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Résumé 

Les microbialites sont des structures organo-sédimentaires formées par les interactions entre des 

communautés microbiennes benthiques et des phases minérales. Certaines se développent actuellement 

alors que les plus anciennes, sous forme fossile, sont datées jusqu’à ~3,43 Ga et comptent parmi les plus 

anciennes traces de vie non-ambigües connues sur Terre. Par conséquent, les microbialites fournissent 

des informations précieuses sur la paléobiologie et les paléoenvironnements. Pourtant, malgré 

l’importance géobiologique de ces objets, leurs conditions et processus de formation sont encore peu 

compris. En particulier, des microbialites anciennes se sont vraisemblablement formées dans des 

conditions anoxiques, ce qui peut avoir des conséquences majeures sur la disponibilité des espèces 

chimiques en solution. Or, la plupart des microbialites actuelles, utilisées comme analogues des 

microbialites anciennes, se forment dans des environnements oxiques. Ceci confronte nos interprétations 

des paléobiologies et des paléoenvironnements à un manque de données sur la formation des 

microbialites en anoxie, et sur l’acclimatation/l’adaptation de leurs communautés microbiennes au cours 

du temps dans ces conditions. Ici, nous nous sommes intéressés à des microbialites actuelles découvertes 

dans des zones profondes saisonnièrement anoxiques de deux lacs alcalins : Alchichica et Atexcac 

(Mexique), en couplant des études de la minéralogie, de la diversité des microorganismes, de la 

géochimie des solutions et de la spéciation des éléments chimiques. Dans un premier temps de cette 

thèse, nous proposons, après avoir mis en place une base de données des microbialites actuelles connues, 

que les eaux où se forment les microbialites doivent être saturées vis-à-vis de phases carbonatées 

précurseurs et solubles comme les carbonates de calcium amorphes (ACC) et la monohydrocalcite, et 

que ce critère géochimique explique la présence ou non de microbialites dans des environnements 

actuels. Nous montrons ensuite un enregistrement des états redox de la colonne d’eau non seulement par 

la minéralogie des microbialites profondes via des signatures dans la spéciation du soufre déterminées 

par des analyses en spectroscopie d’absorption X synchrotron, mais aussi par les communautés 

microbiennes via des fluctuations d’abondances taxonomiques relatives identifiées par metabarcoding. 

Enfin, nous démontrons que les microbialites actuelles du lac Alchichica sont soumises à de la diagenèse 

précoce, conduisant à la formation de phases minérales rares comme la huntite, et ce notamment de 

manière différente en profondeur dans la colonne d’eau. 

  



 

Abstract 

Microbialites are organo-sedimentary structures formed by interactions between benthic microbial 

communities and mineral phases. Some are currently developing, while the oldest, in fossil form, have 

been dated back to ~3.43 Ga and are among the oldest traces of non-ambiguous life known on Earth. 

Consequently, microbialites provide valuable information on paleobiology and paleoenvironments. 

However, despite the geobiological importance of these objects, their formation conditions and 

processes are still poorly understood. In particular, ancient microbialites are likely to have formed under 

anoxic conditions, which can have major consequences for the availability of chemical species in 

solution. However, most modern microbialites, used as analogues of ancient microbialites, form in oxic 

environments. This confronts our interpretations of paleobiologies and paleoenvironments with a lack 

of data on the formation of microbialites in anoxia, and on the acclimation/adaptation of their microbial 

communities over time in these conditions. Here, we have focused on modern microbialites discovered 

in seasonally anoxic deep zones of two alkaline lakes: Alchichica and Atexcac (Mexico) by combining 

studies of mineralogy, microorganism diversity, solution geochemistry and chemical element speciation. 

In the first part of this thesis, after setting up a database of known modern microbialites, we propose that 

the waters where microbialites form must be saturated with precursor and soluble carbonate phases such 

as amorphous calcium carbonates (ACC) and monohydrocalcite, and that this geochemical criterion 

explains the presence or absence of microbialites in modern environments. We then show a record of 

water column redox states not only by the mineralogy of deep microbialites via signatures in sulfur 

speciation determined by synchrotron X-ray absorption spectroscopy analyses, but also by microbial 

communities via fluctuations in relative taxonomic abundances identified by metabarcoding. Finally, 

we demonstrate that the modern microbialites of Lake Alchichica undergo early diagenesis, leading to 

the formation of rare mineral phases such as huntite, and in particular differentially at depth in the water 

column. 
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1. Les interactions minéral-vivant 

 Les microorganismes interagissent avec les minéraux par le biais d’échanges de matière 

et de flux d’énergie (Dong et al., 2022). Ces interactions sont diversifiées et répandues sur la 

surface terrestre, à toutes les échelles. Elles ont lieu entre autres dans des environnements 

aqueux, dans le sol, en profondeur dans les roches de subsurface, sur et en-dessous des fonds 

marins, mais aussi dans des environnements considérés extrêmes pour l’humain (Cuadros, 

2017 ; Huang, 2004 ; Ahmed et Holmström, 2015 ; Edwards et al., 2005 ; White et al., 2020). 

Ces interactions sont capables de modifier les propriétés de leurs matrices. Notamment, de 

nombreux microorganismes colonisent les porosités des roches et les processus de 

dissolution/précipitation dont ils sont à l’origine augmentent/diminuent des caractéristiques 

géochimiques et hydrologiques telles que la perméabilité (Escudero et al., 2020 ; Banfield et 

al., 1999). Les propriétés de ces matrices peuvent aussi, en retour, influencer la distribution de 

la biodiversité microbienne (Escudero et al., 2020 ; Ehrlich, 2001). Actuellement, on considère 

qu’environ 34 % des espèces minérales sont formées au moins en partie sous l’influence plus 

ou moins directe de mécanismes biologiques (Hazen et Morrison, 2022). Par conséquent, les 

précipitations, altérations, évolutions de nombreuses phases minérales ne peuvent pas être 

comprises sans intégrer les implications multiples du vivant et notamment des 

microorganismes. 

1.1. Modalités d’interactions entre le minéral et le vivant 

 De manière générale, il existe plusieurs modalités d’interaction entre les 

microorganismes et les phases minérales. En étant en contact direct avec le substratum 

géologique, les microorganismes peuvent entraîner leur dissolution et/ou leur précipitation 

et/ou leur transformation (lors de la diagenèse par exemple) (Cuadros, 2017 ; Ng et al., 2016). 

Une hypothèse formulée par certains auteurs sur la fonction de ces interactions est que les 

roches fourniraient aux organismes leurs nutriments inorganiques et leurs habitats (Cuadros, 

2017 ; Dong et Lu, 2012). De plus, les phases minérales peuvent catalyser des réactions 

conduisant à la formation de molécules organiques, et certaines peuvent être prébiotiques 

(Brack, 2013, Li et al., 2019). Par exemple, les argiles sont des minéraux fortement réactifs en 

raison de leur capacité d’absorption permettant de concentrer les composants organiques. De 

ce fait, il a été suggéré qu’elles avaient joué un rôle dans l’origine de la vie sur Terre et la 

conservation de ses traces primitives (Bernal, 1949 ; Hazen et al., 2009). Les biofilms, en 

regroupant des microorganismes sessiles (procaryotes et/ou eucaryotes) qui adhèrent entre eux 
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via la matrice extracellulaire qu’ils produisent, sont des structures dynamiques qui privilégient 

les interactions minéral-vivant (Stigliano et al., 2023 ; Costerton et al., 1995). Leur mise en 

place nécessite plusieurs étapes-clés allant de leur attachement, leur croissance, à leur 

maturation puis, éventuellement, leur détachement (Lappin-Scott et Bass, 2001 ; Battin et al., 

2003). Ils constituent également des microenvironnements qui protègent les microorganismes 

et les minéraux de certains stress environnementaux via la production de substances 

polymériques extracellulaires (EPS) (Ahmed et Holmström, 2015). A ce titre, ils offrent un cas 

d’étude particulièrement intéressant des voies conduisant les microorganismes à défavoriser ou 

favoriser la précipitation minérale. 

 D’une part, les interactions minéral-vivant conduisant à la dissolution des phases 

minérales peuvent intervenir dès l’attachement des biofilms (Buss, 2006). Durant ces processus 

d’altération, les bactéries peuvent catalyser des réactions d’oxydo-réduction à la surface des 

minéraux (Banfield et al., 1999 ; Ahmed et Holmström, 2015 ; Mueller, 2015). Il a été supposé 

que ces derniers leur servent de sources d’électrons et de micro/macronutriments, ce qui est le 

cas pour la pyrite vis-à-vis de certaines bactéries oxydantes du soufre (Mansour et al., 2019 ; 

Ng et al., 2016 ; Ehrlich, 2001). Les activités microbiennes permettent également la libération 

d’éléments à partir des phases minérales via la production d’acides organiques et inorganiques 

(par exemple dans les EPS) qui abaissent le pH localement et peuvent conduire à la dissolution 

de carbonates (Dong et al., 2022). Des voies métaboliques présentes chez de nombreux 

microorganismes hétérotrophes comme la fermentation ou la dénitrification sont également 

connues pour promouvoir la dissolution des phases minérales (White et al., 2020). Concernant 

l’identification de ces interactions après un temps donné, il est probable que certaines phases 

minérales conservent des signatures microtopographiques des altérations produites à leur 

surface par les microorganismes du fait de la capacité de ces derniers à modifier localement les 

taux de dissolution minérale (Stigliano et al., thèse). 

 D’autre part, les activités microbiennes peuvent favoriser la précipitation minérale par 

des processus de biominéralisation (Knoll, 2003). Dans l’ensemble, il existe trois modalités 

différentes de la précipitation minérale par les microorganismes dans les milieux aqueux (Fig. 

1 modifiée de Görgen et al., 2020) : (i) la précipitation minérale est biologiquement influencée. 

Dans ce cas, la minéralisation extracellulaire ne peut avoir lieu que si la solution de formation 

est déjà sursaturée vis-à-vis de la phase minérale. Les EPS jouent un rôle important dans ce 

mode de précipitation puisque les polysaccharides, acides nucléiques, glycoprotéines qu’ils 

contiennent entre autres présentent des groupes fonctionnels chargés négativement susceptibles 
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d’adsorber des cations impliqués dans la formation des carbonates comme le Ca2+ ou le Mg2+ 

(Warren et Ferris, 1998 ; Dupraz et al., 2004 ; Huang, 2004 ; Bourillot et al., 2020). D’après 

Giuffre et al. (2013), certains polysaccharides sont capables de diminuer la tension superficielle 

entre la solution, le biofilm et le cristal en cours de formation comme la calcite, et fournissent 

ainsi des sites de nucléation hétérogènes aux carbonates dans le biofilm. (ii) La précipitation 

minérale peut être biologiquement induite. Cette fois, l’activité métabolique des 

microorganismes change les conditions thermodynamiques en rendant le pH et les activités des 

espèces chimiques en jeu favorables à la précipitation des carbonates. Autrement dit, ce sont 

des mécanismes cellulaires qui sursaturent localement le compartiment extracellulaire vis-à-vis 

des phases minérales et rendent thermodynamiquement possible la précipitation ou bien en 

accélèrent la cinétique (Van der Weijden et al., 2014 ; Frankel et Bazylinski, 2003). Par 

exemple chez les procaryotes, des métabolismes microbiens comme la photosynthèse 

augmentent localement le pH autour du biofilm par des mécanismes de stockage des ions 

bicarbonates puis leur conversion intracellulaire en CO2 (Dupraz et al., 2009). (iii) La troisième 

voie par laquelle les microorganismes agissent sur la précipitation des minéraux est la 

minéralisation biologiquement contrôlée. Dans ce cas, la minéralisation ne nécessite pas de 

sursaturation préalable vis-à-vis des carbonates dans la solution environnante (Görgen et al., 

2020). C’est le cas de nombreux squelettes/coquilles retrouvées chez les eucaryotes (frustule 

siliceuse des diatomées, squelettes carbonatés de coraux, coccolithophoridés) mais c’est aussi 

un phénomène largement répandu chez les cyanobactéries comme Gloeomargarita (Moreira et 

al., 2017), Mycrocystis (Gaëtan et al., 2022), chez la gammaprotéobactérie Achromatium 

(Benzerara et al., 2022) ou encore chez des alphaprotéobactéries magnétotactiques (Monteil et 

al., 2021). De manière intéressante, un contrôle génétique de la biominéralisation de carbonates 

a été mis en évidence dans une large gamme de cyanobactéries impliquant notamment le gène 

ccya et la famille de protéines nommée calcyanine qui sont marqueurs de ce type de 

biominéralisation (Benzerara et al., 2022). De plus, ces différences dans les modalités de 

biominéralisation impliquent une diversité dans les morphologies et les compositions 

chimiques des biominéraux qui en résultent (Görgen et al., 2020). 
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Figure 1. 

Trois types de processus de biominéralisation avec l’exemple des carbonates de calcium. Les 

lieux/processus permettant la formation locale des carbonates sont entourés en pointillés rouges. (a) 

Biominéralisation influencée ; (b) Biominéralisation induite avec l’exemple de la photosynthèse 

oxygénique ; (c) Biominéralisation contrôlée, modifiée de Görgen et al. (2020) 

 Globalement, les fonctions, ainsi que les avantages et désavantages pour la fitness des 

organismes de tous ces mécanismes impliqués dans les interactions minéral-vivant sont encore 

largement discutés. D’un côté, l’encroûtement minéral des cellules limite a priori l’accès et le 

transport des nutriments, des déchets et des différentes sources d’énergie jusqu’aux cellules, ce 

qui peut avoir des conséquences néfastes pour les bactéries notamment (Miot et al., 2015). D’un 

autre côté, des hypothèses ont été avancées sur des avantages, directs ou indirects, de la 

biominéralisation pour les organismes tels que des fonctions de stockage des nutriments, 

immobilisation des toxines, protection contre le dessèchement, participation à l’intégrité d’un 

biofilm, installation d’une force motrice au voisinage de cellules vivant à une interface redox, 

tampon du pH intracellulaire ou encore action sur la flottabilité des cellules dans le cas des 

inclusions intracellulaires (Phoenix et Konhauser, 2008 ; Cosmidis et Benzerara, 2022 ; Mansor 

et Xu, 2020 ; Benzerara et al., 2022). Par exemple, il a été proposé que la présence de S0 
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biogénique dans des bactéries autotrophes ou chimiotrophes comme Thiotrix ou 

Thiomicrospira permet un stockage d’énergie pouvant être réutilisé par la suite dans des 

relations mutualistes (Boden et al., 2007 ; Maki, 2013). De plus, malgré une identification de 

gènes impliqués dans la biominéralisation chez les cyanobactéries par exemple, on n’identifie 

toujours pas précisément les fonctions qui y sont associées (Benzerara et al., 2022). En 

conséquence, il reste de nombreuses pistes à explorer pour comprendre ce qui a permis à ce 

trait fournissant des capacités de biominéralisation, fondamental dans les interactions minéral-

vivant, d’être conservé et diversifié lors de l’évolution microbienne, à plus forte raison si la 

biominéralisation est un processus persistant depuis des millions d’années. 

1.2. Co-évolutions du minéral et du vivant 

 Les interactions entre les microorganismes et les minéraux ont vraisemblablement 

commencé à l’Archéen au moins, dès l’apparition de la vie sur Terre (Schopf, 2006). Ainsi, les 

traces de vie non-ambigües les plus anciennes et communément admises par la communauté 

scientifique ont été datées à 3,46 Ga environ dans des stromatolites de la formation Strelley 

Pool du groupe Warrawoona en Australie (Allwood et al., 2006 ; Van Kanendonk, 2007 ; Knoll 

et Nowak, 2017). Il est possible que ces premières formes de vie correspondent à des bactéries 

et des archées qui constituent toujours les formes majoritaires de la vie sur Terre (leur diversité 

métabolique et leur ubiquité notamment leur permettent d’être présentes dans une large gamme 

de conditions géochimiques, Sutter et al., 2021 ; Bar-On et Milo, 2019 ; Granato et al., 2019). 

Plus globalement, depuis une réévaluation de l’arbre du vivant à partir de 1990 par C.R. Woese 

et al., on répartit les êtres vivants en trois domaines (Woese et al., 1990) : Bacteria (les 

bactéries), Archaea (les archées) et Eucarya (les eucaryotes) (Fig. 2, Lόpez-García et Moreira, 

2008 ; Hug et al., 2016). Malgré les progrès qui ont eu lieu dans l’évaluation de la diversité 

microbienne et malgré l’accumulation d’un nombre impressionnant de séquences dans les bases 

de données génomiques, le nombre de lignées, leurs voies d’évolution, les métabolismes utilisés 

et même les critères permettant la définition d’une espèce sont encore difficiles à cerner (Lόpez-

García et Moreira, 2008). 
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Figure 2. 

Représentation de l’arbre schématique du vivant illustrant les trois domaines du vivant. Les points 

rouges représentent les lignées de hauts rangs taxonomiques sans espèces cultivées/décrites. 

Aujourd’hui on connaît beaucoup plus de phylums sans représentants cultivés (ex. Hug et al. 2016). La 

figure provient de Hug et al. (2016). 

 Les avancées dans l’utilisation des outils moléculaires (en particulier en 

bioinformatique) facilitées par le séquençage massif des gènes d’ARN ribosomique 

d’écosystèmes naturels (utilisés comme marqueurs d’identité phylogénétique des organismes) 

et la métagénomique (séquençage de l’ensemble des génomes d’une communauté, donnant 

accès aussi aux gènes du métabolisme) ouvrent un champ de recherche très large sur ce 
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domaine, notamment dans la compréhension de l’évolution microbienne au cours du temps. 

Ainsi, même si les connaissances sur les processus géologiques et biologiques primitifs sont 

encore floues, plusieurs épisodes majeurs de l’évolution microbienne ont été identifiés, 

notamment en inférant des propriétés métaboliques à des lignées phylogénétiques spécifiques, 

et des caractéristiques environnementales associées à ces propriétés métaboliques (Sleep, 

2018 ; Knoll et Nowak, 2017). L’intégration des données géochronologiques aux données 

biologiques montre entre autres que les épisodes d’émergence, de diversification et d’extinction 

du vivant sont corrélés à des changements géochimiques comme l’oxygénation des milieux de 

la surface de la Terre. Brièvement, les plus anciens procaryotes se sont développés en anoxie, 

potentiellement pour certains sous forme de tapis microbiens phototrophes, puis ont continué à 

se diversifier après ~2,4 Ga en parallèle de l’émergence des eucaryotes, puis des organismes 

multicellulaires à partir de l’ère Néoprotérozoïque (Fig. 3, Knoll et Nowak, 2017 ; Knoll et al., 

2016 ; Lόpez-García et al., 2017). En parallèle, les conditions géochimiques ont évolué depuis 

l’accrétion terrestre jusqu’à l’actuel. Différents processus géologiques tels que le volcanisme, 

le métamorphisme, l’hydrothermalisme ou l’oxygénation globale de l’atmosphère et des océans 

ont conduit à des interactions fluide-roches au sein de la Terre, qui elles-mêmes ont permis 

l’évolution des phases minérales pouvant se former (Fig. 3, Hazen et al., 2008). Il y a donc eu 

une co-évolution entre les microorganismes et les minéraux au cours des temps géologiques, 

qui a modifié significativement les cycles biogéochimiques globaux (Fomina et Skorochod, 

2020 ; Mueller, 2015). Notamment, une conséquence de l’augmentation des diversités vivantes 

et minérales a été l’accroissement de leurs diversités respectives (une sorte de feed-back positif) 

et donc du champ de leurs interactions potentielles (Hazen et al., 2008 ; Hazen et Morrison, 

2022). 
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Figure 3.  

Evolution schématique au cours des temps géologiques du nombre d’espèces minérales et du 

vivant. Les phases dans la diversification des espèces minérales ainsi que l’approximation de leur 

nombre proviennent de Hazen et Ferry (2006). Les périodes d’apparition/diversification du vivant 

proviennent de Knoll et Nowak (2017). Figure modifiée de Knoll et Nowak (2017) et Hazen et Ferry 

(2006) 

 Actuellement, de nombreux outils permettent d’étudier les interactions minéral-vivant 

et soulignent les difficultés qui existent parfois à distinguer la limite entre les deux entités. Le 

tableau 1 donne une idée générale des techniques d’observation directe en 

microscopie/techniques afférentes à micro/nano-échelle, et des avantages/inconvénients qui 

leur sont associés dans l’étude des interactions minéral-vivant (Stigliano et al., 2023). Par 

exemple, ces outils peuvent aider à l’identification de minéraux biomarqueurs et l’évaluation 

de leur biogénicité dans le cadre de l’exploration spatiale et d’une potentielle vie ailleurs 

(Huang, 2004 ; Cockell, 2010). A travers différents mécanismes conduisant à l’altération et/ou 

à la précipitation minérale, les interactions minéral-vivant constituent donc des facteurs majeurs 

à prendre en compte dans l’étude des paléoclimats, des cycles géochimiques, dans l’exploration 

des environnements extra-terrestres et de manière générale pour comprendre la transformation 

de la géosphère par la biosphère (et inversement) au cours des temps géologiques (Li et al., 

2019). Pour autant, toutes ces interactions entre les minéraux et le vivant ne sont pas connues 

de manière exhaustive et laissent ouvertes de nombreuses questions (Cuadros, 2017 ; Huang, 

2004). Il est donc nécessaire de caractériser les différents acteurs impliqués et leurs 

hétérogénéités, et d’évaluer leurs variations au cours du temps. Dans ce cadre, les microbialites 

constituent des objets emblématiques particulièrement adaptés. 
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Tableau 1. 

Résumé des avantages, inconvénients et caractéristiques des techniques d’analyses 

observationnelles à micro/nano-échelle microscopiques et associées, utilisées dans l’étude des 

interactions minéral-vivant. Les méthodes moléculaires, ou de sondes fluorescentes comme pour le 

FISH ne sont pas présentées ici. La figure provient de Stigliano et al. (2023).  
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2. Les microbialites 

2.1. Définition 

 Les microbialites sont des dépôts organo-sédimentaires formés par les interactions entre 

des communautés microbiennes benthiques et des phases minérales (Burne et Moore, 1987). 

Le plus souvent, ces phases minérales sont carbonatées ; elles sont soit authigènes, soit formées 

par piégeage de particules détritiques, soit les deux (Burne et Moore, 1987 ; Riding, 1991). Les 

microbialites sont donc des structures clés pour comprendre les interactions entre le minéral et 

le vivant dans le registre fossile comme dans le registre actuel. Actuellement, il est possible 

d’en retrouver sur tout le globe dans une diversité de milieux présentant une large gamme de 

conditions environnementales (en termes de climat, salinité, pH, température, alcalinité, etc). A 

cette diversité d’environnements correspond également une diversité de morphologies des 

microbialites. Une classification générale basée sur l’identification de nombreux critères 

texturaux a permis d’ordonner ces différentes morphologies dans plusieurs groupes généraux 

représentés dans la figure 4. 

