dans
lesquels les méthanogénes sont identifiés dans les inventaires moléculaires. Dans les cheminées et
diffuseurs actifs de Snake Pit la pyrrhotite et I'isocubanite sont les sulfures de fer et de cuivre dominants,
ils traduisent des conditions plus réductrices que celles de TAG et Lucky Strike pour lesquelles la pyrite
(sulfure de fer) et la chalcopyrite (sulfure de cuivre) sont les sulfures dominants. La formation de ces
minéraux dans les cheminées actives traduit les conditions plus ou moins réductrices du fluide (non
mélangé a I'eau de mer). Au contraire, les incubations de Lucky Strike présentent des enrichissements
en micro-aérophile Aeopyrum. C'est le contraire pour les phylotypes associés aux Aeropyrum qui sont
connus pour étre des microaérophiles. Ces différences de diversité pourraient étre expliquées par un
état plus réducteur des incubations de Snake Pit. Il serait intéressant de mesurer le potentiel redox de
prochaines incubations pour déterminer si ce facteur est déterminant pour |'enrichissement de ces
phylotypes. L'apport d’H, en condition réductrice permet donc d’enrichir les méthanogenes

hydrogénotrophes présents en faible quantité dans I'environnement de Snake Pit.

L'étude a également mis en évidence I'enrichissement de plusieurs phylotypes originaux. Deux
phylotypes nommés NUG pour « New Unaffiliated Group » ont été enrichis jusqu’a 72 %. lls sont affiliés
gu’a un clone incultivé HTM8731-A9 (AB611366,) identifié sur une cheminée hydrothermale du
Pacifique (Yoshida-Takashima et al., 2012). Le plus proche représentant cultivé est Thermosphaera
aggregans a 82 % (NR074380). lls sont également présents en faible abondance (< 1 % de I'abondance)
dans les autres incubations. De plus, trois phylotypes originaux sont uniguement présents dans I'une
des incubations de Snake Pit. L'analyse phylogénétique les placent dans le phylum des Candidatus
Aenigmarchaeota dont aucun représentant n’avait été jusqu’ici enrichi en culture. Ces derniéres
années, I'apport des données de métagénomiques a permis la découverte de nouvelles lignées
d’archées et la réévaluation de leur modele d’évolution (Adam et al., 2017; Spang et al., 2017). La quasi-
totalité de ces nouvelles lignées ne possédent pas de représentants cultivés a ce jour et sont encore mal
caractérisées du point de vue physiologique et métabolique. L’enrichissement de ces phylotypes en
bioréacteur Gas-lift confirme que cette technique est performante pour cultiver des micro-organismes
originaux qui échappaient aussi bien aux approches culturales que moléculaires. L'un des principaux
avantages est le prélevement d’un grand volume de fluide qui permet d’obtenir une biomasse
importante ce qui améliore la qualité de séquencage en métagénomique. C'est dans cette optique
gu’une approche de métagénomique a été tentée sur des échantillons de poche de sortie de milieu afin

d’obtenir le génome des phylotypes affiliés a Candidatus Aenigmarchaeota. La mauvaise qualité du
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séguencage n’a pas permis d’obtenir le génome complet mais il semblerait gu’il soit probablement de
petite taille et ne possede aucune voie métabolique complete. L’enrichissement de phylotypes de NUG
et de méthanogenes dans une culture en bioréacteur réalisée au laboratoire un an apres le préléevement
démontre I'importance du conditionnement et la conservation des poches des fluides. L’enrichissement
des Candidatus Aenigmarchaeota au 18€™ jour de I'incubation est intéressant, les autres incubations
duraient moins longtemps (contraintes imposées par la durée des campagnes océanographiques) et

met en évidence |'existence de succession écologique.