Figure 4.  
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Classification non détaillée des microbialites en fonction de leur morphologie. (a) Stromatolites et 

oncolites correspondant à des structures laminées ; (b) Thrombolites, dendrolites et leiolite 

correspondant à des structures non-laminées ; (c) Exemple d’une stromatolite actuelle se formant dans 

la lagune de Mari Ermi, en Sardaigne (Debrie et al., 2022) ; (d) Vue d’ensemble des stromatolites de 

l’image c (Saint-Martin et Saint-Martin, 2015) ; (e) Exemple de thrombolite actuelle du lac Atexcac, au 

Mexique ; (f) Vue d’ensemble des thrombolites de l’image e. Figure modifiée de White (2020). 

 De manière générale, les microbialites peuvent ou non présenter des laminations, dont 

les origines ne sont pas encore connues de manière exhaustive. Dans l’ensemble, ce critère 

permet de distinguer deux grands groupes de microbialites : (i) lorsqu’elles présentent des 

laminations internes, elles sont appelées des stromatolites et (ii) lorsque les microbialites ne 

présentent pas de laminations elles sont regroupées sous le terme de thrombolite (ou dendrolite 

dans le cas d’une structure ramifiée) (White et al., 2020). Au premier ordre, cette diversité 

d’environnements de formation et de morphologies illustre bien la complexité de ces structures 

géobiologiques et des conditions qui interviennent dans leur formation. Par conséquent, si on 

veut comprendre le fonctionnement de ces écosystèmes qui enregistrent des informations à 

propos de leur environnement à un moment donné, il est nécessaire de caractériser les différents 

acteurs qui sont impliqués dans leur formation. 

2.2. Acteurs principaux impliqués dans la formation des microbialites 

 De très nombreux paramètres interviennent dans la formation des microbialites (Dupraz 

et al., 2011 ; Chagas et al., 2016, Zeyen et al., 2021). S’il n’est pas possible actuellement de 

quantifier et de généraliser à tous les environnements le rôle de chacun de ces paramètres, ces 

derniers peuvent néanmoins être associés à trois éléments clés composant les microbialites et/ou 

intervenant dans leur formation : (i) les phases minérales constitutives, (ii) la solution de 

formation et (iii) les microorganismes les peuplant (Fig. 5). Ces trois acteurs principaux forment 

une unité où la notion d’interactions est importante car chaque modification de l’un entraîne 

des modifications des deux autres. Parmi eux, certains ont des rôles prépondérants à un endroit 

mais sont moindres à un autre endroit ; leur influence est liée aux variations spatiales des 

microbialites. 
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Figure 5. 

Trois composantes principales reliées entre elles intervenant dans la formation des microbialites. 

2.2.1. Les phases minérales 

 La formation des phases minérales cristallines ou amorphes se fait à travers différentes 

étapes (Benning et Waychunas, 2008). La première étape est la nucléation et a lieu lorsque la 

solution est sursaturée vis-à-vis de la phase en question. La physico-chimie locale de la solution 

intervient donc très tôt dans le processus de précipitation minérale dans les microbialites. La 

seconde étape est la croissance des minéraux. Au cours du temps, les phases minérales primaires 

des microbialites peuvent être soit préservées soit remaniées (diagenèse) en lien avec des 

variations de pression/température/biologie qui affectent la stabilité thermodynamique des 

minéraux. Actuellement, une grande diversité de phases minérales a été décrite dans différents 

types de microbialites, actuelles ou fossiles, même si les plus répandues sont des carbonates 

tels que la calcite, l’aragonite ou l’hydromagnésite (Dupraz et al., 2011 ; White et al., 2020). 

On retrouve ces phases par exemple dans les microbialites du lac Salda en Turquie (Gunes et 

al., 2023) ou du lac Alchichica au Mexique (Kaźmierczak et al., 2011). Plusieurs microbialites 

sont également composées de silicates hydratés d’origine primaire, tels que la kérolite, par 

exemple dans le lac Atexcac, au Mexique (Zeyen et al., 2015). Les phosphates, sulfates, 

sulfures, oxalates, oxydes et hydroxydes sont également des phases minérales retrouvées de 

manière relativement courante au sein de matrices carbonatées dans les microbialites actuelles 

et passées (Dupraz et al., 2011). Globalement, cette diversité de compositions chimiques des 



Introduction 

 

14 
 

phases minérales implique non seulement une diversité de conditions physico-chimiques de 

formation pour les microbialites, comme souligné précédemment, mais aussi entraîne une 

diversité dans leurs fabriques. De plus, lors de leur précipitation, les phases minérales 

influencent aussi la localisation/spécificité des communautés microbiennes des microbialites. 

Même si le rôle du substratum géologique sur la composition des communautés microbiennes 

est moins documenté que l’inverse, il a par exemple été proposé à l’aide d’incubations 

microbiennes sur différents substrats en laboratoire que certaines phases minérales comme la 

pyrite pouvaient influencer les structures et les compositions microbiennes et constituer des 

habitats microbiens spécifiques (minéralosphère, Uroz et al., 2015 ; Mitchell et al., 2013). En 

parallèle, la précipitation ou la dissolution d’une phase minérale extrait/relargue respectivement 

des ions en solution, donc il existe une dynamique constante entre les phases minérales, les 

microorganismes et la solution au sein des microbialites. 

2.2.2. La solution de formation 

 La composition chimique de la solution dans laquelle se forment les microbialites est 

un autre acteur majeur de leur formation. Une solution est sursaturée vis-à-vis d’une phase 

minérale lorsque « le potentiel chimique du soluté est plus élevé que le potentiel chimique 

correspondant à ce soluté en équilibre avec la forme cristalline la plus thermodynamiquement 

stable » (Taylor et Zang, 2016). Lorsque la solution est sursaturée vis-à-vis d’une phase 

minérale, donc déviée de son état d’équilibre, l’énergie libre totale du système est réduite et la 

différence de potentiel chimique entre la phase minérale en question et la solution devient 

négative, ce qui favorise la nucléation puis la croissance de la phase minérale (Benning et 

Waychunas, 2008). Dans le cas inverse, les phases minérales déjà présentes sont soumises à la 

dissolution et libèrent des ions en solution. La composition chimique de la solution de départ 

définit ainsi un état de saturation global dans les systèmes qui nous intéressent, et la 

précipitation ou non des phases minérales est non seulement contrôlée par les paramètres 

thermodynamiques décrits au-dessus, mais aussi par des phénomènes cinétiques, 

particulièrement importants à basses températures. Dans le cas de la plupart des microbialites, 

la relation suivante d’équilibre des carbonates (en exemple les carbonates de calcium) est 

impliquée : 

CaCO3 + CO2 + H2O ↔ Ca2+ + 2HCO3
- (1) 
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 A chaque équilibre chimique tel que celui montré ci-dessus correspond une constante 

d’équilibre Ks nommée aussi le produit de solubilité, qui est dépendante de la température. Il 

est possible à partir des concentrations mesurées au sein des solutions qui abritent les 

microbialites de déduire des modèles de spéciations des espèces chimiques et de prédire leurs 

activités. Notamment, le produit d’activité ionique (ion activity product, IAP) correspond au 

rapport entre le produit des activités des produits sur le produit des activités des réactifs, donc 

par exemple dans le cas du carbonate de calcium de la relation (1), IAP = a(HCO3
-

)².a(Ca2+)/a(CO2). La précipitation est thermodynamiquement possible lorsque le produit de 

l’activité ionique IAP est supérieur à la valeur de la constante de solubilité Ks, ce qui permet 

de définir la saturation du système. Souvent, on utilise ainsi l’indice de saturation (SI) pour 

évaluer la prédisposition de la solution à favoriser ou non la précipitation d’une phase minérale, 

ici des carbonates, défini comme suit : 

SI = log(IAP/Ks) 

 Si SI = 0, la solution est à l’équilibre avec la phase minérale. Lorsque SI > 0, la solution 

est sursaturée vis-à-vis de la phase minérale, donc celle-ci peut précipiter, et lorsque SI < 0, la 

solution est sous-saturée vis-à-vis de la phase minérale et cette dernière à tendance à se 

dissoudre. La capacité de la solution à favoriser la précipitation ou la dissolution d’un minéral 

est donc indiquée par la valeur du SI. Pourtant, certaines réactions thermodynamiquement 

favorisées peuvent ne pas se produire à cause de phénomènes cinétiques. Mais l’augmentation 

du SI étant susceptible d’accélérer la cinétique, il est aussi possible que la présence de 

paramètres dans le milieu augmentant le SI puissent indirectement favoriser une réaction qui 

aurait été très lente sinon. Par conséquent, d’après ces considérations thermodynamiques et 

cinétiques, il est clair que si les conditions locales extracellulaires des tapis microbiens 

changent, les états de saturation de la solution changent, donc les mécanismes de 

biominéralisation (influencée et/ou induite) sont plus ou moins favorisés. Notamment, la chimie 

de la solution définit l’activité des ions carbonates et bicarbonates, soit le moteur d’alcalinité 

décrit par Görgen et al. (2020), impliqué au même titre que les EPS dans la précipitation des 

phases minérales dans les tapis microbiens des microbialites. 

2.2.3. Les microorganismes 

 Les microorganismes sont la troisième composante majeure des microbialites, où leurs 

interactions avec les minéraux sont essentielles. Néanmoins, il existe une diversité de voies 
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métaboliques impliquées dans ces interactions et certaines d’entre elles influencent directement 

le moteur d’alcalinité (Couradeau, 2012 ; Dupraz et al., 2009 ; Zhu et Dittrich, 2016). Etant 

donnée leur participation à la construction des microbialites, c’est sur ces voies induisant la 

carbonatation des biofilms que nous nous sommes focalisés dans cette partie (Fig. 6). De plus, 

les surfaces des cellules contenues dans les biofilms des microbialites peuvent stabiliser les 

premiers nucléi via une diminution de la tension de surface ; dans ce cas elles fournissent par 

exemple des supports à la nucléation de phases minérales (Dupraz et Visscher, 2005 ; Zhu et 

Dittrich, 2016). 

Figure 6.  
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Diversité de métabolismes favorisant la précipitation des carbonates. Ces métabolismes 

comprennent (a) la photosynthèse, (b) l’uréolyse, (c) la dénitrification, (d) l’ammonification, (e) la 

réduction des sulfates et (f) l’oxydation du méthane. Figure modifiée de Zhu et Dittrich (2016). 

 Au premier ordre, les organismes autotrophes sont fortement impliqués dans la 

biominéralisation induite des microbialites en utilisant des sources de carbone inorganiques en 

conditions oxiques ou anoxiques (Dupraz et Visscher, 2005 ; Riding, 2000). Notamment, les 

cyanobactéries en sont des représentantes majeures et on considère actuellement ces organismes 

photosynthétiques responsables de précipitations carbonatées depuis au moins 2,6 Ga 

(Altermann et al., 2006). Plus généralement, les photosynthèses oxygénique et anoxygénique 

sont des métabolismes majeurs qui interviennent dans la formation des microbialites et peuvent 

correspondre respectivement aux réactions (1) et (2) suivantes : 

CO2 + 2H2O → CH2O + O2 + H2O (1) 

CO2 + 2H2S → CH2O + 2S + H2O (2) 

 Dans l’ensemble, la photosynthèse permet une augmentation du pH dans le 

microenvironnement extracellulaire des biofilms (Fig. 6a ; Zhu et Dittrich, 2016 ; Görgen et al., 

2020 ; Bundeleva et al., 2012). Les ions HCO3
- de la solution extracellulaire sont activement 

accumulés dans les cellules puis convertis en CO2 et OH- via l’activité d’une anhydrase 

carbonique, ce qui conduit à un import de protons par les cellules compensant le pH 

intracellulaire. Le CO2 est ensuite fixé par la RuBisCO. Au total, ce processus de fixation du 

CO2 conduit à une augmentation du pH extracellulaire localement. Ce phénomène peut être 

décrit par la relation suivante pour la photosynthèse oxygénique par exemple (Baumgartner et 

al., 2006) : 

2HCO3
- + Ca2+ → CH2O + CaCO3 + O2 (3) 

 Par ailleurs, certaines cyanobactéries possèdent des échangeurs Ca2+/H+, avec un export 

des ions Ca2+ vers l’extérieur de la cellule et un import des protons, ce qui augmente d’autant 

plus la saturation extracellulaire vis-à-vis des carbonates de calcium (Görgen et al., 2020 ; 

Waditee et al., 2004).  

 D’autre part, certaines voies métaboliques hétérotrophes peuvent également favoriser la 

précipitation des carbonates. En utilisant différentes sources de carbone organique, ces voies 

métaboliques produisent au final notamment du CO2 qui s’hydrate en acide carbonique puis se 

dissocie jusqu’à l’anion bicarbonate dans les milieux au pH compris entre ~7 et ~9. En présence 
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de cations métalliques comme Ca2+ ou Mg2+ et de sites de nucléations, l’acide carbonique 

permet la calcification des biofilms dans les microbialites. Par exemple, comme pour les 

photosynthèses, les métabolismes qui conduisent à l’oxydation du méthane peuvent avoir lieu 

en oxie ou en anoxie. Les organismes méthanotrophes peuvent respectivement utiliser le 

dioxygène ou le sulfate en tant qu’accepteurs d’électrons (Fig. 6f, Zhu et Dittrich, 2016). La 

méthanotrophie anaérobie a notamment été étudiée chez des archées du groupe ANME ayant 

un rôle dans la précipitation de carbonates authigènes dans des tapis microbiens de milieux 

euxiniques en mer Noire (Stadnitskaia et al., 2005). Il a également été suggéré via des analyses 

isotopiques du 13C que l’oxydation microbienne anaérobie du méthane dépendante de la 

présence de sulfates (nitrates dans d’autres cas) puisse constituer une source de carbone 

inorganique et un puits de méthane dans une zone de l’île d’Elbe et dans des dômes de sel du 

golfe du Mexique (Meister et al., 2018 ; Caesar et al., 2019). Ensuite, d’autres cycles majeurs 

comme celui du soufre peuvent être impliqués dans les voies métaboliques induisant la 

carbonatation dans les microbialites. Par exemple, il a été proposé que les organismes sulfato-

réducteurs permettent dans certains cas la biominéralisation de carbonates et de sulfures de fer 

via la réduction des sulfates en sulfures (Fig. 6e, Duverger et al., 2020 ; Rassmann, 2017 ; 

Görgen et al., 2020 ; Zhu et Dittrich, 2016). De fait, l’activité des ions bicarbonates dans le 

milieu extracellulaire augmente. L’hétérotrophie de ces organismes est également susceptible 

de dégrader les EPS des tapis microbiens des microbialites, conduisant à la libération 

extracellulaire de cations comme le Ca2+ (Plée et al., 2010), même si ceci est fait le plus souvent 

par d’autres hétérotrophes tels que les Bacteroidetes et/ou Planctomycetes. De plus, outre 

l’implication du cycle du soufre dans la précipitation microbienne des carbonates de calcium, 

d’autres voies métaboliques induisant la carbonatation des biofilms et impliquant le cycle de 

l’azote sont également connues. C’est le cas des voies d’ammonification ou de dénitrification. 

Comme le montre la figure 6d, l’ammonification favorise l’augmentation de l’activité des ions 

carbonates en solution. Notamment, Krause et al. (2018) ont montré que les processus combinés 

de l’ammonification due à la dégradation de la matière organique dans les biofilms et du rôle 

extracellulaire de l’anhydrase carbonique peuvent augmenter l’alcalinité de la solution et 

induisent une précipitation ultérieure de carbonate. Certains organismes hétérotrophes, souvent 

des anaérobies facultatifs, sont également capables de réduire le nitrate en présence de matière 

organique (Fig. 6c, Jain et al., 2021). Ce processus de dénitrification génère de l’alcalinité et du 

dioxyde de carbone qui s’équilibre avec l’eau et forme des ions bicarbonates. En exemple, 

Pseudomonas denitrificans, Denitrobacillus ou Thiobacillus sont des microorganismes 

dénitrifiants (Jain et al., 2021). Enfin, parmi les différentes voies métaboliques hétérotrophes 
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ayant un rôle sur le moteur d’alcalinité dans l’environnement des microbialites, l’hydrolyse 

microbienne de l’urée forme notamment de l’ammoniac (une base forte) et de l’acide 

carbonique en produits finaux (Fig. 6b). Dans ce processus, c’est une enzyme, l’uréase, qui 

permet l’hydrolyse de l’urée et c’est la formation en produits intermédiaires des ions 

ammonium et hydroxyle qui induit l’augmentation de l’alcalinité ambiante de la solution. 

D’après Jain et al. (2021), de nombreuses espèces microbiennes interviennent dans les cycles 

de l’uréolyse comme B. subtilis, Sporosarcina pasteurii ou Sporolactobacillus, ce qui peut 

conduire à de forts taux de précipitations carbonatées. 

 Dans l’ensemble, toutes ces voies métaboliques susceptibles d’induire une précipitation 

des carbonates sont conditionnées aux disponibilités des différentes espèces chimiques du 

milieu qui leur fournissent des sources d’énergie, de carbone, azote et soufre, et des 

donneurs/accepteurs d’électrons. Par conséquent, les conditions environnementales, incluant la 

chimie de la solution et la nature des phases minérales, influencent et/ou déterminent les 

métabolismes qui peuvent être utilisés par les communautés microbiennes, et donc 

vraisemblablement la répartition des organismes dans un milieu. Par exemple, à l’échelle des 

tapis microbiens des microbialites, plusieurs travaux ont suggéré un étagement des 

microorganismes entre la surface et les zones plus profondes où les conditions chimiques 

diffèrent (Fig. 7, Pace et al., 2016 ; Dupraz et Visscher, 2005). 

Figure 7.  

Variations théoriques des communautés microbiennes et des conditions physico-chimiques dans 

un tapis microbien en fonction de la profondeur à partir de la surface. (a) Coupe d’une microbialite 

laminée vivante présentant différentes couches associées à des tapis microbiens, et provenant de Salada 

del Peine (Salar de Atacama). Photographie prise en 2012 par P. Lόpez-Garciá ; (b) Communautés 

microbiennes théoriques associées aux différentes couches présentes dans le tapis microbiens (Dupraz 
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et Visscher, 2005) ; (c) Profils théoriques du dioxygène, du pH et des sulfures dans un tapis microbien 

en fonction de la profondeur (Dupraz et Visscher, 2005). Figure modifiée de Dupraz et Visscher (2005). 

 A une échelle plus large comme un lac, la composition (phylogénétique et fonctionnelle) 

des communautés microbiennes est aussi soumise aux variations du milieu, et inversement. 

Cela rend difficile l’évaluation de cette diversité et de l’abondance relative de lignées 

microbiennes, à plus forte raison lorsque les milieux sont dynamiques et subissent par exemple 

des changements géochimiques saisonniers. Néanmoins, l’étendue de cette diversité est de 

mieux en mieux comprise, par exemple chez les procaryotes, avec un nombre de plus en plus 

important de séquences nucléotidiques/protéiques fournies dans les bases de données classiques 

comme NCBI (National Center for Biotechnology Information), et provenant entre autres 

d’échantillons environnementaux (Schoch et al., 2020 ; Lόpez-García et Moreira, 2008 ; Brock 

et al., 2003). Au cours des deux dernières décennies, les approches moléculaires en 

microbiologie environnementale ont permis de réévaluer plus précisément la diversité et 

l’abondance relative des lignées microbiennes en utilisant des analyses moléculaires massives 

basées sur l’amplification et le séquençage des gènes de l’ARN ribosomique de la petite sous-

unité (ARNr SSU) comme marqueur universel des organismes (Lόpez-García et Moreira, 

2008). A partir des séquences de ces amplicons, des unités taxonomiques opérationnelles 

(operational taxonomic units, OTUs) sont définies par taux de similarité entre les séquences. 

Dans la pratique, les OTUs sont utilisées pour l’assignation phylogénétique des organismes (et 

donc leur classification taxonomique) en utilisant des seuils convenus de similarité bien qu’il 

n’existe pas de concept d’espèce consensuel pour les microbes (Blaxter et al., 2005 ; Lόpez-

García et Moreira, 2008 ; Spratt et al., 2006). Des séquences alignées de gènes d’ARN 

ribosomique de bonne qualité et excluant des chimères pour les bactéries, archées et eucaryotes 

sont regroupées dans certaines bases de données publiques, comme SILVA ; ces séquences 

servent de référence pour classer les séquences environnementales nouvelles par similarité et, 

plus précisément, par construction d’arbres phylogénétiques (Quast et al., 2013 ; Glöckner et 

al., 2017). Ainsi, notre compréhension des écosystèmes microbiens repose particulièrement sur 

le développement de techniques moléculaires comme le métabarcoding (séquençage 

d’amplicons d’ARNr SSU des échantillons environnementaux), la métagénomique et/ou la 

métatranscriptomique (Shelton et al., 2022 ; Bengtssom-Palme et al., 2018 ; Lamb et al., 2018 ; 

Guyomar and Lemaitre, 2022 ; Simon et Daniel, 2009 ; Pérez-Cobas et al., 2020). Enfin, dans 

l’ensemble, ces avancées dans les outils microbiologiques ont conduit à revoir les 

classifications du vivant sur des critères plus moléculaires et moins phénotypiques. Depuis sa 

mise en place en 2017, la base de données GTDB (Genome Taxonomy Database) a notamment 
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normalisé par rangs phylogénétiques de profondeur comparable la taxonomie de plus de 

250 000 génomes bactériens (entre autres) provenant de la base de données classique NCBI 

correspondant à des génomes d’organismes cultivés ou bien assemblés à partir de métagénomes 

(metagenome-assembled genomes, MAGs) (Parks et al., 2022). Cela a fourni une taxonomie 

bactérienne et archéenne rationalisée qui accommode aussi les génomes des organismes des 

phylums nouveaux identifiés dans les écosystèmes. Cette taxonomie en cours d’imposition dans 

la communauté scientifique est organisée sur des critères quantitatifs de divergence évolutive 

relative entre identités nucléotidiques moyennes (average nucleotide identity, ANI) (Parks et 

al., 2022) ainsi que de phylogénie moléculaire. Cependant, l’utilisation des critères 

morphologiques reste indispensable pour décrire officiellement les espèces microbiennes et 

autres taxons (familles, ordres, phylums), et la question de la part non négligeable de séquences 

appartenant à des organismes qui ne sont pas cultivés dans les bases de données se pose dans 

l’étude des diversités environnementales procaryotes et eucaryotes (Cahill et al., 2017 ; 

Zimmermann et al., 2014). Pour cela, des nomenclatures comme le SeqCode permettent de 

s’affranchir en partie des règles de la nomenclature conventionnelle dépendantes de la 

cultivabilité des procaryotes et de les nommer de manière similaire et reproductible sur la base 

des séquences génomiques provenant d’isolats, de MAGs, etc (Hedlund et al., 2022). 

 Pour conclure, la composante microbienne est complexe, et intrinsèquement reliée aux 

paramètres chimiques et minéralogiques du milieu. Elle intervient largement dans la 

compréhension des écosystèmes et spécifiquement dans la formation des microbialites. Ces 

structures géobiologiques sont donc de réels objets d’intérêt qui mettent en avant les flux 

d’éléments constants existant entre microorganismes, minéralogie et solution.  
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2.3. Evolution des microbialites au cours des temps géologiques 

 Au cours des évolutions conjointes entre les minéraux et le vivant, l’abondance et 

l’hétérogénéité des microbialites ont varié. Ces dernières sont largement répandues dans le 

registre fossile et on en trouve à des temps aussi reculés que l’Archéen. Les microbialites sont 

ainsi considérées parmi les plus anciennes traces de vie connues sur Terre (Allwood et al., 

2006 ; Awramik et al., 1983 ; Schopf, 2006). Ce sont des stromatolites appartenant au Strelley 

Pool Chert (Pilbara Craton), dans l’ouest de l’Australie, et localisées dans un vestige de 

plateforme carbonatée de plusieurs kilomètres, qui ont été datées à ~3,46 Ga (Fig. 8, Allwood 

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

Figure 8.  

Stromatolites fossiles du Pilbara craton contenant les plus anciennes traces de vie non-ambigües 

connues sur Terre. (a) stromatolites coniformes avec une lamine délimitée par des pointillés 

blancs (Allwood et al., 2009); (b) couches de stromatolites centimétriques intercalées dans des 

sédiments (Duda et al., 2016); (c) faciès de laminites en dômes avec une lamine soulignée par des 

pointillés blancs (Allwood et al., 2006); (d) cônes stromatolitiques dont la structure est monrée par des 

pointillés blancs (Allwood et al., 2006); (e) Carbonates laminés et stromatolitiques de la Strelley Pool 

Formation (Duda et al., 2016); (f) autre type de stormatolites côniformes de la Strelley Pool Chert 

Formation (Allwood et al., 2006).  Figure modifiée de Allwood et al. (2006, 2009) et Duda et al. (2016). 

 La biogénicité de ces stromatolites a été établie grâce à des critères morphologiques ; en 

l’occurrence différents types de laminations et d’encroûtements en formes de dômes (Allwood 

et al., 2006 ; Sugitani et al., 2010). D’autres traces de vie plus anciennes pourraient être 

supposées d’après de tels critères morphologiques (e.g. stromatolites supposées d’Isua de ~3.7 

Ga, Nutman et al., 2016) mais la biogénicité en général reste difficile à établir car il est possible 

que des formes produites par des accrétions sédimentaires abiotiques soient confondues avec 
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des formes produites biologiquement (Grotzinger et Rothmann, 1996 ; McMahon et Cosmidis, 

2023 ; Brasier et al., 2005 ; Knoll et al., 2016). Malgré tout, la présence de ces traces de vie 

non-ambigües datées de l’Archéen dans des microbialites fossiles en font des objets 

emblématiques largement étudiés dans la compréhension et l’interprétation de la vie primitive. 

 De nombreuses occurrences de microbialites se sont succédées au cours des temps 

géologiques (dont l’identification et la quantification sont basées sur la présence de carbonates 

microbiens de récifs notamment), et leur diversité a varié (Fig. 9). 

Figure 9.  

Evolution des microbialites au cours du temps approximée par leur diversité taxonomique (formes 

des espèces de stromatolites) et l’abondance relative des carbonates microbiens de récifs. Sur la 

période du Précambrien, c’est la diversité des stromatolites (formes des espèces) qui a été évaluée sur 

des intervalles de 50 Ma par Awramik et Sprinkle (1999). Les abondances relatives des carbonates 

microbiens marins au Phanérozoïque ont été évaluées par Kiessling (2002), sur la base d’une 

compilation de sites récifaux. (a) Stromatolites de ~3.43 Ga, Australie (Allwood et al., 2006) ; (b) 

Stromatolites de ~2.7 Ga, Afrique du Sud (Wilmeth et al., 2019) ; (c) Stromatolites du 

Mésoprotérozoïque, Chine (Wang et al., 2021) ; (d) Stromatolites du Néoprotérozoïque, Oman 

(Mettraux et al., 2014) ; (e) Stromatolites du Messinien, Espagne (Villafañe et al., 2018). Figure basée 

sur Riding (2005, 2006), Kiessling (2002) et White (2020). 
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 Ces variations d’abondance, de localisation, de diversité (en termes de morphologies et 

textures des stromatolites) ont été produites pas des événements au cours des temps géologiques 

(Riding, 2005). Comme mentionné précédemment, la diversité des microbialites se caractérise 

actuellement en termes d’environnements dans lesquels ils se forment (marin, eau douce, 

hypersalin, etc), de phases minérales les composant (surtout des carbonates, mais aussi silicates, 

phosphates, etc) et de communautés microbiennes (acclimatées à des conditions oxiques et/ou 

anoxiques par exemple). Bien qu’il soit complexe d’aborder directement ces questions de 

variations d’abondance et de diversité des microbialites au cours du temps, ces discussions 

mettent en avant le besoin de caractériser les points communs entre les environnements abritant 

des microbialites. Notamment, est-ce que certaines conditions géochimiques regroupent ces 

environnements actuellement ? Est-ce que ce sont les mêmes aujourd’hui que dans le passé ? 

Dans quelle mesure les communautés microbiennes impliquées dans la carbonatogenèse des 

microbialites ont varié ? Pour obtenir des éléments de réponse à ces questions, il est nécessaire 

de mieux interpréter les environnements et mécanismes de formation des microbialites fossiles 

puisque celles-ci, en théorie, ont enregistré les conditions géochimiques/biologiques 

caractérisant leur milieu au moment de leur formation. 
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3. Variations des conditions environnementales au cours des temps 

géologiques 

 Les cycles géochimiques de nombreux éléments ont subi des variations au cours des 

temps géologiques, auxquelles les interactions minéral-vivant ont largement participé. Ces 

cycles géochimiques ont ainsi pu influencer l’évolution des microbialites. Certains éléments 

comme l’oxygène, l’azote ou le carbone ont eu des influences majeures sur l’installation et 

l’évolution des communautés microbiennes, ainsi que sur les phases minérales précipitées, et 

inversement. Les différentes compositions atmosphériques au cours des temps géologiques 

peuvent être estimées à partir de critères isotopiques (Zahnle et al., 2006), des proxies 

pétrologiques comme des inclusions de gaz piégées dans des roches et/ou des paléosols 

(Sheldon, 2006), etc. Les conditions de température, pression atmosphérique et luminosité 

peuvent aussi être évaluées pour chaque période géologique. Des études comme celles de 

Catling et Zahnle (2020) ou Farquhar et al. (2011) résument la diversité des traceurs qui 

permettent d’interpréter l’évolution des cycles de certaines espèces chimiques critiques dans 

l’évolution et la mise en place de la composition atmosphérique terrestre. 

3.1. Cycle géochimique du dioxygène 

 Entre autres, le cycle du dioxygène, étant un oxydant majeur, a eu un très fort impact 

sur l’évolution microbienne. Peu après l’accrétion de la Terre, l’atmosphère contenait surtout 

de l’eau, du CO2 et du N2, et le dioxygène était absent de l’atmosphère et des océans (Catling 

et Zahnle, 2020 ; Zahnle et al., 2020). Des phases minérales sensibles au rédox comme les 

uraninites, sidérites et pyrites localisées dans des sédiments datés de l’Archéen attestent des 

teneurs négligeables en O2 contenues dans l’atmosphère à ces périodes puisqu’elles s’altèrent 

rapidement dans des conditions oxydantes (Johnson et al., 2014). L’étude de proxies comme 

les anomalies en cérium (terre rare particulièrement sensible aux variations redox) permet 

également de suivre les changements dans la disponibilité en dioxygène des 

paléoenvironnements bien que les méthodes de préservation et d’extraction de ce traceur 

engendrent des biais dans son interprétation (Tostevin, 2021 ; Planavsky et al., 2010). De plus, 

un fractionnement indépendant de la masse des isotopes du soufre (MIF) global enregistré à 

l’Archéen permet aussi d’estimer une teneur en O2 atmosphérique très faible pendant la majorité 

de cette ère géologique (Zahnle et al., 2006 ; Habicht et al., 2002 ; Catling et Zahnle, 2020). 

Ces différents indicateurs géochimiques présents dans le registre géologique permettent donc 
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de retracer la teneur atmosphérique en dioxygène au cours du temps. Grâce à leurs 

interprétations, il est estimé actuellement que deux périodes globales d’oxygénation de 

l’atmosphère et des océans ont eu lieu : une première phase vers 2,4 Ga (Great Oxygenation 

Event, GOE), suivie par une autre au Néoprotérozoïque entre 0,85 et 0,54 Ga (Neoproterozoic 

Oxygenation Event, NOE, Och et Shields-Zhou, 2012). Entre les deux, les concentrations en 

O2 dans l’atmosphère sont a priori restées relativement constantes (Lyons et al., 2014 ; Tostevin 

et al., 2020). La figure 10 résume les suggestions actuelles faites sur les différents stades 

d’oxygénation atmosphérique au cours du temps. 

Figure 10.  

Evolution de l’O2 atmosphérique au cours des temps géologiques, avec les principaux événements 

d’oxygénation. Figure modifiée de Catling et Zahnle (2020). 

 Bien qu’il existe des lacunes dans ces enregistrements, le GOE est interprété comme le 

résultat d’un équilibre dynamique entre des hausses et des baisses répétitives de teneurs en O2 

dans l’atmosphère entre 2,5 et 2,3 Ga, jusqu’à ce que les sources surmontent les puits de manière 

permanente (Lyons et al., 2014). Ces équilibrages entre la production et la consommation d’O2 

dans l’atmosphère ont été reliés par exemple à l’efficacité du piégeage du carbone organique 

dans les sédiments et/ou à l’évolution des compositions de gaz rejetés par les volcans (Gaillard 

et al., 2011). Le GOE est ainsi considéré comme une première transition faisant partie d’un 
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processus global mais non-unidirectionnel d’oxygénation de l’atmosphère et des océans à 

l’échelle de la Terre (Frei et al., 2009). Cependant, certains dépôts de fer rubané (banded iron 

formations, BIFs) corrélés à une absence de fractionnement des isotopes du Cr indiquent 

localement des épisodes sans oxydation à cette période (par exemple vers 1,88 Ga), donc 

potentiellement des fluctuations locales de la concentration en O2 disponible dans l’atmosphère 

et les océans (Frei et al., 2011 ; Frei et al., 2009). Dans l’ensemble, le GOE a été mis en relation 

avec la photosynthèse oxygénique apparue chez un certain groupe de bactéries, les 

cyanobactéries, même si les étapes de l’évolution de ces organismes restent difficiles à 

déterminer (Watanabe et al., 2023 ; Holland et al., 2006 ; Des Marais, 2000). Il est notamment 

suggéré que l’émergence de ce métabolisme chez les cyanobactéries, c’est-à-dire la possibilité 

d’utiliser la molécule H2O comme donneur d’électrons, ait pu former des oasis oxygénées qui, 

à terme, auraient contribué à l’augmentation notable de cette molécule dans l’atmosphère et 

dans certaines couches de surface des océans, tandis que les parties profondes restaient 

anoxiques (Holland et al., 2006 ; Tostevin et al., 2020 ; Havig et Hamilton, 2019 ; Olson et al., 

2013). Bien que, a priori, le GOE constitue un point de départ pour l’émergence et la 

diversification des métabolismes utilisant le dioxygène comme accepteur d’électrons, 

l’évolution des réactions de photosynthèse synchrone avec celle des cyanobactéries est discutée 

(Sánchez-Baracaldo et Cardona, 2019). Notamment, des études sur les caractéristiques 

structurelles et photochimiques de la photosynthèse, par exemple sur les évolutions parallèles 

des photosystèmes PSI et PSII, attestent d’une photosynthèse oxygénique présente au moins 

100 Ma avant le GOE qui s’est complexifiée vers la fin de l’Archéen tandis que les 

cyanobactéries devenaient les producteurs primaires dominants (Fournier et al., 2021 ; 

Schirrmeister et al., 2015 ; Buick et al., 2008 ; Cardona et al., 2019). Pour autant, une grande 

partie des groupes des cyanobactéries connus actuellement sont apparus après le GOE 

(Sánchez-Baracaldo et Cardona, 2019). Par conséquent, il est probable qu’un décalage ait eu 

lieu entre l’apparition et l’émergence de la photosynthèse oxygénique chez les cyanobactéries 

et le GOE (Lyons et al., 2014 ; Ward et al., 2016 ; Fischer et al., 2016). Avant ces augmentations 

massives de la concentration en O2 dans l’atmosphère dues à des changements d’équilibre entre 

sa production et sa consommation, et comme la photosynthèse de manière générale requiert à 

la fois une source de lumière et une source de pouvoir réducteur, les bactéries photosynthétiques 

utilisaient vraisemblablement H2, H2S et/ou Fe2+ comme donneurs d’électrons dans la réduction 

du CO2 en matière organique (Holland et al., 2006 ; Olson, 2006 ; Fischer et al., 2016). 

Certaines cyanobactéries peuvent toujours utiliser ces donneurs d’électrons. Par la suite, 

d’autres processus d’oxygénation ont commencé au Néoprotérozoïque (NOE) vers 800-600 Ma 
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et ont permis des augmentations au Paléozoïque des concentrations atmosphériques en O2 

jusqu’à celles que l’on connaît actuellement (Tostevin et al., 2020 ; Strauss, 2006 ; Knoll et 

Lahr, 2016). Cette deuxième transition est concomitante avec l’apparition/diversification des 

animaux et surtout des eucaryotes photosynthétiques (qui produisent eux-aussi de l’O2), dont 

certains groupes de phytoplancton marin (Brocks, 2018 ; Sánchez-Baracaldo et al., 2014 ; 

Butterfield, 2015). Les processus d’oxygénation de l’atmosphère et de la surface des océans ont 

donc largement été impliqués dans la co-évolution entre les microorganismes et les phases 

minérales, et ont contribué à leur diversification. Par exemple, le nombre d’espèces minérales 

a augmenté de ~1500 à ~4000 entre le début et la fin de du GOE, en lien avec la mise en place 

de conditions oxydantes, mais aussi potentiellement avec l’émergence des eucaryotes (Hazen 

et al., 2008). Plus globalement, la teneur atmosphérique en dioxygène a influencé la 

disponibilité de très nombreuses espèces et éléments chimiques au cours des temps géologiques, 

dont le carbone, le soufre, le fer ou le manganèse. Concernant le cycle du carbone, des 

approches isotopiques permettent de le relier à celui de l’oxygène puisqu’en théorie 

l’oxygénation de l’atmosphère a impliqué que des sources d’O2 surpassent les puits, c’est-à-

dire que la fixation du carbone lors de la photosynthèse oxygénique excède la dégradation de 

la matière organique par des processus comme la respiration microbienne aérobie (Hodgskiss 

et al., 2023). 

3.2. Cycles géochimiques du fer, du soufre et du manganèse 

 Les cycles du fer et du soufre ont non seulement été impactés par l’oxygénation de 

l’atmosphère mais sont aussi fortement associés. En théorie, dans un système anoxique avec un 

pH ~neutre où le flux de fer réactif excède le flux de sulfures avec un facteur ~2, le Fe(II) 

soluble s’accumule et cela conduit à un milieu ferrugineux (dans les milieux oxiques, le fer 

ferrique est insoluble et précipite). Dans le cas inverse où le flux de sulfures excède avec un 

facteur ~2 le flux de fer réactif, les sulfures s’accumulent et le milieu est euxinique (Fig. 11, 

Raiswell et Canfield, 2012). Le ratio Fe/S est donc déterminant pour comprendre l’équilibre 

entre les flux de sulfates et de fer dans des systèmes aqueux anoxiques. Dans un contexte où le 

flux de fer réactif est supérieur à celui des sulfates, ces derniers peuvent être retirés du système 

soit par précipitation de pyrite (FeS2) soit par précipitation de CaSO4 évaporitique (Raiswell et 

Canfield, 2012). 
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Figure 11. 

Représentation schématique de la nature ferrugineuse ou euxinique d’une solution anoxique en 

fonction de ses concentrations en fer et en soufre. Figure modifiée de Raiswell et Canfield (2012). 

 Globalement, les conditions ferrugineuses ont été considérées comme une 

caractéristique majeure des océans au cours des temps géologiques, avant leur oxygénation par 

le biais de circulations d’eaux froides riches en O2 dissous (Poulton et Canfield, 2011). Pourtant, 

il reste difficile de distinguer les paramètres qui ont contrôlé l’équilibre entre des conditions 

euxiniques et ferrugineuses, et d’interpréter en conséquence les marqueurs 

géologiques/biologiques/isotopiques contenus dans les archives sédimentaires. Néanmoins, il 

existe plusieurs indicateurs géochimiques plus ou moins directs qui suggèrent des périodes 

d’euxinie dans les sédiments, comme le ratio S/C, le degré de pyritisation et la taille des pyrites, 

la quantité de fer réactif, la composition en isotopes du soufre, les quantités d’éléments traces 

(e.g. Mo, U, V, Zn), le ratio C/P ou encore des biomarqueurs organiques (Meyer et Kump, 

2008). Ainsi, dans des conditions où la plupart des océans étaient anoxiques, des étapes 

dominées par des concentrations élevées en Fe et/ou en S se sont succédées et ont abouti à des 

océans considérés soit comme ferrugineux soit comme euxiniques. Cela a influencé l’évolution 

et les diversifications des microbes et des phases minérales (Meyer et Kump, 2008). Plusieurs 

spéculations ont donc été faites sur les cycles du fer et du soufre au cours des temps géologiques 

bien que les flux géochimiques primaires soient complexes et que les interprétations des 

indicateurs des états redox étudiés actuellement soient discutées (Poulton et Canfield, 2011). 

Par exemple, avant l’apparition de la photosynthèse oxygénique, et de manière cohérente avec 

une évolution des photosystèmes PSI et PSII chez certaines bactéries des écosystèmes 

anoxiques, il est probable que les autotrophes anoxygéniques occupaient les environnements de 



Introduction 

 

30 
 

surface des océans (Raiswell et Canfield, 2012). D’après Raiswell et Canfield (2012), il est 

également probable que le Fe(II) était globalement en excès par rapport aux sulfures si l’on 

considère que le S provenait seulement du volcanisme et des sources hydrothermales avant 

l’oxygénation de l’atmosphère alors que le fer était fourni par l’altération des roches 

continentales et des sources hydrothermales également. En particulier, la présence des BIFs et 

de certaines argiles enrichies en Fe(II) à l’Archéen suggèrent un apport de Fe(II) dissous dans 

les océans à cette période, conduisant à des conditions ferrugineuses en moyenne (Poulton et 

Canfield, 2011 ; Scott et al., 2011 ; Thompson et al., 2019 ; Wang et al., 2023 ; Crowe et al., 

2023). Par conséquent, en considérant que les métabolismes des autotrophes anoxygéniques et 

des hétérotrophes étaient les mêmes que ceux que l’on connaît actuellement, le fer était 

possiblement oxydé en (oxy)hydroxydes par les phototrophes anoxygéniques dans la zone 

photique et réduit par les bactéries réductrices du fer plus en profondeur (Wang et al., 2023 ; 

Crowe et al., 2023). Ce modèle basé sur un cycle actif d’oxydations et de réductions du fer 

suggère une influence sur le cycle du carbone déjà avant le GOE, même si celui-ci s’est accéléré 

a priori avec l’émergence des photoautotrophes oxygéniques (Raiswell et Canfield, 2012 ; 

Craddock et Dauphas, 2011). Pourtant, il existe actuellement peu d’indications quant au fait 

que ce scénario ait pu avoir lieu. Par exemple, les enregistrements du carbone organique et des 

isotopes datés de l’Archéen ne sont pas bien préservés (Des Marais, 2001), ce qui ne permet 

pas forcément de soutenir l’hypothèse que le cycle du carbone ait d’abord été dominé par des 

métabolismes liés au cycle du fer puis par la photosynthèse oxygénique. Malgré un consensus 

relatif sur des conditions ferrugineuses globales dans les océans archéens, des affleurements 

riches en pyrite et en matière organique attestent que des épisodes euxiniques ont eu lieu à la 

fin de cette ère (Kendall et al, 2011 ; Garvin et al., 2009 ; Kendall et al., 2010). Ces périodes 

sont parfois corrélées à des épisodes d’oxygénation pré-GOE qui auraient permis au moins 

localement une oxydation des sulfures continentaux en sulfates, donc une augmentation du flux 

de sulfates océaniques (Raiswell et Canfield (2012). Dans l’ensemble, un marqueur commun 

du GOE dans les enregistrements géologiques reste la perte globale du signal de fractionnement 

indépendant de la masse des isotopes du soufre (MIFs) (Philippot et al., 2018 ; Lyons et Gill, 

2010 ; Fakhraee et al., 2018). Vers 1,8 Ga, une disparition générale des BIFs dans les 

enregistrements géologiques est observée (Klein, 2005 ; Song et al., 2017). Raiswell et Canfield 

(2012) ont spéculé qu’une disponibilité croissance des sulfates en solution (corrélée à une 

oxydation accrue des sulfures continentaux) ait pu stimuler leur réduction dans la partie 

profonde des océans, via par exemple une précipitation de pyrite, jusqu’à dépasser le flux de 

Fe(II), et donc permettre le passage vers des conditions euxiniques dans les zones côtières. Dans 
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les zones plus éloignées des côtes, l’absence de dépôt de BIFs au Protérozoïque suggère que, 

même si les eaux océaniques restaient ferrugineuses, elles l’étaient moins que pendant 

l’Archéen à cause d’une plus forte concentration en soufre constituant un puits pour le fer réactif 

(Planavsky et al., 2011 ; Raiswell et Canfield, 2012). Plusieurs scénarios ont toutefois été 

proposés quant à la géochimie des océans pendant le Protérozoïque, opposant basiquement ce 

modèle où la quantité d’oxygène générée par le GOE n’est pas suffisante pour oxygéner les 

océans profonds et où le flux de sulfures tamponne la quantité de fer réactif en profondeur 

(« Canfield Ocean », Canfield, 1998) et un modèle où la disparition des BIFs est expliquée 

surtout par une oxygénation globale lors du GOE (Fig. 12). 

Figure 12. 

Deux modèles alternatifs expliquant la géochimie des océans profonds pendant le Protérozoïque. 

Figure modifiée de Lyons et al. (2009). 

 Par la suite, au Néoprotérozoïque, les océans profonds sont interprétés comme 

globalement ferrugineux avec des phénomènes transitoires d’euxinie attestés par des plus forts 

degrés de pyritisation (Guilbaud et al., 2015 ; Canfield et al., 2008 ; Hood and Wallace, 2014 ; 

Lyons et al., 2009 ; Raiswell et Canfield, 2012). Durant le début du Phanérozoïque, les 

conditions d’anoxie restaient présentes dans les océans profonds, et plusieurs événements 

d’anoxie océanique (Oceanic Anoxia Events) ont eu lieu par la suite (Pohl et al., 2022 ; Meyer 

et Kump, 2008 ; Jenkyns, 2010). Notamment, des analyses des rapports C/S et des isotopes du 

soufre attestent d’épisodes d’euxinie étendue (Berner and Raiswell, 1983 ; Gill et al., 2011 ; 

Raiswell et al., 2001). De plus, des intervalles euxiniques ont été détectés dans des argiles datées 

du Crétacé déposées pendant des événements d’anoxie océanique (Ozaki et al. ,2011, Owens et 

al., 2013 ; Jenkyns, 2010 ; Tessin et al., 2019 ; Lyons et al., 2009). Ces intervalles apportant du 

H2S dans certains cas ont été interprétés comme une cause majeure potentielle de crises 
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biologiques au Phanérozoïque (Stockey et al., 2020 ; Sahoo et al., 2023 ; Meyer and Kump, 

2008). De manière générale, il semble que, malgré des successions constantes entre des 

conditions ferrugineuses et sulfidiques, l’euxinie prévalait dans les océans durant les épisodes 

anoxiques du Phanérozoïque, jusqu’à une oxygénation plus globale des différentes couches des 

océans. 