La présence de phylotypes de Thermococcales et d’Archaeoglobales dans chaque échantillon ainsi que
I’enrichissement dans plusieurs incubations des phylotypes de NUG démontrent la reproductibilité de
I'approche. Il semblerait également qu’il y ait une diversité commune de ces trois champs
hydrothermaux qui pour de mémes conditions physico-chimiques sont enrichies. Nos résultats donnent
une image de la diversité microbienne associée a plusieurs types de cheminées hydrothermales de
champs hydrothermaux basaltiques de la ride Médio-Atlantique et enrichis dans des conditions
déterminées (80 °C, pH de 6.5, présence d'H,). Ces études devraient étre complétées par des
incubations avec des échantillons de site hydrothermaux basés sur des substrats de roches du manteau
(ultramafique comme par exemple Rainbow) dont les fluides sont caractérisés par des pH légerement
plus bas que ceux des environnements basaltiques et surtout par des concentrations en H, pouvant
atteindre 19 mM (moyenne des sites mantelliques 13,6 contre 0,35 mM pour les sites basaltiques) et

en fer dissous (24 mM).

4.2.2 Colonisation de nouvelles surfaces minérales

Un certain nombre d'études sont consacrées au processus de colonisation dans les environnements
hydrothermaux. Elles reposent sur |'utilisation de modules de colonisation placés sur le passage du
fluide hydrothermal au travers d’une chambre dans laquelle des substrats sont introduis afin de suivre
la colonisation de leur surface par des micro-organismes (Karl et al., 1988; Nercessian et al., 2003; Pagé
et al., 2008; Reysenbach et al., 2000; Schrenk et al., 2003). Les diversités obtenues lors du déploiement
de module de colonisation concordent avec les diversités microbiennes des échantillons bruts.
Cependant il reste difficile de conclure sur les processus de colonisation. Les conditions de déploiement
des modules sont différentes : temps d’incubations variables sur des sites différents avec des données
physico-chimique manquantes (température, pH, ...) et utilisant des substrats différents (naturels ou
artificiels). Les approches in-situ ne permettent pas de caractériser les interactions existantes entre les
cellules colonisatrices et le substrat de colonisation. De plus, de fortes variations de température et de
pH dans des intervalles de temps de quelques min sont observées dans certains fluides présentent de

grande variabilité spatio-temporelle a petite échelle. C'est pour cette raison qu’une approche ex-situ a
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été choisie afin d’appréhender les processus de colonisation de nouvelles surfaces. Plusieurs sections
polies de sulfures massifs ont été incorporées a l'intérieur du bioréacteur Gas-lift au cours de plusieurs
cultures en continu. L'utilisation de ce bioréacteur permet d’accéder a une plus grande diversité
inaccessible par les méthodes culturales classiques tout en contrélant les conditions physico-chimiques
(température et pH). L'incubation de sections polies de sulfures massifs a permis de simuler I'exposition
de surfaces fraiches et réactives (tel que rencontré in situ directement exposées aux fluides
hydrothermaux) et de favoriser I'adhésion de micro-organismes capables de se développer sur ces
surfaces. Les diversités des communautés développées a la surface des sections polies incubées dans
les mémes conditions sont similaires a celle des fractions liquides avec une majorité de Thermococcales
(entre 42 et 83 %) et d’Archaeoglobales (entre 2 et 41 %) principalement affiliée a Geoglobus ahangari.
I n’y a pas eu d’enrichissement spécifique de phylotypes appartenant a un ordre particulier a la surface
des sections polies de sulfures. De plus la composition minéralogique des sulfures (trois types de
sections polies ont été testés) n’influence pas la composition des communautés microbiennes. Ce
résultat suggere qu’il n’y a pas eu de colonisation spécifique mais plus un dép6t a la surface des sulfures
des micro-organismes de la fraction liquide. L'utilisation de substrat d’une autre nature comme des
basaltes ou inertes comme du verre avec notre protocole de culture permettrait de le confirmer. Les
observations microscopiques mettent en évidence que, pour les durées d’incubation courtes de nos
cultures, les cellules sont présentes individuellement a la surface des sections polies sans former de

biofilm comme cela avait été observé dans les études in situ.