 En plus de ce couplage entre les cycles du fer et du soufre, le cycle du manganèse a 

également, entre autres, été corrélé aux fluctuations en dioxygène au cours des temps 

géologiques à cause de sa sensibilité au redox, même s’il a fait l’objet de moins de travaux 

(Lyons et al., 2020 ; Lu et al., 2021). En général, les formes oxydées Mn3+ et Mn4+ sont 

insolubles et la forme Mn2+ est un peu plus soluble, ce qui permet en théorie de faire la 

distinction entre des environnements de dépôt oxiques et anoxiques (Calvert et Pedersen, 1996). 

Pour cela, cet élément a été utilisé en tant qu’indicateur de conditions réductrices par exemple 

dans des gisements Archéens où des carbonates et des oxydes de manganèse ont été trouvés 

(Holland, 2006). De nombreuses occurrences de dépôts de manganèse ont ensuite été 

répertoriées dans les archives sédimentaires datant de l’Archéen, du Protérozoïque et du 

Phanérozoïque, et l’absence de manganèse dans les sédiments datés entre 1,8 et 0,8 Ga soutient 

par exemple l’hypothèse d’une oxygénation moyenne après le GOE (Holland, 2006 ; Hummer 

et al., 2022). En particulier, il a été suggéré que la réduction du manganèse couplée à 

l’oxydation de la matière organique avait joué un rôle dans le cycle atmosphérique du CO2 par 

exemple (Roy et al., 1996). De plus, plusieurs études ont permis de relier l’évolution des teneurs 

sédimentaires en manganèse à l’évolution de la photosynthèse oxygénique et à l’augmentation 

de l’O2 dans les océans et dans l’atmosphère (Lingappa et al., 2019 ; Johnson, 2019 ; Johnson 

et al., 2013 ; Robbins et al., 2023). 

 Pour conclure, les interactions entre les cycles de l’oxygène, du soufre, du fer et du 

manganèse abordées partiellement dans cette partie ont eu de très nombreuses implications sur 

la géochimie globale des océans et de l’atmosphère, mais sont aussi globalement en relation 

avec tous les autres cycles tels que ceux du carbone, du manganèse, de l’azote, de la silice, etc. 

La figure 13 modifiée de Dong et al. (2022) résume les liens présumés actuellement entre les 

évolutions de cycles géochimiques majeurs et les évolutions biologiques et minérales. Dans ces 

évolutions, les microbialites fossiles constituent à la fois des témoins et des acteurs des 

changements géochimiques, d’où l’importance de leur étude, autant fossiles qu’actuelles, pour 

comprendre les interactions minéral-vivant au cours de l’histoire de la Terre. 
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Figure 13. 

Evolutions biologiques, minérales et des principaux cycles géochimiques au cours du temps. (a) 

Augmentation du nombre d’espèces minérales au cours du temps (Dong et al., 2022) ; (b) Evolution de 

la diversité biologique au cours du temps (Dong et al., 2022) ; (c) Evolution de l’abondance roches 

contenant des marqueurs redox, en l’occurrence le fer (en rouge) et le manganèse (en violet) (Dong et 

al., 2022) ; (d) Chimie globale des océans profonds selon (i) le modèle classique avec une oxygénation 

pendant le Protérozoïque et (ii) le modèle de l’océan profond euxinique d’après Canfield pendant le 

Protérozoïque (Lyons et al., 2009) ; (e) Evolutions du de l’O2 atmosphérique (courbe bleue, d’après 

Dong et al., 2022) couplée à l’évolution de l’abondance des stromatolites (histogramme noir, d’après 

Riding, 2005). Figure modifiée de Dong et al. (2022), Lyons et al. (2009) et Riding (2005). 
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4. Environnements stratifiés 

 Les environnements stratifiés peuvent constituer des analogues aux systèmes 

biogéochimiques anciens puisque, comme vu dans la partie précédente, les océans ont été 

stratifiés à de nombreuses périodes de l’histoire de la Terre, avec des chimies plus ou moins 

riches en fer et/ou en soufre en fonction de la profondeur (Satkoski et al., 2015 ; Knoll et al., 

2016 ; Guttiérrez-Preciado et al., 2018). Ces géochimies distinctes en fonction de la profondeur 

et au cours du temps impliquent des différences entre les métabolismes microbiens s’y 

développant (Brand et al., 2016 ; Edwardson et Hollibaugh, 2018). D’après Canfield et al. 

(2005), « l’importance de la photosynthèse anoxygénique dans les systèmes stratifiés dépend 

de l’efficacité avec laquelle le carbone organique est exporté de la couche de surface vers l’eau 

anoxique, et de l’efficacité avec laquelle les espèces redox actives (S ou Fe) sont recyclées sous 

leur forme réduite sous la zone photique ». Par conséquent, comme les phénomènes de 

stratification des couches d’eau influencent les géochimies et les flux de biomasse des milieux 

aqueux, il est nécessaire de les caractériser pour évaluer le fonctionnement global des systèmes 

passés mais aussi actuels abritant entre autres des microbialites. Actuellement, la stratification 

des eaux est un phénomène que l’on retrouve souvent dans des lacs en partie parce que la taille 

de leur bassin conditionne la formation locale de gradients redox (Boehrer et Schultze, 2008). 

Elle résulte de nombreux facteurs comme l’oxygénation du milieu, donc la formation de 

gradients redox, la densité des masses d’eau, la forme du bassin permettant ou non la mise en 

place de courants ou l’influence des microorganismes sur la disponibilité des espèces chimiques 

(Brand et al., 2016). Plusieurs modes de mélanges définissent le fonctionnement des lacs 

stratifiés et le maintien/la suppression des gradients physico-chimiques. La stratification peut 

être permanente (e.g. méromictique), saisonnière (e.g. monomictique), avoir des occurrences 

plusieurs fois par an (e.g. dimictique), ou moins, etc, avec des apports externes et/ou des 

infiltrations d’eaux souterraines (Boehrer et Schultze, 2008). Ce sont les sources et les puits de 

dioxygène qui influencent la dynamique des lacs présentant un gradient redox ; globalement la 

photosynthèse oxygénique constitue une source et les respirations microbiennes sont des puits 

majeurs. Les différentes réactions de respiration microbienne utilisent en théorie jusqu’à 

épuisement les accepteurs d’électrons leur fournissant la plus grande énergie libre par mole de 

carbone oxydée (Canfield et Thamdrup, 2009). Il existe donc des équilibres entre la 

disponibilité des accepteurs d’électrons et la nature des communautés microbiennes, conduisant 

à une répartition schématique de ces derniers selon une échelle verticale, que ce soit dans la 

colonne d’eau, les tapis microbiens ou les sédiments. Dans certains cas, l’oxygène disponible 
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dans le milieu est totalement consommé dans la partie la plus profonde des lacs (hypolimnion) 

en parallèle de la présence de sulfures d’hydrogène en solution, ce qui conduit à former un 

environnement euxinique en profondeur. 

 Comme les modifications des conditions environnementales au cours du temps sont au 

moins partiellement enregistrées par les dépôts sédimentaires, notre compréhension du passé 

réside dans l’étude et l’interprétation des traces qui ont été conservées dans le registre 

géologique fossile. L’étude des lacs stratifiés peut donc donner des éléments de réponse sur le 

fonctionnement des systèmes anciens et des cycles biogéochimiques au cours du temps. De 

même, en considérant que les conditions passées peuvent être inférées à la lumière de l’actuel, 

de nombreux cas de microbialites actuelles sont étudiés avec l’objectif d’interpréter les 

paléobiologies et les paléoenvironnements. Par exemple, certains signaux isotopiques actuels 

peuvent renseigner sur les sources de carbone de l’ancien (Fairchild, 1991). Ou alors, entre 

autres nombreux exemples, des carbonates formés par des processus microbiens dans des tapis 

microbiens calcifiants actuels ont pu aussi être étudiés en tant que support à la compréhension 

des anciens (Vasconcelos et al., 2006). Pourtant, la majorité des exemples de microbialites 

actuelles se forment dans des environnements oxiques. Or les microbialites fossiles, et 

spécifiquement les stromatolites contenant les plus anciennes traces de vie non-ambigües sur 

Terre, se sont formées dans des environnements anoxiques. Cela questionne sur la 

représentativité des microbialites actuelles de milieux oxiques en tant qu’analogues des 

microbialites fossiles de milieux anoxiques. Suivant cette problématique, il a été suggéré que 

certaines bactéries, via la photosynthèse anoxygénique et/ou des métabolismes liés à l’arsenic, 

avaient pu jouer un rôle dans la formation des stromatolites de l’Archéen (Bosak et al., 2007 ; 

Visscher et al., 2020). Pour autant, le rôle de la photosynthèse oxygénique des cyanobactéries 

dans la formation des microbialites actuelles est reconnu comme majeur et nous ne savons pas 

dans quelle mesure ces observations restent vraies dans des microbialites d’environnements 

anoxiques. De plus, l’influence sur les phases minérales de communautés microbiennes 

associées à des microbialites de milieu anoxique est peu documentée en plus du fait que, 

actuellement, il a très peu été fait mention de la présence de microbialites actuelles dans les 

parties anoxiques d’environnements stratifiés. 

 De manière intéressante, les lacs Alchichica et Atexcac, au Mexique, présentent des 

caractéristiques géochimiques, minéralogiques et biologiques complexes. En particulier, ils se 

stratifient tous les ans entre avril et octobre, ce qui conduit à la mise en place de conditions 

anoxiques et sulfidiques dans la colonne d’eau profonde. En parallèle, ils contiennent des 
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microbialites actuelles non seulement dans la colonne d’eau de surface mais aussi en 

profondeur, sous l’oxycline lors de la période de stratification. Des microbialites de profondeur 

de ces deux lacs redox-stratifiés ont pu être collectées en 2019 et en 2022. Par conséquent, cette 

découverte de microbialites actuelles plongées dans des conditions d’anoxie saisonnières offre 

des outils clé pour comprendre le fonctionnement des microbialites en anoxie. De plus, ces 

échantillons de microbialites provenant de zones qui subissent l’anoxie une fois par an 

apparaissent comme des candidats pour être des analogues à celles de milieux 

anoxiques/euxiniques anciens. Bien que le terme d’analogue soit assez vague et englobe une 

large gamme de paramètres qu’on ne connaît pas forcément en détail, les microbialites de 40 m 

de profondeur et de 27 m de profondeur prélevées en 2019 et en 2022 dans les lacs redox-

stratifiés d’Alchichica et d’Atexcac présentent des caractéristiques qui n’ont pas encore été 

documentées à notre connaissance et qui peuvent d’une certaine façon ressembler à certaines 

microbialites anciennes. 
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5. Problématiques et objectifs de la thèse 

 Dans cette thèse, l’objectif principal est de caractériser les trois composantes 

(hydrochimique, minéralogique, microbiologique) des microbialites se développant en 

conditions anoxiques pendant une grande période de l’année (6-8 mois), et déterminer 

l’acclimatation et/ou l’adaptation des communautés microbiennes de la colonne d’eau et des 

microbialites à des conditions anoxiques au cours du temps. Les objets d’étude choisis sont les 

microbialites actuelles formées dans les lacs Alchichica et Atexcac, au Mexique. Les 

microbialites de ces lacs ont été préalablement étudiées, mais seulement dans les conditions 

oxiques de la surface. Ici, la nouveauté est que des microbialites profondes ont été découvertes 

dans ces mêmes lacs en conditions saisonnièrement anoxiques.  Pour atteindre ces objectifs 

généraux, nous avons défini plusieurs axes de travail : (i) en amont de ce travail spécifique sur 

les microbialites du Mexique, il est nécessaire de mieux caractériser la diversité des 

environnements dans lesquels on retrouve les microbialites actuelles, et en particulier de mieux 

comprendre les paramètres géochimiques qui sont nécessaires et/ou suffisants à leur formation. 

(ii) Puis, comme les microbialites anciennes ne se sont pas formées dans les mêmes 

environnements que la plupart des actuelles, notamment en termes d’oxygénation du milieu, 

nous avons besoin de caractériser la minéralogie et les communautés microbiennes des 

microbialites actuelles découvertes dans des conditions saisonnières d’anoxie à Alchichica et 

Atexcac. (iii) Enfin, il est important de comprendre dans quelle mesure les signatures primaires 

contenues dans des microbialites de milieux anoxiques sont affectées par la diagenèse.  

 (i) La première partie de cette thèse a donc porté sur une évaluation globale des 

conditions environnementales dans lesquelles les microbialites se forment actuellement. Les 

questions qui l’ont motivée étaient : quels sont les facteurs qui déterminent le plus les 

variabilités environnementales, minéralogiques, biologiques observées sur les microbialites 

actuelles ? Existe-t-il des paramètres géochimiques globaux qui contrôlent universellement la 

formation des microbialites actuelles dans le monde malgré leur diversité apparente ? Cette 

partie a consisté à compiler par une synthèse bibliographique approfondie des données 

géochimiques existantes sur une diversité de microbialites actuelles dans le monde, puis de les 

analyser de manière systématique à l’aide d’outils statistiques pour trouver les paramètres 

décrivant au mieux la variabilité/les similarités de leurs milieux de formation. Ceci a permis de 

trouver des déterminants environnementaux de la formation des microbialites actuelles. Enfin, 

les conditions géochimiques des milieux connus pour contenir des microbialites actuelles ont 
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été comparées aux conditions géochimiques d’une large gamme de milieux aqueux dans le 

monde afin de discuter si d’autres sites pourraient abriter des microbialites sans que cela ne soit 

encore connu. 

 (ii) Dans une deuxième partie, nous nous sommes intéressés à l’influence de l’anoxie 

sur des microbialites actuelles, et particulièrement les microbialites des lacs Alchichica et 

Atexcac. Ces microbialites et ces lacs ont déjà été très largement documentés précédemment 

(Alcocer et al., 2022 ; Saghaï et al., 2015 ; Kaźmierczak et al., 2011 ; Gérard et al., 2013 ; 

Couradeau et al., 2011, 2012 ; Iniesto et al., 2021, 2022 ; Zeyen et al., 2015, 2017, 2019, 2022). 

L’abondance de ces travaux et la diversité des approches utilisées ont montré entre autres la 

nécessité d’associer les études de la géochimie, de la minéralogie et des compositions 

microbiennes pour comprendre comment se forment les microbialites. Un but ici était donc 

d’analyser et d’intégrer ces trois composantes dans l’étude de l’influence de l’anoxie sur les 

microbialites d’Alchichica et d’Atexcac. Ces deux lacs ont été régulièrement échantillonnés 

depuis au moins 2007 mais, de manière intéressante, des microbialites ont été découvertes et 

récoltées à de grandes profondeurs (40 et 27 m respectivement à Alchichica et Atexcac) lors 

des campagnes de terrain de 2019 et de 2022 (effectuée pendant la deuxième année de cette 

thèse). Or les lacs Alchichica et Atexcac sont anoxiques en profondeur pendant l’été et 

l’automne, ce qui implique que les microbialites profondes subissent cette anoxie. Donc, dans 

quelle mesure l’anoxie impacte-t-elle la minéralogie, la biologie et la chimie des microbialites 

et de la colonne d’eau ? Pour trouver des éléments de réponse à cette question, des approches 

géochimiques, minéralogiques et biologiques sur les échantillons naturels et sur des 

expérimentations en laboratoire ont été utilisées. 

 D’abord, la minéralogie, et spécifiquement la composition en fer, manganèse, soufre 

ainsi que la spéciation du soufre des microbialites profondes d’Alchichica et d’Atexcac, ont été 

analysées dans le but de répondre à ces questions : comment les cycles des éléments sensibles 

au redox tels que le fer, le manganèse ou le soufre sont-ils influencés par l’anoxie saisonnière ? 

Si les microbialites profondes sont en croissance, enregistrent-elles les périodes d’anoxie ? Si 

oui, sous quelles formes ? Et dans ce cas peut-on trouver des signatures de l’anoxie dans les 

microbialites actuelles ? 

 Ensuite, par des approches sur des incubations de microbialites en laboratoire, nous 

avons voulu comprendre dans quelle mesure les communautés microbiennes des microbialites 

profondes s’acclimatent ou s’adaptent aux variations saisonnières d’oxygénation. Un des 
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objectifs était de déterminer quels sont les microorganismes qui induisent/facilitent la 

précipitation des carbonates dans ce milieu et sont donc impliqués dans la formation des 

microbialites. Notamment, est-ce que les assemblages microbiens qui induisent la formation 

des microbialites sont les mêmes en surface où les conditions sont oxiques en permanence et 

en profondeur où les conditions sont saisonnièrement anoxiques ? Comment ces assemblages 

évoluent-ils si on les soumet à l’anoxie continue ? Est-ce qu’on retrouve dans les 

microorganismes qui sont impliqués dans la carbonatogenèse des microbialites de profondeur 

certaines cyanobactéries capables de basculer entre la photosynthèse oxygénique et la 

photosynthèse anoxygénique ? 

 (iii) Enfin, dans une dernière partie de la thèse, une des questions qui restaient ouvertes 

était de savoir dans quelle mesure les signatures environnementales chimiques et biologiques 

(dont notamment les enregistrements potentiels de l’anoxie) sont préservées dans les 

microbialites lors des premières étapes de la diagenèse. En d’autres termes, quel est l’impact de 

la diagenèse précoce sur la minéralogie des microbialites profondes et dans quelle mesure 

modifie-t-elle les signatures chimiques et biologiques présentes dans leur minéralogie ? Pour 

cela, la minéralogie des microbialites profondes du lac Alchichica a été comparée à la 

minéralogie des microbialites peu profondes. 

Contributions aux travaux présentés 

Dans le chapitre 1, j’ai récolté les données dans la littérature, fait les modélisations chimiques, 

en partie les analyses statistiques et écrit en partie l’article, corrigé par les coauteurs. 

Dans le chapitre 2, j’ai participé à l’acquisition des données de synchrotron et à la récolte des 

échantillons lors de la mission de terrain, acquis/analysé les données d’ICP, DIC, MEB-EDXS, 

FTIR, DRX, XANES, et écrit le manuscrit de l’article. 

Dans le chapitre 3, j’ai prélevé les échantillons, fait les repiquages, séquençages Sanger, 

participé à certaines étapes du séquençage Nanopore, fait les arbres phylogénétiques des isolats, 

l’analyse des histogrammes de diversité et écrit un manuscrit d’article. 

Dans le chapitre 4, j’ai acquis/analysé les données de MEB-EDXS, FTIR, DRX, CLSM, ICP, 

DIC, fait les modélisations chimiques, participé à l’acquisition des données de MET et écrit en 

partie le manuscrit de l’article, corrigé par les coauteurs. 

Pour les quatre articles dont je suis co-autrice (dernière partie des Annexes), j’ai participé à 

l’acquisition d’une partie des échantillons et/ou des données, et à la discussion. J’ai écrit la 

partie sur le CLSM et l’OCT du chapitre méthodologique de Stigliano et al. (2023). 
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1. Les lacs mexicains Alchichica et Atexcac 

 Une synthèse de ce que l’on sait sur les lacs d’Alchichica et d’Atexcac, leur contexte 

géologique, leur hydrochimie et les communautés microbiennes qui les habitent est proposée 

dans la partie qui suit. Un certain nombre de données acquises au cours des missions 

d’échantillonnage réalisées juste avant et pendant la thèse sont également introduites ici, ce qui 

permettra de mieux expliquer ensuite les différents chantiers scientifiques auxquels je me suis 

plus particulièrement intéressée. 

1.1. Paramètres géologiques, limnologiques, climatiques généraux des lacs Alchichica 

 et Atexcac 

 Les lacs Alchichica (19° 24′ N; 97° 24′’W) et Atexcac (19° 20′ N; 97° 27′) sont deux 

lacs de cratère mexicains localisés dans la région de Los Llanos de San Juan, à l’est de la 

ceinture volcanique trans-Mexicaine (TMVB, Alcocer et al., 2022 ; Muller et al., 2023, Fig. 

14). Ils sont étudiés depuis plus de 20 ans notamment parce qu’ils abritent tous les deux des 

microbialites actuelles (visibles sur les rives des lacs). Plus globalement, ils appartiennent à une 

lignée de lacs de cratères situés dans la même ceinture volcanique, comprenant entre autres La 

Preciosa, La Alberca de Los Espinos, Alberca de Guadalupe, Quechulac, Patzcuaro, Aljojuca 

et Tecuitlapa. Des microbialites vivantes ont également été observées dans ces lacs de la série 

évolutive, mais ce sont celles d’Alchichica et dans une moindre mesure d’Atexcac auxquelles 

nous nous sommes intéressés ici. La géologie générale de la zone dans laquelle ils se trouvent 

influence le fonctionnement de ces deux lacs et a été étudiée par d’autres auteurs à large échelle 

à l’aide d’analyses de paramètres géophysiques, géologiques et géochimiques (Ferrari et al., 

2012 ; Chako-Tchamabé et al., 2020). 

  



Matériel d’étude et méthodes 

 

43 
 

Figure 14. 

Cartes représentant les localisations des lacs Alchichica et Atexcac au Mexique. Les fonds de cartes 

proviennent de Topographic-map.com (A) Carte satellite du Mexique montrant la délimitation de la 

TMVB (Ferrari et al., 2012) avec les localisations de Mexico et des deux lacs. (B) Zoom sur un fond de 

carte topographique de la zone de la TMVB où se trouvent les lacs Alchichica et Atexcac. 

 Globalement, la TMVB est un arc volcanique Néogène intra-continental au centre du 

Mexique qui s’étend sur plus de 1000 km de long et au maximum 100 km de large, résultant de 

la subduction des plaques Rivera et Cocos sous la plaque Nord-Américaine (Ferrari et al., 

2012). L’extrémité ouest de l’arc volcanique se trouve à proximité du rift Nord-Ouest/Sud-Est 

du golfe de Californie et l’extrémité est s’étend jusqu’au bassin océanique du golfe du Mexique. 

Les analyses pétrologiques ont mis en évidence principalement des roches calco-alcaline 

cohérentes avec un contexte de subduction et comprenant notamment des basaltes (Gόmez-
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Tuena et al., 2003 ; Zeyen et al., 2021). Ferrari et al. (2012) ont proposé un modèle pour la mise 

en place de la TMVB au cours du temps, dont les étapes principales pourraient être résumées 

par (i) une formation initiale par subduction d’un arc andésitique intra-continental entre ~20 et 

10 Ma conduisant en théorie à l’amincissement de la partie subductée, suivie par (ii) un épisode 

de volcanisme mafique migrant d’ouest en est entre ~11 et 7 Ma, relié à la propagation latérale 

d’une déchirure entre les plaques Cocos et Rivera. (iii) Puis un volcanisme plus siliceux 

permettant la formation de basaltes et de failles d’extension marque la période entre 7,5 et 3 Ma 

jusqu’à (iv) la mise en place de l’arc volcanique actuel (Ferrari et al., 2012). Dans cet arc 

volcanique, les lacs Alchichica et Atexcac reposent sur une croûte Précambrienne à Paléozoïque 

dont l’épaisseur varie entre 50 et 55 km (Ferrari et al., 2012). Ce contexte volcanique a permis 

la formation de nombreux strato-volcans monogéniques accompagnée d’une activité phréato-

magmatique conduisant parfois à la mise en place de cratères, dans lesquels se trouvent par 

exemple les lacs Alchichica et Atexcac. Plus précisément, les cratères qui contiennent les lacs 

Alchichica et Atexcac sont des maars, c’est-à-dire qu’ils ont été formés suite à des explosions 

causées par des interactions entre un magma ascendant et une source d’eau externe provenant 

d’un lac ou d’un aquifère, d’après Carrasco-Núñez et Chako-Tchamabé, 2022. En raison des 

processus multiples liés au volcanisme, à la tectonique et à la géomorphologie qui peuvent se 

combiner dans ces structures, il est difficile d’identifier une chronologie précise dans les 

événements qui interviennent lors de leur formation (Carrasco-Núñez et Chako-Tchamabé, 

2022). Dans le cas d’Alchichica (qui appartient à un groupe de volcans monogéniques datés du 

Pléistocène supérieur à l’Holocène), différents critères de volcanostratigraphie et de géochimie 

indiquent que le lac est issu d’une série d’épisodes de volcanisme phréato-magmatique pré-

maar et syn-maar, alimentés par différents types de magmas (Chako-Tchamabé et al., 2020). 

Par conséquent, les dépôts sédimentaires qui forment le substratum géologique du lac sont 

principalement composés de matériaux pyroclastiques, de scories, de coulées de laves et de 

paléosols (Fig. 15). 



Matériel d’étude et méthodes 

 

45 
 

Figure 15.  

Log stratigraphiques généraux du substratum géologique à Alchichica (A) et Atexcac (B). Pour 

chacun des cratères, les unités déposées avant et pendant la formation du maar sont respectivement 

représentées en bleu et en vert. Ces logs sont respectivement modifiés de Ferrari et al. (2020) et de 

Carrasco-Núñez et al. (2014). 

 En particulier, les relevés stratigraphiques faits autour du lac ont été distingués entre une 

série « pré-maar » comprenant des roches volcaniques avec des coulées de lave, des tuffs 

stratifiés, des rhyolites et un cône de scories, et une série « maar » constituée d’une alternance 

de couches formées par des flux pyroclastiques (Chako-Tchamabé et al., 2020 ; Carrasco-

Núñez et al., 2014 ; Carrasco-Núñez et Chako-Tchamabé., 2022). Pour Atexcac, les flans du 

cratère sont principalement formés par des coulées de lave andésitique/sédiments volcaniques 

et des blocs calcaires provenant eux aussi d’épisodes pré-, syn- et post-maars (Carrasco-Núñez 

et al., 2007). 

 Dans un contexte plus local, les lacs Alchichica et Atexcac se situent à des altitudes 

respectives de ~2326 m et ~2510 m au-dessus du niveau marin et s’étendent sur des surfaces 

relativement petites (1,81 km2 pour Alchichica et 0,29 km2 pour Atexcac ; Lugo et al., 1998). 

Ce sont des lacs profonds en comparaison de la moyenne des lacs mexicains, avec une 

profondeur maximum de ~39 m pour Atexcac et de ~64 m, pour Alchichica (Lugo et al., 1998). 

Ces deux lacs sont situés dans un bassin endoréique (Serdán-Oriental basin ou SOB), c’est-à-

dire un bassin clos où les solutions ne se déversent pas dans une mer/un océan. Ces lacs ne sont 
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alimentés que par les arrivées d’eaux météoriques ainsi que par des entrées d’eaux souterraines 

provenant d’aquifères, et l’eau ne s’échappe du système que par des processus d’évaporation 

(Silva-Aguilera et al., 2022). Par ailleurs, l’évaporation est un phénomène qui s’observe au 

moins à Alchichica, notamment avec une augmentation de la salinité de la solution au cours du 

temps, et une baisse du niveau d’eau visible sur les berges (Alcocer et al., 2022). Plusieurs 

facteurs peuvent expliquer ces observations. Par exemple, les activités agricoles alentours 

pompent l’eau des aquifères qui alimentent le lac. De plus, les lacs Alchichica et à Atexcac sont 

situés dans une zone tempérée semi-aride à cause du relief et de la position perpendiculaire du 

basin par rapport aux vents dominants, avec par exemple à Alchichica une température 

atmosphérique maximum moyenne sur l’année de 21,75 °C (Silva-Aguilera et al., 2022 ; 

Filonov et al., 2022). Le climat du bassin est saisonnier, c’est-à-dire que lors de la mousson 

mexicaine entre mai et octobre la plupart des pluies tombent pendant que la surface des lacs est 

réchauffée, alors qu’en hiver les pluies surviennent surtout lors d’événements de tempête, et 

sinon la saison est sèche (Silva-Aguilera et al., 2022). Cette variation de climat en deux saisons 

a une influence sur la température des masses d’eau des lacs Alchichica et Atexcac. En hiver, 

l’eau de surface est refroidie et entraîne par densité un mélange de la colonne d’eau, alors qu’en 

été et en automne, l’eau de surface est réchauffée et il n’y a pas de mélange de la colonne d’eau. 

Comme nous le reverrons, ces variations saisonnières de températures sont couplées à des 

variations saisonnières du redox de la solution, et influencent par conséquent la disponibilité en 

dioxygène dissous dans la colonne d’eau. 

 Les lacs Alchichica et Atexcac sont étudiés depuis plusieurs années, d’abord parce qu’ils 

contiennent des microbialites, mais aussi pour leur hydrogéologie, hydrochimie et leurs 

diversités d’organismes particulières. Notamment, des campagnes de terrains ont été effectuées 

au moins à partir de 2007, puis en 2012, 2014, 2016, 2018, 2019 et 2022 à l’IMPMC et l’ESE. 

Dans cette thèse, nous avons en particulier regardé les données acquises pendant les deux 

dernières campagnes de terrain en mai 2019 et en octobre 2022 (Fig. 16). 
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Figure 16. 

Photographies des lacs Alchichica et Atexcac et des échantillons de microbialites prélevés en mai 

2019 et en octobre 2022. (a) Vue d’ensemble du lac Alchichica ; (b) Microbialites de surface du lac 

Alchichica, sur lesquelles des marques du niveau d’eau avant évaporation sont visibles ; (c, d, e, f) De 

haut en bas, échantillons prélevés respectivement à 5, 10, 20 et 40 m de profondeur en mai 2019 à 

Alchichica ; (g, h, i, j, k) De haut en bas, échantillons prélevés respectivement en surface, à 1, 20, 30 et 

40 m de profondeur en octobre 2022 à Alchichica ; (l) Vue d’ensemble du lac Atexcac ; (m) 

Microbialites émergées le long d’une paroi verticale du lac Atexcac ; (n, o, p, q) De haut en bas, 

échantillons prélevés respectivement à 5, 10, 15 et 20 m de profondeur en mai 2019 à Atexcac ; (r, s, t, 

u) De haut en bas, échantillons prélevés respectivement en surface, à 10, 20 et 27 m de profondeur en 

octobre 2022 à Atexcac. 
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1.2. Géochimie générale et communautés microbiennes principales des colonnes d’eau 

 des lacs Alchichica et Atexcac 

 Pour donner un aperçu de la chimie globale des colonnes d’eau des lacs Alchichica et 

Atexcac, les profils en fonction de la profondeur de différents paramètres géochimiques qui les 

caractérisent sont donnés dans cette partie introductive. Les profils géochimiques des colonnes 

d’eau des lacs Alchichica et Atexcac ont été mesurés à différentes périodes de l’année. Ils 

représentent des dynamiques de la colonne d’eau qui varient en fonction de la saison (i.e. 

périodes de mélange, périodes de début de stratification, périodes de fin de stratification du lac). 

Dans le cas du lac Alchichica, les données géochimiques en fonction du temps et de la 

profondeur ont déjà été détaillées précisément dans le livre d’Alcocer et al. (2022). Par ailleurs, 

dans tout ce manuscrit, la fraction « dissoute » se réfère à la fraction de diamètre inférieur à 0,2 

µm.  

1.2.1. Concentrations ioniques majeures des colonnes d’eau 

 Les concentrations en espèces chimiques majeures et le pH (~9,2 en moyenne pour 

Alchichica et ~8,8 en moyenne pour Atexcac) ont peu varié entre 2012 et 2022 dans les 

colonnes d’eau d’Alchichica et d’Atexcac. Néanmoins, de légères augmentations de la salinité 

et de l’alcalinité ont été notées au cours du temps, en partie reliées à des phénomènes 

d’évaporation et de pompage de l’eau du lac (Fig. 17). Les lacs Alchichica et Atexcac ont de 

fortes concentrations en DIC et en magnésium (respectivement ~34,9 mM et ~18,6 mM pour 

Alchichica, et ~26,1 mM et ~26,7 mM pour Atexcac), et il a notamment été suggéré que cet 

important réservoir de DIC tamponne l’expression des métabolismes dépendants du redox avec 

l’augmentation de l’alcalinité de ces lacs, qui présentent aussi une salinité élevée (Havas et al., 

2023a, b, Annexes B et C). De plus, Havas et al. (2023a, b) ont montré des concentrations et 

des compositions isotopiques du carbone organique dissous (DOC) élevées et variables dans 

les colonnes d’eau des deux lacs. A Atexcac, les pics de DOC proviennent plutôt du relargage 

dans la colonne d’eau d’un excès de carbone organique fixé par les photosynthèses oxy- et 

anoxygéniques chez les producteurs primaires alors qu’à Alchichica les variations du DOC ont 

plutôt été interprétées comme les résultats de la dégradation de la matière organique puis 

accumulation du DOC dans la partie plus profonde anoxique de la colonne d’eau. Comme 

montré par la distribution de leurs concentrations ioniques dans un diagramme ternaire de Piper, 

ce sont des lacs salins-alcalins (soda-alkaline lakes) dans la classification décrite par Boros et 

Kolpakova (2018) (Fig. 18).  



Matériel d’étude et méthodes 

 

49 
 

Figure 17. 

Variations en fonction de la profondeur de plusieurs paramètres physico-chimiques dans les lacs 

Alchichica et Atexcac en mai 2019 (début de stratification) et en octobre 2022 (fin de 

stratification). Les précisions sont estimées à 5 % pour les mesures des concentrations. (A à L) De haut 

en bas, profils en fonction de la profondeur respectivement du Ca (mM), Mg (mM), DIC (mM), Mg/Ca, 

pH et de la conductivité (µS.cm-1) ; (M à V) De haut en bas, profils en fonction de la profondeur 

respectivement de la salinité (psu), du Na (mM), K (mM), Cl (mM) et S (mM).  
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Figure 18.  

Solutions des colonnes d’eau des lacs Alchichica et Atexcac représentées dans un diagramme de 

Piper. Les solutions ont été prélevées en 2014, 2016, 2019 et 2022 (sauf pour Atexcac dans le 

diagramme ternaire CO3+HCO3-SO4-Cl+NO3 où les données ne sont disponibles que pour 2019 et 

2022). 

1.2.2. Paramètres physico-chimiques majeurs des colonnes d’eau 

 Les lacs Alchichica et Atexcac sont monomictiques (ils se stratifient une fois par an), ce 

qui se traduit par des variations saisonnières de la température, de la concentration en dioxygène 

dissous et d’autres paramètres comme le PAR (Photosynthetic Active Radiation) définissant la 

profondeur jusqu’à laquelle les longueurs d’onde utilisables par la photosynthèse pénètrent dans 

la colonne d’eau. Les stratifications à Alchichica et Atexcac influencent de nombreux autres 

paramètres ; notamment ce sont les variations de profondeur de PAR qui définissent la 

profondeur de la zone du système où la colonne d’eau reçoit encore assez de lumière pour la 

photosynthèse (zone euphotique, dont la profondeur est en général limitée à celle où la colonne 

d’eau reçoit 0,1 à 1 % du PAR de surface). Par exemple, dans le cas du lac Alchichica qui est 

assez transparent (profondeur du disque Secchi entre 3,6 et 10,4 m, Alcocer et al., 2022), la 

zone euphotique varie entre 25 m en période de mélange et 40 m en période de stratification 

(avec un maximum aux mois d’octobre et novembre). La stratification thermale de la colonne 

d’eau conduit à un décalage d’environ 2 °C entre le haut et le bas de la colonne d’eau pour une 

moyenne annuelle de 15,8 °C (Alcocer et al., 2022). Pendant les périodes de stratification de 

2019 et 2022, la concentration en dioxygène dissous a diminué de ~7,18 à 0 mg.L-1 à Alchichica 
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et de ~6,3 à 0 mg.L-1 à Atexcac entre la surface et la profondeur. Ainsi, les courbes de la pO2 

permettent de définir plusieurs zones dans les lacs en fonction de la saison. Par exemple, 

l’oxycline est déterminée ici par la profondeur du point d’inflexion de la courbe de 

concentration du dioxygène dissous, ce qui permet de définir l’épilimnion comme la couche 

d’eau de surface, le métalimnion comme la couche d’eau au niveau de l’oxycline et 

l’hypolimnion comme la couche d’eau de profondeur. Les profils en fonction de la profondeur 

de ces différents paramètres dans la colonne d’eau ont été représentés dans la figure 19. 

Figure 19. 

Variations en fonction de la profondeur de la température (°C), l’O2 dissous (mg.L-1) et l’ORP 

(mV)  dans la colonne d’eau des lacs Alchichica et Atexcac en mai 2019 (début de stratification) et 

en octobre 2022 (fin de stratification). Les précisions sont respectivement estimées à +/- 0.01 °C, +/- 

0.1 mg.L-1 et 1 mV. 
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1.2.3. Concentrations en éléments traces des colonnes d’eau 

Les éléments traces peuvent participer à de nombreux cycles géochimiques et biologiques dans 

la colonne d’eau. Les valeurs des concentrations de ces éléments mesurées en mai 2019 dans 

les lacs Alchichica et Atexcac ont été reportées dans la figure A1. 

1.2.4. Concentrations en nutriments des colonnes d’eau 

 Les lacs Alchichica et Atexcac sont respectivement oligo-mésotrophiques et 

oligotrophiques, c’est-à-dire qu’ils contiennent peu d’éléments nutritifs dans l’ensemble (Fig. 

20). Les activités agricoles autour du lac Alchichica sont néanmoins susceptibles d’affecter les 

cycles de l’azote et du phosphore au cours des années, mais, globalement, les valeurs moyennes 

de concentration en ion ammonium, en phosphore total et chlorophylle a dans la colonne d’eau 

sont respectivement de ~3 µmol.L-1, ~0,2 µmol.L-1 et moins de 5 µg.L-1 (Ramirez-Zierold et 

al., 2022 ; données de l’IMPMC). Des augmentations de la concentration en phosphore dans la 

colonne d’eau profonde et dans une certaine mesure de la concentration en ammonium sont 

notables à Alchichica, possiblement liées à une reminéralisation de la matière organique en 

profondeur (cf Havas et al., 2023). A Atexcac, ces concentrations atteignent 2,5 µmol.L-1, 0,3 

µmol.L-1 et ~0 ,7 µg.L-1 (pour respectivement l’ammonium, le phosphore total et la chorophylle 

a). Un caractère de la colonne d’eau qui distingue les deux lacs est leur concentration moyenne 

en acide orthosilicique : là où, à Alchichica, la colonne d’eau est globalement très pauvre en 

silice avec une concentration qui augmente depuis la surface vers l’interface eau-sédiments au 

fond du lac (en moyenne entre 5 et 19 µmol.L-1 de H4SiO4), à Atexcac, la valeur de 

concentration en H4SiO4 dans la colonne d’eau est beaucoup plus élevée avec une moyenne de 

~1 mmol.L-1. Ici, les concentrations élémentaires et en espèces chimiques dans les colonnes 

d’eau d’Alchichica et d’Atexcac ont été données en moyenne, mais pour la plupart, leurs 

activités sont affectées par la profondeur et par les changements redox saisonniers de l’eau du 

lac. Notamment, les variations entre les différentes périodes de productivité primaire dans la 

colonne d’eau influencent les cycles de l’azote, du phosphore, du carbone, etc. Par exemple, 

des efflorescences (i) de diatomées pendant la période de mélange, ou (ii) de cyanobactéries à 

l’installation de la période de stratification et (iii) de bactéries oxydantes du soufre pendant la 

fin de la période de stratification, sont observées chaque année (Alcocer et al., 2022). 
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Figure 20. 

Variations en fonction de la profondeur de plusieurs paramètres physico-chimique dans la 

colonne d’eau des lacs Alchichica et Atexcac en mai 2019 (début de stratification) et en octobre 

2022 (fin de stratification). Les précisions sont estimées à 5 % pour les mesures des concentrations. (A 

à H) De haut en bas, profils en fonction de la profondeur respectivement du P (mM), NH4
+ (µM), 

Chlorophylle a (µg.L-1), Phycocyanine (µg.L-1) ; (I à N) Turbidité (FTU), Matière organique dissoute 

(RFU), Si (mM). 

1.2.5. Saturation des colonnes d’eau d’Alchichica et Atexcac vis-à-vis des 

carbonates et des silicates 

 Les lacs Alchichica et Atexcac appartiennent à une série de lacs de cratères mexicains 

qui définissent un gradient de salinité-alcalinité induit possiblement par des stades plus ou 

moins poussés d’évaporation (Zeyen et al., 2017). Alchichica et Atexcac sont les représentants 

les plus hauts de ce gradient en termes d’alcalinité-salinité. Par conséquent, Zeyen et al. (2017) 

et Zeyen et al. (2021) ont soumis l’hypothèse d’un seuil d’alcalinité puis de solubilité vis-à-vis 

de la monohydrocalcite nécessaire à la formation des microbialites. De plus, en théorie, le 
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rapport Mg/Ca du dissous contrôle l’identité de la phase minérale carbonatée précipitant dans 

les lacs (Zeyen et al., 2021). Plus généralement, les saturations des solutions vis-à-vis des 

phases minérales permettent de définir si une phase peut précipiter, sachant que cela ne préjuge 

pas en revanche des aspects cinétiques de la précipitation. Une solution peut être favorable 

thermodynamiquement à la précipitation d’une phase minérale, mais cette dernière peut ne pas 

se produire du fait d’une cinétique trop lente. Ici, les saturations des colonnes d’eau des lacs 

Alchichica et Atexcac ont été représentées dans le système des carbonates et le système des 

silicates (Fig. 21). Il apparaît que ces lacs sont très sursaturés vis-à-vis de nombreux carbonates 

de calcium/magnésium et de leurs précurseurs amorphes (amorphous calcium carbonates, 

ACC ; amorphous magnesium carbonates, AMC). Une différence majeure qui distingue les lacs 

Alchichica et Atexcac est la saturation de leur colonne d’eau vis-à-vis des silicates. Là où, à 

Atexcac, le lac est sursaturé vis-à-vis de la sépiolite amorphe et du seuil de nucléation 

homogène des silicates de magnésium (« supercritique ») défini par Tosca et al. (2011), à 

Alchichica, la faible activité en acide orthosilicique ne permet pas la saturation de la colonne 

d’eau vis-à-vis de la sépiolite amorphe. Celle-ci est presque atteinte avant d’arriver à l’interface 

eau-sédiments (Muller et al., 2023). Comme évoqué, de nombreux phénomènes cinétiques 

rentrent en jeu dans ces processus de précipitation, notamment entre le système des carbonates 

et le système des silicates, et il faut donc coupler ces analyses de saturation à une détection 

effective de la précipitation des phases. C’est une approche que nous avons utilisée dans l’étude 

des sédiments prélevés au fond du lac d’Alchichica (Muller et al., 2023, Annexes A). 

L’évolution de la saturation des eaux porales de cette carotte a été mesurée en parallèle d’une 

caractérisation fine des phases minérales de la carotte. Ainsi, il a été démontré que si la colonne 

d’eau du lac est sous-saturée par rapport à la sépiolite amorphe, les eaux porales deviennent très 

vite saturées vis-à-vis de cette phase en-dessous de quelques centimètres de profondeur. Il a été 

proposé que cela était lié à la dissolution des frustules de diatomées, très abondantes dans les 

sédiments, conduisant à des teneurs en acide orthosilicique importantes. En parallèle, il a été 

observé aux profondeurs où la saturation avec la sépiolite amorphe est atteinte la formation de 

silicates de magnésium hydratés mal cristallisés (de type stévensite), parfois en remplacement 

pseudomorphique des diatomées elles-mêmes. Aux plus grandes profondeurs de la carotte 

prélevées (plusieurs dizaines de centimètres), la proportion massique en stévensite peut ainsi 

atteindre plus de 50 %. Il a été proposé que ce processus pouvait tamponner les concentrations 

porales en acide orthosilicique à des valeurs plus faibles que s’il n’avait pas lieu et que cela 

pouvait limiter le relargage du Si vers la colonne d’eau. De plus, ce processus consomme de 

l’alcalinité sans séquestrer de carbone inorganique (sous forme de carbonates). Au final, 
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Alchichica est un site particulièrement intéressant pour étudier ce processus dont il reste à 

mieux évaluer l’ampleur et les déterminants dans le reste du monde. 

Figure 21. 

Représentations des saturations des lacs Alchichica (carrés) et Atexcac (cercles) dans des 

diagrammes de solubilité pour le système des carbonates de calcium (a), des carbonates de 

magnésium (b) et des silicates de magnésium (c). 
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1.2.6. Communautés microbiennes majeures des colonnes d’eau 

 Les compositions des communautés microbiennes des colonnes d’eau des lacs 

Alchichica et Atexcac ont également été caractérisées, notamment par metabarcoding du gène 

de l’ARNr 16S par Iniesto et al. (2022) ou Alcántara-Hernández et al. (2022) (Fig. 22). 

Figure 22.  

Histogrammes montrant la diversité et l’abondance relative des phylums et classes dominantes 

des procaryotes (archées, bactéries) des communautés microbiennes de la colonne d’eau des lacs 

Alchichica et Atexcac en janvier 2012 et en mai 2014 sur la fraction planctonique comprise entre 

0,2 et 5 µm. (A) Abondance relative d’OTUs (operational taxonomic units ; déterminée par la fréquence 

de séquence de ces OTUs) classées dans des clades de haut rang taxonomique. B, diversité d’OTUs 

(nombre d’OTUs différentes) classées phylogénétiquement. Figure modifiée de Iniesto et al. (2022). 