4.2.3 Résilience des communautés microbiennes aprés un choc oxique et une
diminution de la température d’incubation

Une perte d’activité a été simulée au cours de I'incubation de TAG avec la diminution progressive de la
température de 80 a 4 °C sur plusieurs jours puis le changement de la composition du balayage gazeux
de Ny/Hy/CO, (75:20:5) a une composition N,/O, (78:21). Les diversités microbiennes présentes a la
surface des sections polies ne sont pas impactées par cette perte d’activité, au contraire de celles des
fractions liquides dont les structures des communautés sont différentes de celle d’avant la perte
d’activité. Elles deviennent similaires a celles associées aux sections polies suggérant que les micro-
organismes présents dans les sections polies de sulfures massifs sont plus résistants aux chocs oxiques
et a la diminution de température que ceux présents dans la fraction liquide. Nos résultats
expérimentaux viennent compléter les données déja acquises (isolement d’hyperthermophile
anaérobiques d’échantillons d’eau de mer et de tolérance a I'oxygéne en culture pure) sur les capacités

de résiliences des communautés hyperthermophiles anaérobiques.
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4.3. Laproduction de formate comme mécanisme de tolérance a I’H, chez les
Thermococcales

4.3.1 Principaux résultats

La diversité des incubations en bioréacteur Gas-lift est majoritairement constituée de Thermococcales.
L’enrichissement de Thermococcales dans ces conditions physico-chimiques de culture (présence d’Hs,
aucun ajout de matiére organique ni de S° est inattendu. En effet il était considéré qu’en culture pure
et en absence de S°, |a croissance des Thermococcales est inhibée par de faibles concentrations en Ha,
produit terminal de son métabolisme (Schut et al., 2014). Pour expliquer leur enrichissement, deux
hypotheses étaient possibles, la premiere est qu’elles s’associent a des souches hydrogénotrophes
comme des méthanogenes (Topguoglu et al., 2016) ce qui permet la diminution locale de la
concentration en H,, la seconde est la présence d’'un mécanisme permettant |'évacuation intracellulaire
de I'H,. La tolérance a I'H; chez les Thermococcales en absence de S° n’avait pas été testée dans la
littérature, les résultats des travaux sur P. furiosus avaient été généralisé a I'ensemble des représentants
de cet ordre (Fiala & Stetter, 1986; Malik et al., 1989). La croissance de 45 souches de Thermococcales
(parmi les trois genres) en présence d’H, a donc été vérifiée et il s'avere que 27 % (12 souches) d’entre
elles présentaient une croissance associée a une production importante de formate (variant de 0,8 a
11,9 mM au bout de 72 h avec 80 % d'H, dans la phase gazeuse a 200 kPa). Les 12 souches tolérantes a
I'H, comprennent 2 Pyrococcus (P. yayanossii Chl" et P. kukulkanii NCB100"), 1 Palaeococcus (P.
pacificus DY20341") et 9 Thermococcus (T. paralvinellae ES1, T. barophilus Ch5, T. kodakarensis KOD1T,
T. nautili 30-17, T. gammatolerans EJ3T, T. cleftensis CL1, T. piezophilus CDGS', T. onnurineus NA1 et T.
sp. MF15). En réalisant une comparaison entre les génomes des souches tolérantes (les génomes de 12
souches tolérantes étaient disponibles) et de ceux de souches non tolérantes (22 génomes), il est

apparu qu’un seul géne codant un transporteur de formate est unique aux souches tolérantes.

Ce géne est retrouvé au sein de deux clusters de génes et toujours associé a une formate
dehydrogénase. Le premier cluster de 18 génes (fdh-mfh-mnh) était connu en tant que complexe de la
formate-hydrogenlyase, il avait été décrit chez T. onnurineus NA1 dans le cadre de la croissance sur
formate (HCOO™ + H,0 => H, + HCO3") (Kim et al., 2010) (FIGURE 72). Lim et al avaient démontré qgu’il
permettait de coupler I'oxydation du formate en H; et CO; a la synthese d’ATP (Lim et al., 2014). Les 8
souches tolérantes a I'H, avec la production de formate la plus importante possédaient ce cluster.
L’utilisation de bicarbonate radiomarquée au **C a permis de confirmer 'origine du carbone du formate
produit lors de I'exposition de T. onnurineus NA1 a une forte teneur en H,. Chez les 4 autres souches, le
transporteur de formate était présent dans un autre cluster de 6 genes non décrit codant également