 De manière générale, ce sont les bactéries qui dominent les communautés planctoniques 

des lacs Alchichica et Atexcac. Le phylum cyanobacteria est notamment présent, mais son 

abondance varie en fonction des saisons. Par exemple, les pics principaux des cyanobactéries 

ont été observés dans la colonne d’eau de surface à la fin du printemps à Alchichica (près de 70 

% des séquences procaryotes de 2014 analysées par Iniesto et al., 2022), ce qui corrobore les 

efflorescences déjà notées à cette période. A Atexcac, ces fluctuations ont été observées à la 

fois en hiver et en été, et reliées également à des efflorescences au moins en début de la période 

de stratification de la colonne d’eau. Ces cyanobactéries sont surtout filamenteuses, avec une 

dominance de Nodularia spp. (Nostocaceae) à Alchichica mais aussi de Microcystis à Atexcac 

lors de l’efflorescence de printemps (Iniesto et al., 2022). Dans les deux lacs, les 

Actinobactéries, Bacteroidetes, Planctomycetes et Verrucomicrobiota sont des groupes 

relativement abondants en été et en hiver, et font également des efflorescences de bactéries 
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hétérotrophes (Iniesto et al., 2022). En particulier, les colonnes d’eau des lacs Alchichica et 

Atexcac sont enrichies en Actinobactéries comme des Nitriliruptoraceae qui sont, de manière 

cohérente, plutôt acclimatée à des solutions saline-alcalines (Iniesto et al., 2022). Enfin, les 

protéobactéries sont très largement représentées dans les colonnes d’eau des lacs Alchichica et 

Atexcac en termes d’abondance mais aussi de diversité taxonomique, avec une dominance par 

les gammaprotéobactéries. L’abondance de ces dernières fluctue en fonction des saisons, avec 

un maximum à partir de la fin de la période de stratification et pendant l’hiver (Iniesto et al., 

2022). Cette distribution saisonnière a été mise en relation avec le fait que de nombreuses 

familles des protéobactéries identifiées sont des phototrophes anoxygéniques (par exemple 

Rhodobacteraceae pour les alphaprotéobactéries ou Chromatiaceae pour les 

gammaprotéobactéries) (Iniesto et al., 2022). De plus, une forte présence de 

gammaprotéobactéries chimiolithoautotrophes (Thiomicrospiraceae) capables d’oxyder les 

sulfures (ce qui conduit notamment à la formation d’inclusions intracellulaires de soufre 

élémentaire) a été mise en évidence dans les colonnes d’eau profondes d’Alchichica et 

d’Atexcac, non seulement avec les données de métabarcoding du gène de l’ARNr16S du 

plancton mais aussi par nous-mêmes par des observations au MEB d’échantillons prélevés en 

2022 (Fig. 23). 

Figure 23. 
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Bactéries oxydantes du soufre dans la colonne d'eau du lac Alchichica pendant la période de fin 

de stratification en octobre 2022. (a) Image MEB en électrons rétrodiffusés de cellules contenant des 

inclusions de soufre élémentaire intracellulaire (flèche blanche) ; (b) Carte élémentaire du soufre en 

EDXS de l'image a ; (c) Spectre EDXS de l'image a ; (d) Image MEB en électrons rétrodiffusés montrant 

des bactéries avec des inclusions de soufre élémentaire intracellulaire (flèches blanches) ; (e) Filtres 

quartz de 0,2 µm sur lesquels des échantillons de la colonne d'eau du lac Alchichica ont été filtrés en 

octobre 2022 entre 10 et 50,5 m, présentant différentes couleurs en fonction de la profondeur. 

 De manière générale, la diversité microbienne planctonique a été reliée à la salinité et à 

l’alcalinité des lacs de la TMVB (Iniesto et al., 2022). Plus précisément dans les lacs Alchichica 

et Atexcac, il existe des fluctuations entre l’hiver et l’été dans l’abondance des différentes 

communautés microbiennes planctoniques, ce qui suggère des acclimatations saisonnières aux 

changements redox de la colonne d’eau, mais aussi en fonction des cycles jour-nuits. 

1.3. Minéralogie et écologie microbienne générales des microbialites des lacs 

 Alchichica et Atexcac 

 En parallèle de la chimie des colonnes d’eau et de la diversité microbienne des 

communautés planctoniques, on s’intéresse dans ces lacs aux roches carbonatées qui s’y 

forment, les microbialites. Là encore, la chimie et la minéralogie des microbialites ont été 

étudiées ainsi que la diversité des communautés microbiennes associées aux microbialites. 

1.3.1. Phases minérales retrouvées dans les microbialites d’Alchichica et 

Atexcac 

 Les microbialites peu profondes (entre 0 et 15 m) d’Alchichica et d’Atexcac sont 

principalement constituées de phases carbonatées et parfois silicatées (dans le cas d’Atexcac) 

(Fig. 24). A Alchichica, les phases dominantes sont l’aragonite (CaCO3) et l’hydromagnésite 

(Mg5(CO3)4.(OH)2.4H2O). L’aragonite se forme surtout en surface des microbialites, en contact 

avec des amas de cellules microbiennes. Notamment, les cellules d’un ordre spécifique de 

cyanobactéries, les Pleurocapsales (et également dans une moindre mesure les Chroococcales), 

semblent associées préférentiellement à l’aragonite (Gérard et al., 2013). A Atexcac, les phases 

dominantes sont l’aragonite et des silicates de magnésium (kérolite, Mg3Si4O10(OH)2·nH2O, 

et/ou stévensite). D’autres phases minérales minoritaires ont également été détectées dans les 

microbialites des deux lacs. A Alchichica, des hydroxydes lamellaires doubles (Lamellar 

Double Hydroxydes, LDH) comme la pyroaurite (Mg6Fe2(OH)16[CO3] 4H2O) et l’iowaite 

(Mg6Fe2(OH)16Cl2.4H2O) contiennent du fer et se localisent préférentiellement à l’interface 

entre l’aragonite et l’hydromagnésite (Zeyen et al., 2019). Il a été proposé que la présence de 
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ces phases retrouvées dans des microbialites de surface à l’ouest du lac sont le produit de 

résurgences locales de solutions souterraines riches en fer à partir du substratum volcanique 

(Zeyen et al., 2019). Dans les microbialites d’Atexcac, la kérolite préserve très bien les 

microfossiles de cyanobactéries et de diatomées, entre autres, et il a été proposé que cette phase 

authigène peu cristalline puisse avoir un fort potentiel de fossilisation sur les microbialites 

(Zeyen et al., 2015). En revanche, à Alchichica, les reliquats de formes biogéniques sont en 

majorité contenus dans l’aragonite et sont beaucoup moins bien préservés. Quelques 

occurrences de calcite et d’hydromagnésite ont également été détectées dans les microbialites 

du lac Atexcac (Chagas et al., 2016). De plus, dans les deux lacs, les microbialites contiennent 

plus ou moins de phases détritiques comme de l’anorthite, de l’albite et/ou des pyroxènes, 

porteurs d’aluminium, de silice et de fer. 

Figure 24. 

Phases minérales principales des microbialites d’Alchichica et d’Atexcac. (a) Vue d’ensemble d’une 

coupe d’un échantillon de 10 m de profondeur à Alchichica prélevé en 2022, avec une dominance de 

l’hydromagnésite sur les autres phases minérales ; (b) Lame mince de l’échantillon présenté dans 

l’image a ; (c) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’un zone d’une microbialite de 10 m de 

profondeur prélevée en 2019 montrant l’aragonite sur la surface de la microbialite et l’hydromagnésite 

au cœur ; (d) Vue d’ensemble d’une coupe d’un échantillon de 20 m de profondeur à Atexcac prélevé 

en 2022, montrant des phases d’aragonite et d’hydromagnésite ; (e) Lame mince de l’échantillon 

présenté dans l’image d ; (f) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’une zone d’une microbialite de 20 

m de profondeur prélevée en 2019 montrant un mélange entre de l’aragonite et des silicates de 

magnésium. 
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1.3.2. Composition des communautés microbiennes des microbialites 

d’Alchichica et Atexcac 

 La composition des communautés microbiennes des microbialites des lacs Alchichica 

et Atexcac a été évaluée par métabarcoding du gène d’ARNr 16S/18S et par métagénomique 

(pour Alchichica) dans plusieurs études (Fig. 25a, -b). A Alchichica notamment, l’étude des 

gènes codant pour l’ARN ribosomique 16S dans les métagénomes de microbialites d’un 

transect de 1 à 15 m de profondeur a montré que les communautés microbiennes des 

microbialites sont principalement composées de bactéries très diverses, à dominance 

hétérotrophe, avec des variations d’abondances en fonction de la localisation et de la profondeur 

(Fig. 25c, Saghaï et al., 2015). Parmi les bactéries, les protéobactéries (gammaprotéobactéries 

et alphaprotéobactéries) et les Bacteroidetes dominent en abondance, avec également une forte 

abondance en général des Planctomycetes, Actinobactéries, Firmicutes, Verrucomicrobia. Les 

Pleurocapsales, largement impliquées dans la carbonatation des microbialites (Gérard et al., 

2013) sont apparues de plus en plus abondantes en profondeur avec les Chroococcales, alors 

qu’en surface des Nostocales associées à des Synechococcales filamenteuses dominent (Saghaï 

et al., 2015 ; Águila et al., 2021). De manière intéressante, c’est dans des microbialites actuelles 

d’Alchichica que des bactéries produisant des carbonates intracellulaires (Gloeomargarita 

lithophora) ont été découvertes (Couradeau et al., 2012). A Atexcac, le séquençage de l’ADNr 

16S a montré que la diversité des communautés microbiennes procaryotes des microbialites est 

portée majoritairement par les protéobactéries et les Planctomycetes (Iniesto et al., 2021). Les 

abondances relatives des bactéries varient également avec la localisation des microbialites mais, 

dans l’ensemble, les cyanobactéries suivies des Planctomycetes, Chloroflexi et 

alphaprotéobactéries constituent les membres majoritaires des communautés microbiennes 

(Iniesto et al., 2021). De manière plus générale, une estimation globale de la composition 

microbienne des microbialites des lacs mexicains de la TMVB, incluant Alchichica et Atexcac, 

a montré que ces dernières ont en commun un groupe restreint de 247 OTUs, et les auteurs ont 

suggéré un rôle majeur de ce cœur microbien dans la formation des microbialites de cette zone 

(Iniesto et al., 2021). 
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Figure 25.  

Communautés microbiennes associées aux microbialites d’Alchichica et d’Atexcac en janvier 

2012. (a, b) Abondances relatives (a, nombre de séquences) vs. diversités relatives (b, nombre d’OTUs) 

des communautés microbiennes présentes dans les échantillons d’Atexcac et d’Alchichica en janvier 

2012 (Iniesto et al., 2021) ; (c) Histogrammes des abondances relatives des communautés microbiennes 

des microbialites d’Alchichica associés aux images des échantillons de microbialites sur lesquels les 

communautés ont été prélevées (Saghaï et al., 2015). Figure modifiée de Iniesto et al. (2021) et Saghaï 

et al. (2015). 

1.4. Echantillonnage de microbialites de la zone profonde dans les lacs Alchichica et 

Atexcac 

 Dans les lacs Alchichica et Atexcac, il a été découvert récemment que des microbialites 

sont présentes à des profondeurs relativement élevées. Actuellement, et à notre connaissance, 

les microbialites les plus profondes ont été échantillonnées à 40 m dans le lac Alchichica et à 

27 m dans le lac Atexcac. Lors des campagnes de terrains de 2019 et de 2022, nous avons fait 



Matériel d’étude et méthodes 

 

62 
 

appel à des plongeurs pour collecter ces échantillons de microbialites qui constituent les objets 

d’étude principaux de cette thèse (cf Fig. 26). 

Figure 26. 

Prélèvement d’un échantillon de microbialite dans le lac Atexcac en mai 2019. 

1.5. Evaluation de la croissance des microbialites des lacs Alchichica et Atexcac  

 Il est difficile d’évaluer si des microbialites sont en croissance ou non au temps de 

l’échantillonnage. Plusieurs critères indirects sont couramment utilisés, comme la pigmentation 

des biofilms ou une géochimie des solutions permettant la précipitation des carbonates. Dans 

les lacs Alchichica comme Atexcac, bien que les tapis microbiens ne soient pas de la même 

couleur en fonction de la profondeur et de l’année d’échantillonnage, ils présentaient tous une 

pigmentation à leur sortie de l’eau lors des campagnes de terrain de 2019 et de 2022. De plus, 

à toutes les profondeurs dans les deux colonnes d’eau, la solution est sursaturée vis-à-vis des 

carbonates de calcium/magnésium amorphes. Ces deux observations suggèrent que les 

microbialites de surface comme les microbialites de profondeur sont en croissance dans les lacs 

Alchichica et Atexcac. Pour évaluer cette croissance, ainsi que les communautés microbiennes 

et carbonates susceptibles de se former dans la colonne d’eau, différentes expériences de 

formation des microbialites ont été menées. Par exemple, il a été montré que les microbialites 

croissent rapidement dans des conditions de surface de ces deux lacs (~0,6 mm par an ; les 

nouvelles microbialites formées contiennent de l’hydromagnésite et de l’aragonite) (Iniesto et 
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al., 2021). De plus, des basaltes ne présentant aucun encroûtement ont été placés dans la colonne 

d’eau du lac Alchichica à 10, 20 et 40 m de profondeur lors de la campagne de terrain de 2022. 

Ils n’ont pas encore été échantillonnés, mais leur analyse au bout de deux ans dans la colonne 

d’eau pourra donner une idée sur la vitesse et le type de croissance des microbialites de 

profondeur. 
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2. Méthodes 

 L’étude des assemblages biofilms-phases minérales, notamment dans les microbialites, 

nécessite l’utilisation de nombreuses techniques. J’ai participé à l’écriture d’un chapitre de livre 

publié dans Methods in Microbiology, intitulé « Micro- and nanoscale techniques for studying 

biofilm-mineral interactions » (Stigliano et al., 2023, Annexes D) qui a livré une description 

d’une partie de cette diversité de méthodes spécifiquement appliquées aux études des 

interactions minéral-vivants. Nous avons entre autres passé en revue l’application à cette 

thématique des microscopies optiques (OCT et CLSM), électroniques (SEM, TEM, FIB), la 

microscopie à force atomique (AFM), l’interférométrie à balayage vertical (VSI) et les 

spectroscopies vibrationnelles et à rayons X. Par ailleurs, dans la liste qui suit des méthodes 

utilisées au cours de la thèse, plusieurs parties ont été faites avec la collaboration de différentes 

personnes. 

2.1. Echantillonnage des microbialites et des solutions in situ 

2.1.1. Microbialites 

 Les microbialites analysées sont issues de plusieurs campagnes d’échantillonnages. 

Celles sur lesquelles nous nous sommes focalisés proviennent des campagnes de terrain de mai 

2019 et d’octobre 2022. Ces deux séries d’échantillonnages sont tombées toutes les deux 

pendant la période de stratification de la colonne d’eau, mais une série a eu lieu en début de 

stratification (mai 2019) et l’autre en fin de stratification (octobre 2022) (cf Fig. 16). Dans les 

deux cas, des microbialites ont été prélevées sur un transect en profondeur sur les côtés nord et 

ouest des lacs Alchichica et Atexcac. Les microbialites ont toutes été prélevées par des 

plongeurs, notamment celles provenant des plus grandes profondeurs. 

 En 2019, des microbialites de quatre profondeurs différentes ont été 

échantillonnées pour Alchichica : 5, 10, 20 et 40 m, et quatre aussi pour Atexcac : 10, 16, 23 et 

30 m. En 2022, les microbialites de cinq profondeurs ont été échantillonnées par les plongeurs : 

3, 10, 20, 30 et 40 m pour Alchichica et trois profondeurs pour Atexcac : 10, 20 et 27 m (Fig. 

16). La colonne d’eau était anoxique en-dessous de 20 m de profondeur en 2019 et en-dessous 

de 36 m de profondeur en 2022 à Alchichica. A Atexcac, la colonne d’eau était anoxique en-

dessous de 20 m de profondeur en 2019 et en-dessous de 23 m de profondeur en 2022 (Fig. 19). 

Toutes ces microbialites prélevées dans la colonne d’eau ont été supposées vivantes au moment 
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de l’échantillonnage puisque les cellules associées à la surface des microbialites étaient 

fortement colorées (au moins en 2019). Au total, la campagne de terrain de 2022 a conduit à la 

production de 708 échantillons (en comptant tous les types d’échantillons générés). Sur le 

terrain, une partie des microbialites extraites de la colonne d’eau ont été séchées à l’air puis 

mises dans des sacs d’échantillonnage. A leur arrivée au laboratoire, elles étaient encore 

humides donc elles ont été ressorties à l’air libre et ont fini de sécher. Les microbialites 

provenant des profondeurs anoxiques lors de leur échantillonnage sur le terrain (c’est-à-dire 20 

et 40 m en 2019, ~30 et 40 m de profondeur en 2022 pour Alchichica et 23 et 30 m en 2019, 27 

m de profondeur en 2022 pour Atexcac) ont été remontées et séchées comme les autres à l’air 

libre. Des fragments de microbialites de toutes ces profondeurs ont été également fixés in situ 

immédiatement après collecte dans l’éthanol grade moléculaire (>80 % final) pour des analyses 

moléculaires de diversité microbienne. De retour au laboratoire, ces échantillons ont été 

conservés à -20 °C. 

2.1.2. Solutions 

Récupération des solutions dans la colonne d’eau 

 Des échantillons de la colonne d’eau ont été prélevés sur des transects en profondeur au 

milieu du lac à Alchichica et à Atexcac. Pour cela, une bouteille Niskin a été plongée dans l’eau 

depuis un bateau. La profondeur d’échantillonnage a été évaluée en utilisant des marques 

ajoutées sur la corde tous les mètres et vérifiée avec une montre de plongée attachée à la 

bouteille. En tout, en 2019, 13 échantillons ont été prélevés à Alchichica et 5 à Atexcac. En 

2022, 11 échantillons ont été prélevés à Alchichica et 9 à Atexcac. 

Données de sondes in situ sur les colonnes d’eau 

 Les mesures de profils de température (+/- 0,01 °C), de pH (+/- 0,1 unité de pH), d'O2 

(+/- 0,1 mg.L-1), de conductivité (0,001 mS.cm-1), d’ORP (oxidation reduction potential, +/- 20 

mV), de turbidité (+/- 2 % en FTU, formazine turbifity unit), de concentrations en chlorophylle 

a (+/- 0,01 µg.L-1) et en phycocyanine (+/- 0,01 µg.L-1) en profondeur ont été réalisées in situ à 

l'aide d'une sonde multiparamètres YSI Exo2. 

Préparation des échantillons sur le terrain 

 Des échantillons ont été préparés directement sur le terrain en vue d’analyses en 

laboratoire. Notamment, les échantillons d'eau ont été filtrés quelques heures après leur collecte 
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à travers des filtres en polyéthersulfone (PES) de 0,2 μm et conservés dans des tubes stériles 

pour les analyses chimiques des solutions. Pour chaque profondeur, 6 ml d'eau filtrée ont été 

acidifiés avec de l'acide nitrique à 2 % pour l'analyse des cations. Le reste n'a pas été acidifié et 

a été utilisé pour les analyses des principaux anions. Pour les mesures du carbone inorganique 

dissous (DIC), des tubes Exetainer de 12 ml ont été remplis à ras-bord de solutions filtrées. Des 

échantillons de la colonne d’eau ont également été passés à travers un sweenex, ce qui a permis 

de récupérer la fraction particulaire sur des filtres de 0,2 µm. Ces filtres ont ensuite été posés 

sur des scotch carbone double-face préalablement collés sur des plots MEB. Ces préparations 

ont été faites pour chaque échantillon des colonnes d’Atexcac et d’Alchichica. De plus, afin 

d’analyser le plancton des colonnes d’eau d’Alchichica et Atexcac, cinq litres d’eau environ 

par profondeur ont été filtrés à l’aide d’une pompe péristaltique et récupérés sur un filtre isopore 

de 0,2 µm. Ensuite, les filtres ont été pliés en quatre et mis dans des cryotubes. Pour fixer les 

échantillons de biomasse planctonique, les tubes ont été remplis d’éthanol grade moléculaire 

(>80% final). Ces manipulations ont également été faites pour le lac La Preciosa afin d’analyser 

le plancton de la colonne d’eau et la fraction particulaire sur les filtres. 

2.2. Analyses minéralogiques 

2.2.1. Analyses en bulk 

 Les échantillons de microbialites ont d’abord tous été coupés à la scie sous un filet d’eau 

en plus petits morceaux afin de faciliter les préparations qui suivaient. Un échantillon de chaque 

profondeur a ensuite été broyé dans un mortier en agate. 

Analyses chimiques au SARM 

 Entre 1,5 et 2 g de poudre ont été analysés par le Service d'Analyse des Roches et 

Minéraux (SARM, Centre de Recherches Pétrographiques et Géochimiques, Nancy, France) 

pour la composition chimique bulk en éléments majeurs et mineurs. Les analyses des éléments 

majeurs ont été effectuées par ICP-AES sur un ICap 6500 (Thermo Fischer) après fusion 

alcaline des échantillons de roche suivie d'une dissolution dans HNO3. Les incertitudes se 

situent entre 2 % et 25 % pour les mesures des éléments majeurs et entre 5 et 20 % pour les 

mesures des éléments mineurs, en fonction de leurs concentrations. Les analyses bulk du 

carbone organique ont été réalisées après décarbonatation par H2O + HCl à 2 %, à l'aide de 

l'analyseur élémentaire carbone-soufre du SARM (HORIBA EMIA320V2). Les analyses bulk 
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du carbone total ont été effectuées sur le même analyseur en utilisant une autre partie de 

l'échantillon, mais sans l'étape de décarbonatation. 

Préparation des lames minces 

 Certains des échantillons de microbialites coupés à la scie ont été envoyés au laboratoire 

Bourgogne Lithologie de Dijon afin de préparer des lames minces de ~30 µm d’épaisseur. En 

2019, des lames ont été préparées sur des microbialites de 5, 10 (x2), 20 et 40 m de profondeur 

pour Alchichica et de 15 et 20 m de profondeur pour Atexcac. En 2022, les lames ont été 

préparées sur des échantillons de 3, 10, 20, 30 et 40 (x2) m de profondeur pour Alchichica et 

10, 20 et 27 m de profondeur pour Atexcac. Les échantillons ont été imprégnés dans de la résine 

LR-white avant d’être coupés puis polis. 

Préparation de sections polies pour le MEB  

 Pour les observations au MEB, des sections polies épaisses (~2 à 7 mm d’épaisseur) ont 

été préparées à partir d'échantillons non imprégnés par de la résine. Ces sections épaisses ont 

été polies à l’aide une polisseuse mécanique EM TXP en utilisant successivement des papiers 

abrasifs de 15,3, 9, 3, 2 puis 0,5 µm sous un filet d'eau milli-Q. Les sections polies ont ensuite 

été rincées dans des bains à ultrasons avec de l'eau milli-Q. Certains échantillons des 

microbialites de surface qui étaient très friables ont été enrésinés suivant le protocole fourni 

dans le kit AGAR 100 RESIN KIT (R1031, résine epoxy). Les sections polies obtenues ont 

toutes été collées sur des plots MEB à l’aide de scotch carbone double face, avant d’être 

métallisées au carbone. 

Préparation des échantillons de microbialites avec séchage au point critique   

 Afin d’observer au MEB une structure des tapis microbiens des microbialites la mieux 

conservée possible, des échantillons prélevés à la surface des microbialites du lac Alchichica 

provenant de la mission de terrain de 2022 ont été séchés par contournement du point critique 

(CPD) sur un Leica EM-CPD-300 avant d’être préparés pour les observations au MEB. Le 

principe de cette méthode est de sécher l’échantillon, donc de remplacer le liquide par du gaz, 

en contournant le point critique du CO2 afin de ne pas franchir la transition liquide-gaz (eau-

air) qui du fait de fortes tensions de surface peut endommager les structures biologiques 

notamment (Fig. 27). Pour cela, les échantillons ont d’abord été trempés successivement dans 

des bains d’éthanol de plus en plus concentrés (30, 50, 70, 96 puis 100 %). Pour chaque bain, 
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les échantillons sont restés environ 10 min sur une plaque d’agitation à 125 rpm. Une fois le 

dernier bain passé, c’est-à-dire lorsque le liquide dans les échantillons est de l’éthanol 100 %, 

les échantillons sont déposés dans le support dans le portoir du CPD. La chambre contenant le 

portoir a ensuite été remplie aux trois quarts par de l’éthanol pur puis fermée. Une fois la 

bouteille de CO2 ouverte, les paramètres d’échange avec le CO2 ont été définis selon un 

programme contenant 20 cycles. Enfin, les échantillons ont été collés sur des plots MEB à l’aide 

d’un scotch carbone avant leur métallisation. 

Figure 27. 

Exemples d’images MEB en Inlens (basse tension) de séchage par contournement du point critique 

de biofilms provenant d’aquarium en laboratoire dans lesquels ont été incubées des microbialites 

(a à f). 

Métallisation des échantillons destinés aux observations MEB 

 Tous les échantillons qui ont été observés au MEB, peu conducteurs, ont été métallisés 

au carbone dans un Leica EM-SCD-500 afin de réduire l’accumulation des électrons à leur 

surface, c’est-à-dire la charge. Les plots MEB avec les échantillons ont été placés dans une 

cloche surmontée par une tête d’évaporation. La tête d’évaporation contenait deux électrodes 

entre lesquelles une tresse de carbone avait été fixée préalablement, protégée par un cache 

amovible. Une fois les électrodes branchées, la mise en place du vide a été lancée jusqu’à 

atteindre 2.10-4 Torr, puis un courant de 2,5 A a été appliqué entre les électrodes. Après 

ouverture du cache, le carbone a été déposé, puis le métalliseur a été éteint. 
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FTIR 

 La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier permet d’identifier des 

composants dans un échantillon en donnant leurs empreintes spectrales vibrationnelles 

(caractérisées par des absorptions/transmissions spécifiques des rayons infrarouges) sous 

formes de spectres. Classiquement, deux méthodes peuvent être utilisées : la réflexion totale 

atténuée (attenuated total reflectance, ATR) et la transmission. En ATR, le faisceau de rayons 

infrarouges est reflété en interne dans un cristal à fort indice de réfraction avec une absorption 

quasi-nulle (par exemple ici un diamant). Lorsque le cristal est en contact avec l’échantillon, 

chaque réflexion permet la production d’une onde évanescente dont l’énergie est 

modifiée/atténuée de manière spécifique par l’échantillon. Cette technique ne nécessite pas de 

préparation ni de grandes quantités d’échantillon et est indépendante de l’épaisseur, elle est 

donc très rapide. En transmission, on obtient des informations spectrales qualitatives sur une 

gamme de 400 à 4000 cm-1. Néanmoins, elle nécessite une préparation de l’échantillon. Dans 

la thèse, c’est surtout la technique par transmission qui a été utilisée, en préparant des pastilles 

de KBr contenant les échantillons en poudre. Ces pastilles ont été faites avec ~250 mg de KBr 

pour 1,5 à 2 mg d'échantillon, le tout broyé dans un mortier en agate. Le mélange obtenu a été 

pressé deux fois de suite sous 8 tonnes pendant une minute. Puis, les pastilles ont été placées 

dans une étuve à 120 °C pendant 12 à 24 h. Juste avant de les mettre dans le spectromètre, les 

pastilles ont été de nouveau pressées sous 8 tonnes pendant une minute deux fois de suite. Les 

spectres en transmission et en ATR ont été enregistrés entre 400 et 4000 cm-1 avec un 

spectromètre Nicolet 6700 (ThermoFisher) à l’IMPMC. A chaque série d’échantillons analysée 

en FTIR, des mesures du « background » ont été faites et enlevées du spectre selon l’équation 

A=-log(I/I0) avec A l’absorbance, I l’intensité du faisceau après passage de l’échantillon et I0 

l’intensité du faisceau incident (correspondant au background). Des spectres de contrôle du KBr 

pur ont été produits à chaque fois sur le KBr utilisé pour faire les pastilles et ont été soustraits 

des spectres des échantillons. De plus, des spectres de l’air ambiant ont été obtenus en ouvrant 

le couvercle du spectromètre et ont été soustraits des spectres des échantillons (avec une 

pondération par un coefficient) lorsque les bandes correspondant à l’eau et au CO2 étaient 

visibles. Par la suite, les indexations des bandes et les normalisations des spectres ont été 

analysées sur le logiciel Spectragryph. 
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DRX 

 La diffraction des rayons X permet de caractériser les phases cristallines et la structure 

de ces phases dans un échantillon en poudre. C’est une technique non-destructive qui peut être 

(semi)quantitative lorsqu’on y applique la méthode Rietveld par exemple. L’échantillon est 

exposé à des rayons X qui sont diffusés lorsqu’ils atteignent les nuages électroniques des plans 

réticulaires spécifiques des réseaux cristallins présents. Ces rayons X interfèrent entre eux 

(diffraction, avec des interférences constructives ou destructives) dans certaines directions, ce 

qui modifie leur intensité. L’intensité des rayons X est récoltée sur une gamme choisie d’angles 

entre l’échantillon et le faisceau incident (en 2θ), ce qui permet de remonter à la nature des 

phases cristallines présentes dans l’échantillon. Ici, les mesures ont été effectuées sur des 

échantillons en poudre à l'aide d'un diffractomètre Panalytical X'Pert Pro MPD équipé d'une 

anode au cobalt (Co-Kα) à l’IMPMC. Les gammes choisies étaient en général comprises entre 

5 et 100° (2θ [Co, Kα1, 2]) avec un mode de balayage continu. Les acquisitions de données ont 

été réalisées à 45 kV, 40 mA, avec des pas de 0,008°/s et un temps de comptage total de ~4h à 

~8h par échantillon. Ensuite, les diffractogrammes de chaque échantillon ont été analysés à 

l'aide du logiciel QualX, permettant la soustraction du bruit de fond, la recherche de pics et la 

comparaison avec les diffractogrammes DRX de phases minérales de référence de la base de 

données COD (Crystallography Open Database). 

2.2.2. Analyses en microscopie 

Optique 

 Toutes les lames minces des échantillons de microbialites ont été analysées à l'aide d'un 

microscope optique Leica DM2500P à l’IMPMC avec des objectifs x5 à x40, en lumière 

polarisée non analysée et/ou en lumière polarisée analysée. 

XRF 

 La spectrométrie de fluorescence des rayons X permet d’avoir accès à la composition 

chimique des échantillons pour les éléments plus lourds (ou aussi lourd) que le carbone. 

L’échantillon exposé aux rayons X émet en retour des photons X dont l’énergie est spécifique 

des éléments présents. Notamment, cette technique génère des cartographies élémentaires sur 

des surfaces planes comme des lames minces ou des talons de lames minces ; c’est ce qui a été 

utilisé ici. Dans l’ensemble, des zones de ~4 x 2,5 cm2 choisies dans les lames minces de 
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microbialites ont été scannées avec un spectromètre µXRF Bruker M4 Tornado au Laboratoire 

Géosciences Océan à Brest et à Biogéosciences à Dijon. Des cartes élémentaires des éléments 

majeurs et traces ont été obtenues pour trois lames minces des échantillons de 2022 et une lame 

mince de l'échantillon de 40 m de profondeur collecté en 2019. Les mesures ont été réalisées 

sous un vide de 20 mbar, en utilisant une énergie d'excitation des rayons X de 50 kV et un 

courant de 600 ou 270 µA à Brest et Dijon, respectivement. Les cartes élémentaires mesurent 

jusqu'à 2000 x 1500 pixels et ont été acquises pendant 4,5 heures, avec une taille de spot de 20 

ou 25 µm et un temps d'arrêt de 5 ou 10 ms par pixel à Brest et à Dijon, respectivement. 

MEB 

 La microscopie électronique à balayage permet d’obtenir des images de la surface d’un 

échantillon en haute résolution (jusqu’à ~1,5 nm, due à l’utilisation d’un faisceau d’électrons 

dont la longueur d’onde est plus faible que celle des photons). Celui qui a été utilisé dans cette 

thèse est un Zeiss Ultra 55 sous un vide poussé (au minimum 1,5.10-5 Torr dans la chambre 

d’analyse) à l’IMPMC. L’échantillon est exposé à un faisceau primaire d’électrons (fournis par 

un canon à émission de champ FEG-Schottky) accélérés à une énergie donnée (ici les tensions 

d’accélération utilisées variaient entre 1 et 15 keV). Plusieurs interactions ont lieu entre les 

électrons et la matière de l’échantillon, dont les signaux donnent des informations différentes 

et sont récoltés par des détecteurs spécifiques. L’intensité des électrons secondaires, de faible 

énergie, a été récoltée par un détecteur Everhart Thornley ou en basse tension par un détecteur 

annulaire et a permis d’imager la topographie des échantillons. L’intensité des électrons 

rétrodiffusés a été récoltée par un détecteur 4 quadrants et renvoie un contraste différent en 

fonction de la densité électronique de la matière éclairée par le faisceau primaire. De plus, des 

rayons X sont émis lors de l’interaction entre les atomes de l’échantillon et les électrons 

incidents. Leur intensité, caractéristique de l’élément, est transmise à un microanalyseur EDS 

QUANTAX et, par spectrométrie des rayons X à dispersion d’énergie (EDXS), le spectre 

obtenu permet de remonter à la chimie élémentaire de la zone ciblée dans l’échantillon. Ces 

différents signaux sont émis simultanément mais leur détection n’a pas été faite en même temps 

pour tous. Par exemple, les analyses élémentaires par EDXS ont été faites dans des conditions 

précises, en l’occurrence ici avec une tension d’accélération de 15 keV, une distance de travail 

de 7,5 mm et une ouverture de 60 µm en « high current ». Dans la thèse, une à plusieurs sections 

épaisses polies et non enrésinées pour chaque échantillon de microbialite ont été analysées au 

MEB. Plusieurs cartes élémentaires EDXS ont été semi-quantifiées via le logiciel ESPRIT 

(Brucker) selon la méthode Pb-ZAF (Pouchou et Pichoir, 1991). 
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 Pour une lame mince sur laquelle nous voulions précisément déterminer la répartition 

spatiale des différentes phases minérales, nous avons utilisé un MEB environnemental du site 

Buffon permettant de ne pas métalliser la surface de la lame mince (Fig. 28). 

Figure 28. 

Exemple d’une identification de phases sur une lame mince par l’utilisation de MEB 

environnemental, donc sans métallisation. (a) Image en microscopie optique dur une lame mince 

d’une microbialite prélevée en 2019 à 40 m de profondeur à Alchichica ; (b) Image en MEB 

environnemental en électrons rétrodiffusés sur un transect de la lame mince montrée sur l’image a où 

plusieurs phases ont été identifiées par les différents contrastes. 

FIB 

 Le FIB (Focused Ion Beam) permet d’obtenir des coupes ultrafines de l’échantillon avec 

une localisation submicrométrique, afin de pouvoir les observer en microscopie électronique à 

transmission, grâce à l’utilisation d’un faisceau d’ions. Dans la thèse, deux coupes ultrafines 

ont été découpées par FIB dans un échantillon de microbialite de 40 m de profondeur prélevé 

en 2022. Le découpage par FIB a été réalisé avec un Zeiss Crossbeam Neon40 à l’IMPMC. La 

procédure d'extraction a été suivie comme décrit par Debrie et al. (2022). Une bande de platine 

(3 µm x 20 µm, 2 µm d'épaisseur) a d'abord été déposée sur la région d'intérêt. Ensuite, un 

faisceau de Ga+ de 30 keV fonctionnant à environ 5 nA a été utilisé pour la coupe initiale, 

produisant dans un premier temps une excavation grossière des deux côtés de la zone d’intérêt 

de l’échantillon. L’intensité a été réduite à 1 nA dans une deuxième étape durant laquelle la 

zone d’intérêt a été prédécoupée juste avant d'être fixée à un micromanipulateur in situ. Pour la 

dernière étape, cette lamelle a été soudée à la grille TEM par un dépôt de platine (faisceau Ga+ 

fonctionnant à 20 pA) puis un amincissement supplémentaire des deux côtés de la lamelle a été 

réalisé avec le faisceau Ga+ fonctionnant à un courant faible et décroissant (de 500 pA à 100 

pA), afin d’atteindre un état de l’échantillon transparent aux électrons (~100 nm d'épaisseur) 

pour les analyses MET. 
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MET 

 La microscopie électronique en transmission utilise également un faisceau primaire 

d’électrons mais récupère ceux qui sont transmis par l’échantillon. Cette méthode permet de 

combiner une très haute résolution avec les détections multiples des différents signaux générés 

par les interactions entre les électrons et l’échantillon. Le MET a peu été utilisé pendant cette 

thèse, seulement pour imager des échantillons de microbialites prélevées à 40 m de profondeur 

à Alchichica en 2022. Les deux lamelles FIB de cet échantillon ont donc été analysées à l'aide 

d'un microscope électronique à transmission JEOL 2100F à l’IMPMC, fonctionnant à 200 kV 

et équipé d'un canon à émission de champ, d'un dispositif STEM permettant une imagerie à 

contraste en mode HAADF (High Angle Annular Dark Field) et d'un détecteur JEOL EDXS. 

Les cartes élémentaires acquises par EDXS en mode STEM ont été analysées à l'aide du logiciel 

JEOL analysis station. Les phases minérales ont été identifiées à l'aide de la diffraction 

électronique sur zone sélectionnée (SAED). Les diagrammes SAED ont été traités à l'aide du 

logiciel ImageJ. 

CLSM 

 La microscopie confocale à balayages laser (CLSM) permet d’obtenir des images de la 

fluorescence visible de l’échantillon avec une faible profondeur de champ et a l’avantage de 

pouvoir être utilisée sur des échantillons épais. Les échantillons peuvent être préalablement 

colorés avec des sondes fluorescentes, ou non (dans ce cas c’est leur autofluorescence qui est 

détectée, ce qui était valable pour nos échantillons). Après leur excitation par un rayonnement 

laser, les échantillons émettent des photons qui sont focalisés par un pinhole devant le détecteur, 

ce qui élimine le reste de la lumière qui ne vient pas du plan focal. Toutes les lames minces des 

microbialites ainsi que d’autres échantillons divers ont été analysées avec un Zeiss LSM 710 à 

l’IMPMC en utilisant exactement les mêmes conditions lorsqu’on voulait les comparer, c'est-

à-dire en général une longueur d'onde d'excitation de 488 nm à 15 % de l'intensité maximale du 

laser. Les spectres d'émission ont été collectés en mode lambda dans la gamme de longueurs 

d'onde 400-750 nm, avec un détecteur Quasar T-PMT à 34 canaux multiples. Les données ont 

été traitées avec le logiciel Zen Blue (Zeiss). 

Raman 

 La spectroscopie Raman est une spectroscopie vibrationnelle, comme le FTIR, qui 

permet de déterminer la composition moléculaire/minéralogique de l’échantillon à une échelle 
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microscopique. La diffusion inélastique de la lumière (par l’effet Raman) est mesurée après 

excitation de l’échantillon par un rayonnement laser monochromatique focalisé sur un point 

précis (~1 µm). Le décalage entre la longueur d’onde récupérée et la longueur d’onde 

d’excitation (décalage Raman) est spécifique des types de vibrations des molécules dans 

l’échantillon, et c’est le signal de ce décalage qui est détecté sous la forme d’un spectre. Cette 

technique a surtout été utilisée sur des lames minces de microbialites de 40 m de profondeur 

prélevées en 2019 et en 2022 à Alchichica, à l'aide d'un spectromètre Renishaw InVia couplé à 

un microscope Leica DM2500 à l’IMPMC. L’objectif utilisé était surtout le x50 et l'étalonnage 

de l'énergie a été fait sur une lame de silicium. Les échantillons présentaient une faible 

autofluorescence, de sorte que la spectroscopie Raman a pu être réalisée à l'aide d'une diode 

laser à 785 nm. La résolution spatiale était de ~5 µm2 et le signal a été récupéré à l'aide d'un 

détecteur CCD RENCAM et du logiciel WIRE 4.1 de Renishaw. 

XANES et SR-XRF 

 La spectroscopie XANES (x-ray absorption near-edge structure) permet notamment 

d’évaluer la spéciation d’un élément chimique au sein d’un échantillon en utilisant le 

rayonnement synchrotron. Au cours de cette thèse, des données XANES au seuil K du soufre 

ont pu être obtenues sur des échantillons de microbialites prélevées à différentes profondeurs 

dans le lac Alchichica, au cours d’un temps de faisceau sur la ligne ID21 à l’European 

Synchrotron Radiation Facility (ESRF) de Grenoble. Suite à l’exposition des échantillons à un 

faisceau de rayons X monochromatique et focalisé, on collecte le signal de fluorescence. En 

scannant le faisceau sur l’échantillon, on obtient ainsi des cartographies du signal d’émission 

de fluorescence (XRF) qui nous donne la distribution quantitative des éléments chimiques 

comme le soufre, le phosphore, le magnésium et la silice. De plus, sur un spot donné, on peut 

faire varier l’énergie d’excitation et mesurer l’intensité de fluorescence en fonction de l’énergie 

des rayons X incidents dans une gamme d’énergie proche du seuil de l’élément chimique 

d’intérêt (spectroscopie XANES). 88 spectres XANES au seuil K du soufre ont été produits. 

Ces spectres ont été acquis sous un vide de 10-6 bars. Les rayons X ont été monochromatisés à 

l’aide d’un cristal Si(111). La taille du faisceau était de 0,67 µm x 0,44 µm et le flux de photons 

était d'environ 109-1010 photons.s-1. Une énergie autour de 2,5 keV a été utilisée pour les 

spectres XANES au seuil K du soufre, dans une gamme comprise entre 2,47 et 2,51 keV avec 

un pas de 0,25 eV. Les cartographies de fluorescence des rayons X (XRF) ont été acquises à 

l'aide d'un détecteur au silicium (silicon drift diode, SDD). Les cartographies de fluorescence 

ont été produites sans atténuateur (dwell time de 0,1 à 0,2 s). L'étalonnage de l'énergie a été 



Matériel d’étude et méthodes 

 

75 
 

effectué sur un échantillon de référence de gypse (CaSO4) avec une énergie de la white line (pic 

intense d’absorption) à 2,482 keV. Quelques cartographies en µXRF du phosphore ont 

également été obtenues sur les mêmes zones que les cartographies du soufre. De plus, deux 

cartographies couplant des acquisitions en µXRF et des spectres XANES au seuil K du soufre 

pour chaque pixel ont été acquises avec un pas d'énergie de 0,1 eV sur une zone de 98 µm x 98 

µm pour des sections de microbialites de 30 et 40 m de profondeur prélevées en 2022 à 

Alchichica.  

 Ensuite, les spectres XANES au seuil K du soufre ont été analysés à l'aide du logiciel 

Athena. Le saut de seuil de chaque spectre a été normalisé à 1 après avoir ajusté la ligne de base 

à zéro. Ensuite, les spectres ont tous été interprétés à l'aide d'une combinaison linéaire et d'un 

ajustement par déconvolution des spectres. Dans une première méthode, des spectres de 

référence de composés organiques et inorganiques du soufre ont été utilisés, provenant des 

bases de données internes ID21 ESRF et de la littérature (en particulier JCt-1 pour le CAS et 

organosulfate de Kajitani et al., 2023). La seconde méthode a consisté à modéliser le continuum 

(saut de seuil) et les différents pics du spectre par des arctangentes et des Pseudo-Voigts, 

respectivement. Ici, nous avons utilisé deux fonctions arctangentes pour ajuster la transition des 

photoélectrons éjectés (suivant la méthode décrite par Einsiedl et al., 2007). Chaque pic a été 

ajusté par une à plusieurs Pseudo-Voigts. Les cartographies SR-XRF acquises sur les 

échantillons de microbialites ont été traitées à l'aide du logiciel PyMca, avec les mêmes 

paramètres exactement pour pouvoir les comparer, incluant le rapport luminosité/contraste et 

le gain par exemple. Les histogrammes du nombre de pixels et de leur intensité ont été extraits 

à l'aide du logiciel ImageJ. 

2.3. Analyses chimiques 

2.3.1. Fraction dissoute 

 Toutes les analyses chimiques des solutions des lacs Alchichica et Atexcac ont été 

réalisées à l'Institut de Physique du Globe de Paris. Les concentrations en cations majeurs et 

mineurs (Na2+, K+, Ca2+, Mg2+, Al3+, B3+, Ba2+, Cu2+, Fe2+, Li+, Mn2+, Sr2+, Zn2+, Ti2+) ont été 

mesurées par spectrométrie d'émission atomique à plasma à couplage inductif (ICP-AES). Avec 

cette technique, les éléments présents dans l’échantillon sont ionisés suite à leur injection dans 

un plasma (argon) et émettent un rayonnement électromagnétique caractéristique dont 

l’intensité récupérée est comparée à un étalon de concentration connue. Les concentrations des 
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principaux anions (F-, Cl-, NO3
2-, PO4

3- et SO4
2-) ont été mesurées par chromatographie ionique. 

Les mesures de carbone inorganique dissous (DIC) ont été réalisées par spectrométrie de masse 

couplée à de la chromatographie gazeuse sur un Precision 2003 (GC-IRM) pour les échantillons 

de 2019 et 2022, selon le protocole décrit dans Assayag et al. (2006). 