pour une formate dehydrogénase ainsi qu’a une protéine homologue a 25 % a la sous-unité B de la
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glutamate synthase de T. kodakarensis KOD1™ qui présente une activité d’oxydoréductase NADPH-
dépendante (Dincturk et al., 2011; Jongsareejit et al., 1997). T. onnurineus NA1 possede également ce
cluster (TON_0538-0543) (FIGURE 72) dont I'expression est toujours corrélée a celle du cluster de sulfl
(TON_0534-0537) qui code pour une hydrogénase cytosolique NADPH-dépendante (Lee et al., 2017;
Moon et al., 2012; Yun et al., 2011). Il est ainsi possible d’extrapoler que ces deux complexes agissent

ensemble avec |'utilisation de NADPH comme transporteur d’électron entre les deux.

Glutamate synthase
Beta subunit
|gits)

fan-gits cluster R
[TON_1538-1543)
Formate
dehydrogenase Hydrogenase Formate  Ma'/H" antiporter
(fah) (mjh) channe ()

faib-mfh-mnh cluster i::[:-_-m A W 'y
{TON_1563-1580) LRI I
Figure 72 : Comparaison des deux clusters fdh-mfh-mnh et fdh-glt identifiés chez T. onnurineus NAL.

Certaines enzymes comme la formate dehydrogénase sont connues pour étre réversibles, le sens de la
réaction dépendant des concentrations des substrats/produits (HCOO™ + H,O €3> H, + HCO;3). La
réversibilité de la réaction chez les Thermococcales a été mis en évidence avec la consommation du
formate préalablement produit chez T. onnurineus NA1 et P. pacificus DY20341" (qui possédent
respectivement les clusters fdh-mfh-mnh et fdh-gltS) suite au changement des conditions de culture
(remplacement de I'H, de la phase gazeuse par du N,). La croissance de deux souches génétiquement
proches T. barophilus sp. Ch5 et sp. MP a été comparée. Le génome de Ch5 possede 310 ORF de plus
que celui de MP dont le cluster fdh-mfh-mnh. Alors que la croissance de T. barophilus MPT est
rapidement inhibée par la présence d’H; (inhibition compléte pour une teneur en H, entre 5 et 20 % de
la phase gazeuse a 1,5 bar), la croissance de Ch5 n’est impactée que de moitié jusqu’a 80 % d’H,.
L'analyse de nos données suggerent I'implication de ces deux clusters dans la production de formate en
tant que mécanisme de tolérance a I'H, chez les Thermococcales. Pour véritablement confirmer ces
résultats et déterminer les fonctions des différents éléments, il faudrait réaliser des expériences
génétiques sur ces deux clusters. Des essais ont été tentés mais n’ont pas aboutis. Les données
génétiques, transcriptomiques et protéomiques accumulées sur T. onnurineus NA1 en font un bon
modele d’étude, d’autant plus que c’est une espéece particuliere puisqu’elle possede les deux clusters

fdh-mfh-mnh et fdh-gltS.
4.3.2 Quel est le sens de la réaction in situ ?

Il semble trés improbable que la réaction d’oxydation du formate puisse représenter une source

d’énergie pour les Thermococcales au niveau des sources hydrothermales profondes (Topcuoglu et al.,
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2018). En effet la croissance et la synthese d’ATP sur formate ont été obtenue en conditions de
laboratoire (concentration importante de formate et de matiére organique, et faible concentration de
bicarbonate et absence d’'H;). Dans ces écosystéemes les concentrations environnementales de formate
sont tres faibles (de I'ordre du uM) et celles d’H; peuvent étre plus importantes (de I'ordre du 0,32 mM

dans les systemes basaltiques contre 13,6 mM en domaine mantellique) (Charlou et al., 2002).

Dans la littérature, le AG® de la réaction d’oxydation du formate
(HCOO™ (aqg) + H20 (lig) => H2 (g) + HCO5 (aq)) est calculé en considérant I’ H, sous sa forme gazeuse
alors qu’en conditions hydrothermales profondes, les gaz sont présents sous forme dissoute et doivent
étre considérés comme tel dans les calculs thermodynamiques (Amend & Shock, 2001). Le AG® de la
réaction de changement d’état (H. (g) <> Ha (aq)) est de 22,20 kJ mol?). La réaction d’oxydation du
formate qui est légérement endergonique en considérant I'H; (g) (AG° = +1,5 kJ mol?) I'est encore plus
en considérant I'H, comme dissous la réaction (AG®=+19 kJ mol?). Certains auteurs soulignent
également I'importance du changement du AG® avec I'augmentation de température, en effet a 25 °C
la réaction est endergonique (AG° =+1,5 kJ mol?) et elle devient exergonique a une température de
80 °C (AG° =-1,8 ki mol). En considérant I’H; dissous, la réaction reste endergonique dans la gamme

de température du vivant.

De plus la régulation de I'expression du cluster par le S° est un autre argument en faveur que la fonction
premiére du complexe fdh-mfh-mnh soit la production de formate pour la tolérance a I'H,. Il a été
démontré que I'ajout de S° en culture a un effet inhibiteur sur la production de formate. Cette régulation
pourrait étre expliquer par la présence d’un site de fixation du régulateur transcriptionnel spécifique
SurR (Sulfur Response Regulator) (Lipscomb et al., 2009; Yang et al., 2010) en amont du cluster qui
empéche la transcription du cluster en présence de S° (Kozhevnikova et al., 2016). En présence de S°,
les électrons sont évacués par production d’H,S ce qui léve le réle inhibiteur de I'H; sur le métabolisme
des Thermococcales. Dans I’hypothése que la réaction d’oxydation du formate soit la principale fonction
de I'enzyme in situ, la réaction aurait alors deux rdles physiologiques. Le premier, est la production
d’énergie comme suggéré par Kim et al (Kim et al., 2010). Le second serait d’empécher I"'accumulation
du formate généré lors de la fermentation et ainsi de maintenir ’'homéostasie de son pH cytoplasmique
(Takacs et al., 2008). Le recyclage du formate endogene parait improbable en I'état actuel de
connaissance puisqu’aucune accumulation de formate n’est observée chez les especes non productrices
de formate et que seulement deux voies de biosynthese de formate ont été décrites chez les
Thermococcales : il pourrait étre produit par I'intermédiaire d’une pyruvate-formate-lyase (PFL) qui clive
le pyruvate en formate et en acétyl_CoA. L’analyse des génomes des Thermococcales a montré que trois
espéces possédent une PFL, a savoir T. kodakarensis KOD1', T. litoralis NS-C" et T. sibiricus. La fonction

hypothétique du complexe FHL de recycler le formate généré lors de la fermentation de peptide est

196

/S
—



Chapitre IV — Synthéses générales & Perspectives \

plausible chez T. litoralis NS-C'. En effet T. litoralis NS-C" posséde le cluster fdh-mnh-mrp mais n’a pas le
transporteur de formate (dont la présence est obligatoire en cas d’exposition a I'H; pour évacuer le
formate et garder la réaction exergonique). De plus le cluster fdh-mnh est fortement exprimé en
présence de caséine alors qu’en présence de maltose I'expression est limitée (Takacs et al., 2008). Chez
T. kodakarensis KOD1" qui posséde le cluster fdh-gitS, la délétion des génes codant pour la PFL n’a
entrainée aucune diminution de production de formate suggérant que le formate est produit autrement
(Nohara et al., 2014). T. sibiricus n’a aucun de ces deux clusters (Mardanov et al., 2009). Aucune autre
enzyme présentant une activité PFL n’a été détectée chez les autres Thermococcales, cela ne semblerait
pas étre la source majeure de formate. Le formate pourrait étre produit par clivage du gluconate-6-
phosphate en formate et ribulose-5-phosphate dans la voie métabolique du pentose phosphoketolase
(PPK). Cette voie permettrait d’éviter I'inhibition par I’'H, et du renouvellement du pool de ferrédoxines
des réactions ferrédoxine-dépendantes de la voie d’Embden-Meyerhof (Topguoglu et al., 2018).
Comme les enzymes impliquées ne sont pas connues, il n’est pas possible de connaitre la distribution
de cette voie au sein des Thermococcales. Cependant si cette voie est activée en présence d'H,

I’'oxydation du formate n’est donc pas thermodynamiquement possible.

Le formate pourrait alors étre exogéne et étre produit de maniére biotique ou abiotique. Une seule
production importante de formate par des micro-organismes a hautes températures en culture pure a
été décrite. Il s’agit d’Archaeoglobus fulgidus qui produit jusqu’a 11 mM de formate au bout de 10 h
d’incubation en culture sous CO mais celui-ci est ensuite totalement consommé par la cellule (Henstra
etal., 2007). Le précurseur du formate est le CO; produit par oxydation du CO. La production de formate
sous CO a également été identifiée chez une méthanogéne mésophile Methanosarcinales acetivorans
qui produit elle aussi du formate pendant sa phase exponentielle de croissance sur CO et qui ne le
réutilise pas ensuite (Rother & Metcalf, 2004). Il existe de nombreuses voies qui produit le formate
comme intermédiaire métabolique, comme dans la voie de Wood-Ljungdhal (aussi appelée voie
réductrice de l'acétyl-CoA) pour laquelle la réduction du CO, en formate par une formate
dehydrogénase est la premiéere réaction de la branche méthyl de cette voie (Schuchmann & Miiller,

2014). Cette voie est retrouvée chez certaines méthanogenes hyperthermophiles.

La source potentielle la plus probable du formate est une origine abiotique : le formate peut-étre
produit par réduction du CO; dans des fluides riches en H; jusqu’a ce que I'équilibre thermodynamique
de la réaction CO; + H; = HCOO™ + H* soit atteint (McDermott et al., 2015). Cependant les données
environnementales indiquent que le formate n’est que peu présent dans les fluides hydrothermaux a
I'exception du site de Lost City (Lang et al., 2010) formé sur un substrat mantelliques dans lequel les
fluides sont basiques et les températures inférieures a 100°C. Il s’agit donc d’un site trés différent des

sites étudiés dans cette these. L'absence de détection de formate n’est pas preuve de I'absence de
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formate, il pourrait étre rapidement utilisé par les micro-organismes. Les Thermococcales ne sont pas
détectées dans la majorité des inventaires de diversités d’échantillons de Lost City (Lang et al., 2018;
Roussel et al., 2011; Schrenk et al., 2013) a I'exception de trois séquences du géne codant I’ARNr 16S

en 2006 (Brazelton et al., 2006).

4.3.3 Quelle est la réalité écologique ?

Il serait intéressant de modéliser les concentrations de formate, d’H, et de S° dans les microniches
gu’occupent les Thermococcales, pour déterminer dans un premier temps si le cluster fdh-mfh-mnh est
exprimé et dans quel sens. Il faudrait également déterminer la proportion de Thermococcales possédant
cet opéron en fonction de son environnement (contexte basaltique ou ultramafique par exemple). Nous
avons montré que parmi les Thermococcales testées, une souche sur 4 possédait la capacité de tolérer
I'H,. Cependant est-ce que ce nombre pourrait étre sous-estimé puisque I'isolement de Thermococcales
a toujours été en présence de S° et sans H,. Le cluster fdh-mnh-mrp fait 18 kb soit 1 % de la taille du
génome, est-ce suffisant pour étre pénalisant pour les souches la possédant en condition sans H, ? Pour
déterminer la proportion de Thermococcales possédant cet opéron, des études de métagénomiques
pourraient étre envisagées en recherchant le géne codant pour la sous-unité catalytique de la formate
dehydrogénase (et surtout celui qui code pour le transporteur de formate qui est unique de ce taxon et
de ces deux clusters. Pour la remise en contexte, il faut également penser aux interactions inter-especes.
Par exemple, il a été montré qu’en coculture avec une méthanogéne, il n’y a pas de production de
formate chez T. sp. MF15 ni chez T. paralvinellae ES1T (Topcuoglu et al., 2018). Il faudrait comparer
I'expression de l'opéron en culture pure ou en coculture avec une espece hydrogénotrophe pour
confirmer que seule la diminution de la pression partielle d’H, par la consommation de

I"hydrogénotrophe soit a I’origine de I'absence de production.

4.3.4 Quelle est I’histoire évolutive de cet opéron ?

La question de 'origine de ces opérons chez les Thermococcales se pose : a quel moment sont-ils
apparus dans I'histoire évolutive ? Quelle était leur fonction primaire ? Est-ce qu’ils ont été perdus au
cours de I'évolution par la majorité des especes ou est ce qu’ils ont été obtenus par certaines souches
par transferts horizontaux de genes ? Une étude récente montre qu’il n’y a aucune évidence d’insertion
d’éléments pres des opérons ni de différence de GC % qui supportent I'hypothése d’un transfert de
gene (Topguoglu et al., 2018). Cependant un élément en faveur de ce processus est a la présence d’un
cluster similaire de fdh-mfh-mnh chez Thermofilum pendens Hrk5 (FIGURE 73) (Anderson et al., 2008).
Cette espece de l'ordre des Thermoproteales possede des caractéristiques communes avec les

Thermococcales puisqu’elle est hétérotrophe anaérobie stricte, hyperthermophile (température
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optimale entre 85 et 90 °C) et réalise la réduction du S° C’est le seul micro-organisme en dehors de
I'ordre des Thermococcales qui possede un homologue du transporteur de formate (24 et 28 %
d’homologie avec TON_1573 et TON_0531 respectivement). Les auteurs pensent que le role
physiologique de ce complexe est similaire a celui de chez E. coli a savoir oxyder le formate en CO;
guandiln’y a pas d’autres accepteur d’électrons que le proton. Il serait intéressant de cultiver ce micro-
organisme pour déterminer s'il produit également du formate en présence d’H, et en absence de S°
comme mécanisme de tolérance a I'H,. Son opéron présente de grandes différences avec ceux des

Thermococcales.

L'existence de deux types de clusters similaires couplant la formate/CO dehydrogénase a une
hydrogénase/putative oxydoréductase nous interroge sur leurs origines. Une analyse phylogénétique
indique que les complexes Mrp-Mbh associées au Fdh et Codh sont phylogénétiquement proches ainsi
gu’avec les Mrp-Mbh-NADPH retrouvés chez les Crenarchaeota et différents du module seul Mrp-Mbh

suggérant une émergence assez tot dans I'évolution des archées (Schut et al., 2013).

Formate Membrane bound Farmate Na'fH" antiporter
dehydrogenasze Hydrogenase channel [mnh}
(fdh) (mfh) TON_1581
Thermococous B b b .
onnurineus ) I DR — W R ESSE E
[TON_1562-1580) —
o

Thermafilum pendens \

Hrks — - T )y ) )

(Tpen_0191-0178) 24% SE% 47% 15% 12% 1% 17% 49% 35%  24% 21% 14%

Figure 73 : Comparaison de cluster de génes de T. onnurineus NA1 et de Thermofilum pendens.

4.3.5 Transfert d’électrons abiotique ?

Les cheminées hydrothermales sont constituées de matériaux conducteurs qui permettent la
génération d’un courant au travers de la cheminée en couplant la réduction de I'eau de mer
environnante avec I'oxydation du fluide hydrothermal (Yamamoto et al., 2017). Moins d’une centaine
de micro-organismes ont été identifié comme électro-actifs et capables d’interagir avec une électrode
via un transfert extracellulaire d’électron (EET) (Koch & Harnisch, 2016; Lovley & Phillips, 1988). Une
culture d’enrichissement réalisée a partir de cheminée hydrothermale du site Rainbow (MAR) a mis en
évidence un enrichissement spécifique d’archées dont un quart de Thermococcales sur |'électrode
(Pillot et al., 2018). Une étude sur Pyrococcus furiosus a montré que les Thermococcales peuvent étre
capable de transfert extracellulaire d’électron et générer de I'électricité cependant les mécanismes

impliqués n’ont pas encore été identifiés (Sekar et al., 2017). Est-ce que le transfert extracellulaire
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d’électrons est un mécanisme courant pour évacuer le surplus d’électrons chez les Thermococcales ? Si
c’est le cas, il faudrait déterminer lequel des deux mécanismes (production de formate ou transfert

extracellulaire d’électrons) est le plus efficace pour la cellule.
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4.4. Conclusions

Les travaux présentés dans ce manuscrit de these ont pour objectifs de définir le role des écosystéemes
microbiens dans les interactions biosphére-géosphére associées aux environnements hydrothermaux.
L’aspect innovant de ces travaux réside en 'approche expérimentale mise en ceuvre pour répondre a
cet objectif. Afin de limiter les biais associés a la grande hétérogénéité physico-chimique de ces
environnements tres dynamiques, des incubations en mésocosme ont été réalisées en bioréacteur Gas-
lift dans des conditions contrdlées et homogenes (80 °C, 6,5 de pH et sous un balayage continu en Hy).
Cette approche a permis la comparaison des communautés microbienne a partir d’échantillons prélevés
sur la ride médio-atlantique sur trois champs hydrothermaux (Lucky Strike, Snake Pit et TAG). Des

sections polies de sulfures massifs ont été incubées a l'intérieur de deux bioréacteurs afin d’étudier

Dans I'ensemble, la diversité microbienne enrichie durant ces incubations est homogene, marquée par
une absence de séquence bactérienne, et une diversité archéenne assez faible. Les Thermococcales et
Archaeoglobales constituent la majorité de la diversité et sont présentent dans les cing bioréacteurs.
Les conditions réductrices des fluides semblent influencer I'enrichissement de certains micro-
organismes. La minéralogie des sulfures de Snake Pit (présence de pyrrhotite et d’isocubanite) indique
un état plus réducteur des fluides que de ceux de TAG et de Lucky Strike. Les incubations a partir
d’échantillon de Snake Pit sont caractérisées par |'enrichissement de méthanogénes Methanotorris qui
nécessite des conditions réductrices et qui ne sont pas enrichies dans les incubations de TAG et de Lucky
Strike. Au contraire, les incubations de Lucky Strike présentent des enrichissements en micro-aérophile
Aeopyrum. Les méthanogeénes sont majoritairement détectées au niveau des sites hydrothermaux qui
présentent des fluides riches en H, comme les sites ultramafiques. L'apport en H, permet d’enrichir les

méthanogenes hydrogénotrophes présents en faible quantité dans I'environnement.

L’enrichissement de Thermococcales dans ces mésocosmes enrichis en H, est cependant inattendu. Il
était jusqu’a présent admis que la croissance de toutes les Thermococcales était inhibée en présence
d’H, et en absence de S° Un mécanisme inédit de tolérance a I'H, présent chez un quart des
Thermococcales testées a pu étre ainsi identifié et décrit. Ces Thermococcales réduisent le CO; en
formate avec oxydation de I'H; ce qui leur permet la diminution de la concentration intracellulaire d’Hs.
Deux groupes de genes codant notamment pour une formate dehydrogénase et un transporteur de
formate ont été identifiés a I'origine de cette capacité. Ce trait métabolique permet d’expliquer la
présence de Thermococcales dans des environnements riches en H, comme les sites ultramafiques, en

subsurface et leur enrichissement dans les incubations en bioréacteurs sous balayage en H,.

201

/S
—



] Chapitre IV — Synthéses générales & Perspectives

Les surfaces des sections polies incubé dans les mésocosmes ont été colonisées par des communautés
d’Archaea dont les structures de populations sont similaires a celle des fractions liquides. La colonisation
est lente et marquée par une faible biomasse. La simulation d’une perte d’activité (baisse de
température et apport d’oxygéne) impacte les communautés des fractions liquides qui a la suite de ce
changement de condition sont remplacées par les communautés associées aux sections polies. Ainsi les
communautés hyperthermophiles présentes a la surface des substrats minéraux sont plus résilientes
que celles de la fraction liquide. Ce résultat suggere le role important des particules minérales comme

vecteur de dispersion des micro-organismes hyperthermophiles.

Le bioréacteur Gas-lift constitue un outil performant pour I'étude des interactions entre les micro-
organismes et les minéralisations hydrothermales. La comparaison des résultats de la diversité de nos
incubations avec celles de culture en continu réalisées dans les mémes conditions a partir d’échantillon
de champs hydrothermaux ultramafiques riches en H, permettrait de confirmer le réle de I'H, dans le

contrdle des communautés microbiennes des environnements hydrothermaux.
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