 Par la suite, les activités des espèces chimiques, dont l'activité du CO2(aq), ainsi que les 

indices de saturation (SI) des solutions par rapport aux différentes phases minérales, ont été 

calculés à l'aide du logiciel PHREEQC (Parkhurst et Appelo, 2013) et de la base de données 

"thermoddem.dat " (Blanc et al., 2012). Les calculs des activités et des produits de solubilité 

ont été basés sur la méthode Hückel-Debye prenant en compte la température. Pour tous les 

modèles de spéciation obtenus, la balance de charge électrique était comprise entre -10 et 10 

%. Le SI est défini comme le logarithme du rapport entre le produit de l'activité ionique (IAP) 

et la constante de solubilité (Ks) selon la formule : SI = log (IAP/Ks). Les diagrammes de 

stabilité dans les systèmes des carbonates de calcium/magnésium ont été produits avec le 

logiciel GWB Community (Act2), en utilisant les paramètres physico-chimiques des lacs 

Alchichica et Atexcac, et les activités chimiques des espèces dissoutes définies via PHREEQC 

en entrées. 

2.3.2. Fraction particulaire 

 Afin d’analyser la composition de la matière particulaire des colonnes d’eau des lacs 

Alchichica et Atexcac, des filtres quartz (Quartz Fibre Filters AQFA04700) ont été 

préalablement pesés au µg près sur une balance de précision. Après la filtration des échantillons 

d’eau de différentes profondeurs d’Alchichica, Atexcac et la Preciosa jusqu’à saturation des 

filtres sur le terrain, les filtres ont été de nouveau pesés en laboratoire sur une balance de 

précision afin d’obtenir la masse de la matière particulaire en fonction du volume d’eau passé. 

Les filtres ont ensuite été divisés en plusieurs parties afin de faire différentes analyses. Pour les 

analyses de la composition chimique, un quart de filtre pour chaque profondeur collectée a été 

pesé puis préparé en vue des analyses par ICP-AES. Pour cela, les quarts de filtres ont chacun 

été déposés dans de l’acide nitrique à 1 M de sorte à ce qu’ils soient complètement recouverts 

(~5 mL d’HNO3 1M) et mis sous agitation à 125 rpm pendant une semaine environ. Une fois 

la coloration des filtres totalement partie, les échantillons ont été dilués avec de l’eau Milli-Q 

(pour atteindre une concentration finale maximum de 0,3 M de HNO3) avant d’être envoyés à 

l’IPGP pour des analyses en ICP-AES. 
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2.4. Analyses de la diversité microbienne 

 Mésocosmes 

 Le but de cette expérience était de comparer l’évolution temporelle des compositions 

microbiennes des microbialites de différentes profondeurs et de différents lacs placés sous des 

conditions d’anoxie continue. Pour cette expérience sur le long terme, des échantillons des 

campagnes de terrain de 2012, 2019 et 2022 ont été utilisés. Des fragments de microbialites des 

lacs Alchichica et Atexcac mesurant de 2x2x2 cm à 10x10x10 cm ont été placés dans des boîte 

transparentes en plexiglas sous atmosphère anoxique (H2 (10 %)-N2 (85 %)-CO2 (5 %)) dans 

une boîte à gant BagCoy à l’IDEEV. Au départ, la solution dans laquelle ont été placés les 

échantillons de microbialites était celle de leurs lacs respectifs. Par la suite, pour compenser les 

pertes en eau dues à l’évaporation et aux prélèvements, la solution ajoutée était de l’eau Volvic 

(Ca2+ à 0,29 mM, Mg2+ à 0,33 mM, Na2+ à 0,5 mM, K+ à 0,16 mM, SO4
2- à 0,08 mM, HCO3

- à 

1,16 mM, NO3
- à 0,1 mM, Cl- à 0,38 mM et Si à 1,13 mM). En 2021, une boîte contenant des 

microbialites de 15 m de profondeur qui avaient été collectées en janvier 2012 dans le lac 

Alchichica (échantillons de Iniesto et al., 2021) et une boîte contenant des microbialites de 40 

m de profondeur collectées en mai 2019 à Alchichica ont été placées dans la boîte à gants. Ces 

boîtes ont été placées dans des conditions de lumière naturelle (cycles jour/nuit) pendant 

environ un an et demi (appelés mésocosmes A). En 2022, une boîte contenant des microbialites 

d'une profondeur de 40 m prélevées dans le lac Alchichica en octobre 2022 et une boîte 

contenant des microbialites d'une profondeur de 27 m prélevées dans le lac Atexcac en octobre 

2022 ont également été placées dans la boîte à gants pendant un an (appelés mésocosmes B). 

Des fragments des microbialites ont été prélevés dans la boîte à gants à t=0, 1, 4, 12, 15 et 21 

semaines pour les deux mésocosmes B, et à t=0, 3, 9, 13, 30, 53, 59, 64, 67 et 73 semaines pour 

les deux mésocosmes A. Chacun des échantillons était conservé dans un tube à -80 °C jusqu’à 

l’extraction de leur ADN. Les prélèvements à t=1, 4, 6 et 21 semaines pour les mésocosmes A 

ont été perdus. 
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 Enrichissements 

 Afin de mieux caractériser les espèces microbiennes qui sont actives dans les 

microbialites de profondeurs saisonnièrement anoxiques et qui pourraient contribuer à leur 

formation, l’idée ici était d’enrichir certains organismes provenant d’une microbialite déjà 

acclimatée à l’anoxie saisonnière. En l’occurrence, nous avons choisi un échantillon de tapis 

microbien d’une microbialite prélevée à 40 m de profondeur dans le lac Alchichica en mai 2019 

et qui présentait une couleur rouge distincte (Fig. 29). 

Figure 29. 

Tapis microbien associé à un échantillon de microbialite de 40 m de profondeur du lac Alchichica. 

(a) Bouteille contenant les échantillons en anoxie, avec le tapis microbien rouge visible ; (b) Echantillons 

utilisés pour inoculer les milieux d’enrichissement, sur lesquels et autour desquels se sont développés 

les tapis microbiens rouges visibles sur l’image a ; (c) Vue de près de l’échantillon avec le tapis 

microbien rouge (flèche blanche). 

 

 Cet échantillon avait été stocké dans un tube Falcon fermé par un septum à température 

ambiante. Pour faire ces enrichissements, quatre milieux de cultures minéraux différents ont été 

choisis afin d’essayer de couvrir les conditions de croissance d’une gamme de phototrophes 

anoxygéniques potentielles. Ces milieux de culture adaptés aux bactéries photosynthétiques ont 

été préparés en version solide (contenant 2% agarose) en triplicat dans des boîtes de Pétri : le 

milieu BG11 classiquement utilisé pour la culture des cyanobactéries, le BG11 supplémenté 

avec des microbialites broyées et autoclavées (BG11mb), un milieu spécifique pour les 
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bactéries de type Chromatium (Chrom, Schmidt and Kamen, 1970) et un milieu spécifique pour 

les Chloroflexi (Chlor, Zheng et al., 2021). Cinq microlitres du tapis microbien de départ ont 

été prélevés et inoculés dans chaque boîte de Pétri contenant les milieux préalablement 

préparés. Les boîtes de Pétri ont ensuite été scellées avec du parafilm et stockées dans la boîte 

à gants avec des cycles jour/nuit (12h – 12h). Par la suite, les phénotypes des micro-organismes 

dont les colonies différaient visuellement les unes des autres ont été identifiés par microscopie 

optique. Les boîtes de Petri BG11, BG11mb, Chrom et Chlor dans lesquelles les premières 

colonies sont apparues après onze mois ont été ouvertes dans la boîte à gants. Pour chaque 

morphotype identifié, la biomasse d'une colonie isolée a été transplantée dans une nouvelle 

boîte du même milieu. Les organismes restants de ces colonies ont été transférés dans des tubes 

de 0,5 ml contenant du Tris (10 mM) pour l'amplification des fragments du gène marqueur de 

l'ADNr 16S et leur séquençage par la méthode Sanger. Dans l’ensemble, entre quatre et six 

repiquages ont été faits par morphotype afin de les isoler, même si, dans les boîtes de Pétri à la 

fin les cultures n’étaient pas forcément axéniques. 

Extraction de l’ADN 

 L’ADN a été extrait sous hotte avec le kit POWER Soil pour des échantillons de 

microbialites et des échantillons de plancton collectés sur des filtres. Tous ces échantillons ont 

été conservés à -80 °C (dans des tubes Falcon pour les microbialites et cryotubes pour les filtres 

avec le plancton) jusqu’à leur décongélation juste avant l’extraction d’ADN. Pour les fragments 

de microbialites, ils ont été broyés sous hotte dans des mortiers en agate lavés à l’eau puis 

l’éthanol entre chaque utilisation. Pour les filtres contenant le plancton, ils ont d’abord été 

coupés en deux et séparés en deux tubes d’extraction sous la hotte. Dans ces tubes, chaque 

moitié de filtre a été coupée en petits morceaux avec des ciseaux stérilisés préalablement. Pour 

récupérer toute la biomasse détachée des filtres, les cryotubes qui contenaient les filtres dans 

l’éthanol avant leur transfert dans les tubes d’extraction ont été centrifugés. Le surnageant 

d’éthanol a été vidé et le culot a été récupéré et remis en suspensions dans le tube d’extraction 

contenant les filtres en morceaux. Une fois les échantillons de microbialites et les filtres broyés 

dans les tubes contenant des billes et le tampon, ils ont été mis en agitation sur une plaque 

tournante à 4 °C pendant une nuit. 

 Afin de déstabiliser les membranes des cellules, chaque tube d’extraction a subi trois 

cycles de chocs thermiques, c’est-à-dire qu’ils ont été trempés successivement dans des bains 
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d’azote liquide puis des bains marie à 67 °C pendant 5 min pour chacun des bains. Ensuite, le 

protocole fourni par le kit a été suivi, avec quelques variations :  

 (i) 60 µL de la solution C1 après passage au bain marie à 60 °C ont été ajoutés dans 

chaque tube d’extraction. Les tubes ont été vortexés 25 min à 1000 rpm puis centrifugés 1 min 

à 12000 rpm à température ambiante. 

 (ii) Le surnageant (au moins 500 µL) a été transféré dans un tube de 2 mL fourni, 250 

µL de tampon C2 ont été ajoutés puis ils ont été vortexés 5 s (le passage au vortex a été fait 

pour chaque tube tout de suite après l’ajout du tampon C2, pas après la série entière). Tout de 

suite après l’ajout du tampon C2 et le passage au vortex, les échantillons ont été incubés à 4°C 

(au réfrigérateur et toujours dans la glace) pendant 5 min. Puis les tubes ont été centrifugés à 

température ambiante pendant 1 min, à 12000 rpm. 

 (iii) 600 µL du surnageant ont été transférés dans un autre tube de 2 mL, puis 200 µL 

de la solution C3 ont été ajoutés, avant de vortexer (comme pour l’étape ii le vortex tout de 

suite après l’ajout de la solution, pas après la série entière) et d’incuber à 4 °C pendant 5 min. 

Les tubes ont été centrifugés à température ambiante pendant 1 min à 12000 rpm. 

 (iv) Au maximum 750 µL du surnageant ont été transférés dans un tube de 2 mL pour 

chaque échantillon. Deux fois 595 µL de solution C4 ont été ajoutés (après que la solution ait 

été secouée) et les échantillons ont été retournés plusieurs fois sur leur portoir. 

 (v) Cette préparation a été passée dans une colonne en trois fois : à chaque fois, environ 

700 µL ont été transférés dans la colonne et centrifugés pendant 1 min. Le tube sous la colonne 

a été vidé entre chaque passage. Une centrifugation courte a été faite à la troisième fois pour 

récupérer le maximum d’ADN. 

 (vi) 500 µL de tampon C5 ont été ajoutés dans les colonnes, puis ces dernières ont été 

centrifugées pendant 30 s à 12000 rpm. Les tubes sous les colonnes ont été vidés avant une 

autre centrifugation pendant 1 min à 12000 rpm. Chaque colonne a été posée sur un tube de 2 

mL et a été mise à sécher pendant 10 min, bouchon ouvert (les tubes étaient couverts et les 

gouttes sur le bord de la colonne ont été éliminées) pour éliminer l’éthanol résiduel du tampon 

de lavage. 

 (vii) Enfin, 50 µL du tampon C6 (10 mM Tris-HCl, pH 8.5) préalablement chauffé à 

~60 °C ont été ajoutés dans les colonnes. Après 2 minutes à température ambiante, les colonnes 
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ont été centrifugées 30 s à 12000 rpm. Ensuite de nouveau 50 µL du tampon C6 ont été ajoutés 

avant une attente de 2 minutes puis centrifugation pendant 30 s. Après ces élutions, la colonne 

a été jetés et les tubes contenant l’ADN récupérés. 

Clonage 

 Afin d’obtenir des séquences individuelles pour chaque organisme, les amplicons 

d’ADNr 16S de certains morphotypes enrichis dans des cultures qui n’étaient pas axéniques, 

ont été clonés. Le principe est d’insérer un fragment d’ADN dans un hôte (ici E. coli) via un 

vecteur (plasmide) afin de récupérer des copies de cet ADN et de les séparer (chaque colonie 

portant un plasmide d’un seul type après transformation). Pour cela, des milieux LB-Agar ont 

été autoclavés (12,8 g de LB-Agar en poudre pour 400 mL d’eau désionisée) auxquels ont été 

rajoutés 400 µL d’ampicilline (à 100 mg/mL) après l’autoclavage. Ces milieux ont été versés 

dans des boîtes de Pétri et ont polymérisé pendant une nuit. Après une décongélation des 

milieux X Gal qui permettent de détecter les inserts dans les plasmides (s’il y a un insert d’ADN 

étranger dans le gène lacZ du plasmide, celui-ci ne produit plus de ß-galactosidase transformant 

le X-galactose en sous-produits de couleur bleue, donc les colonies transformées et contenant 

l’insert restent blanches), 40 µL de ces milieux ont été ajoutés par boîte. Pour tous les clonages, 

nous avons utilisé le kit TOPO TA Cloning et une transformation chimique. La réaction de 

ligation de l’amplicon d’ADNr 16S dans le vecteur linéarisé contenait le produit de PCR (en 

quantité déterminée empiriquement, 1.5 µL dans notre cas), le vecteur (0.5 µL) et un mélange 

de sels (0.5 µL) fournis par le kit, le tout ajusté avec l’eau ultrapure à 3 µL. Pendant 30 min, les 

tubes ont été laissés à température ambiante afin de favoriser la ligation des inserts dans les 

plasmides.  Ensuite, les 3 µL ont été déposés et mélangés dans un tube de cellules compétentes 

d’E. coli (perméabilisées afin d’améliorer leur transformation par de l’ADN du plasmide 

recombinant, et qui avaient été sorties du congélateur à -80 °C 10 min avant), dans la glace. Ces 

tubes ont été laissés 30 min sur la glace pour favoriser la diffusion des plasmides et leur 

attachement à la surface cellulaire. Pendant ce temps, les milieux SOC pour la culture d’E. coli 

qui maximisent son efficacité de transformation ont été décongelés. L’étape de transformation 

par heat-shock permettant aux plasmides d’entrer dans les cellules compétentes a été faite avec 

un passage de 30 s des tubes dans un bain-marie à 42 °C suivi de 10 min dans la glace. Ensuite, 

250 µL du milieu SOC ont été ajoutés dans chaque tube, et tous les tubes ont été mis à agiter à 

37 °C pendant 1 h à 220 rpm. Puis les échantillons de ces tubes ont été étalés sur les milieux 

des boîtes de Pétri, c’est-à-dire dans des milieux contenant du LB-Agar, de l’ampicilline (pour 

la sélection des cellules contenant les plasmides, donc résistantes à l’ampicilline) et du SOC+X-
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Gal (pour la sélection des cellules contenant les plasmides avec inserts qui empêchent l’opéron 

LacZ de s’exprimer et deviennent blanches). Les boîtes ont été incubées à 37°C pendant une 

nuit. Les colonies avec une couleur blanche ont été sélectionnées et conservées dans du Tris à 

10 mM autoclavé jusqu’à leur lyse et leur centrifugation pendant 30 s à 10000 rpm en vue des 

PCR pour amplifier l’insert cloné. 

Amplification de l’ADN par PCR 

 Les PCR permettent d’amplifier en chaîne des séquences ciblées d’ADN (grâce à des 

amorces) via l’utilisation de l’ADN polymérase. Au cours de la thèse, toutes les amplifications 

n’ont pas été faites exactement de la même manière. Par exemple, à cause de contaminations, 

certaines ont nécessité l’utilisation de dNase+DTT. De même, en fonction des étapes suivantes 

de séquençage et des échantillons, plusieurs couples d’amorces ont été utilisés (tableau 2): 

Tableau 2. 

Séquences des amorces utilisées lors des différentes amplifications d’ADN. 

 

 (ii) Pour le métabarcoding d’amplicons du gène d’ARNr 16S, 2 couples universels 

également : U515F et 1492R et B27F et 1492R  

  (ii) B27F et 1492R pour les bactéries de manière générale (pour les échantillons qui ont 

été clonés) 

  (iii) CYA106F et CYA1380R plus spécifiquement pour les cyanobactéries (pour les 

échantillons issus des enrichissements, dont ceux qui ont été clonés) 

 (iv) Ar109F et 1492R spécifiquement pour les Archées (sur les échantillons issus des 

enrichissements, mais cela n’a rien donné) 
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 De manière générale, la préparation utilisée pour les PCR, appelée Mastermix, suivait 

le mélange suivant : pour 50 réactions de PCR, 950 µL d’eau, 125 µL de tampon, 37,5 µL de 

MgCl2 et 25 µL de dNTPs. Puis, pour une réaction de PCR, les solutions préparées contenaient 

22,75 µL de la solution Mastermix, 1 µL (à 10 µM) de l’amorce forward (F), 1 µL (à 10 µM) 

de l’amorce reverse (R) et 0,2 µL de la polymérase Taq (+ ou – 0,63 µL de DNAse et 0,63 µL 

de DTT pour la décontamination potentielle de traces d’ADN exogène). Pour les échantillons 

issus du clonage, le mélange de la solution Mastermix était différent : pour 48 réactions, 780 

µL d’eau, 200 µL de tampon, 20 µL de dNTPs, 4 µL de l’amorce F à 100 µM (T7), 4 µL 

l’amorce R à 100 µM (M13) et 5 µL de la polymérase Go-Taq ont été utilisés. Entre 2 et 5 µL 

par tube des solutions des ADN des échantillons étaient ajoutés. Les réactions de PCR ont été 

faites dans l’ensemble en utilisant un programme de thermocycleur avec 2 min de dénaturation 

de l’ADN à 94 °C suivis de 35 cycles (chacun de 30 s à 94 °C, 45 s à 58 °C, 90 s à 72 °C). Pour 

les échantillons à faible biomasse nécessitant une décontamination éventuelle, les préparations 

des solutions ont en plus été faites sous une hotte avec UV. Les cycles utilisés étaient légèrement 

différents pour les PCR. La préparation des gels pour l’électrophorèse se faisait en général avec 

0,4 g d’agarose pour 40 mL du tampon TAE. Ensuite, entre 0,5 et 3 µL d’échantillon ont été 

mis dans les puits. Des contrôles négatifs avec uniquement la solution ajoutée aux échantillon 

et/ou avec la solution ajoutée aux échantillons et les amorces ont été faits à chaque PCR. 

Purification 

 En vue du séquençage ultérieur, les solutions contenant les amplicons obtenus pour les 

échantillons de microbialites et de plancton du Mexique 2022 ont été purifiées avec le kit 

Qiagen (QIAquick) en suivant les instructions du fournisseur. Les échantillons ont été 

maintenus sur la glace et les centrifugations ont été faites à 13000 rpm, à température ambiante. 

Pour cela, avec un tube et une colonne par échantillon, 24 µL d’éthanol à 100 % ont été ajoutés 

dans les échantillons. Pour un volume d’échantillon obtenu par PCR, 5 volumes de tampon PB 

ont été ajoutés et vortexés. Les échantillons ont été transférés dans les colonnes posées sur des 

tubes de 2 mL, puis centrifugés pendant 1 min. Le liquide restant a été jeté. 750 µL de tampon 

PE ont été ajoutés puis les échantillons ont de nouveau été centrifugés pendant 1 min, deux fois, 

en vidant le liquide restant entre les deux centrifugations. Chaque colonne a été placée dans un 

tube propre en enlevant toutes les gouttes d’éthanol restant et laissée à sécher 10 min sur la 

paillasse, couverte. Ensuite, 30 µL de tampon d’élution (EB, 10 mM Tris, pH 8.0) ont été 

ajoutés avant une centrifugation pendant 1 min, puis 20 µL du même tampon EB ont été ajoutés. 

Après 1 min à sécher sur la paillasse, les tubes avec les colonnes ont de nouveau été centrifugés 
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pendant 1 min puis la colonne a été jetée et le tube contenant les amplicons purifiés a été 

conservé. 

Séquençage Sanger 

 Le séquençage par la méthode Sanger permet de déterminer avec fiabilité la séquence 

nucléotidique de l’ADN des fragments allant jusqu’à environ 800-1000 pb. Le séquençage des 

brins complémentaires qui se chevauchent permet de déterminer des séquences plus longues, 

compatibles avec la longueur de séquence des amplicons les plus longs que nous avons produits. 

Il se fait d’abord via des PCR contenant des dNTPs modifiés (souvent avec un marqueur 

fluorescent) intégrés aléatoirement aux séquences lors de l’étape d’élongation. Ces dNTPs 

permettent de stopper l’élongation du brin par l’ADN polymérase, ce qui génère statistiquement 

des fragments d’ADN de toutes les longueurs possibles entre 1 pb et la taille en pb de la 

séquence d’ADN ciblée. Ensuite une électrophorèse capillaire sépare ces fragments par taille et 

permet la reconstruction de la séquence entière via la lecture de la fluorescence associée à 

chaque bande du gel, de la plus petite à la plus large. Dans notre cas, nous avons pu obtenir des 

séquences de bonne qualité, après assemblage, de jusqu’à environ 1500 pb (la taille des 

amplicons les plus longs) pour certains échantillons. 

 Les échantillons séquencés par la méthode Sanger au cours de cette thèse ont été 

envoyés au service de séquençage Genewiz de Azenta, soit dans des tubes individuels, soit dans 

des plaques de 96 puits dans le cas des échantillons issus du clonage. 

Séquençage Nanopore 

 Le séquençage par Nanopore repose sur l’application d’une différence de potentiel de 

part et d’autre d’un pore biologique ou artificiel comme des membranes de nitrure de silicium 

poussant les brins à passer à l’intérieur (ici flow-cells R10 utilisés). En théorie le passage de la 

séquence d’ADN par le pore permet sa lecture en mesurant le courant ionique à l’intérieur du 

pore qui diffère spécifiquement selon le nucléotide traversant. 

 Ici, les séquençages ont été faits en utilisant le kit de ligation V14 (SQK-LSK114) à 

l’ESE, permettant en théorie une précision de lecture des séquences de plus de 99 % (score de 

qualité phred de Q20). Dans la pratique, les résultats obtenus étaient de moins bonne qualité 

avec un score phred au maximum de Q18 et en moyen de Q13. Le basecalling a été fait en 

simplex (permettant d’éviter la formation de chimères pour les 16S dans le cas d’un basecalling 
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en duplex, c’est-à-dire la lecture des doubles brins). Ces données n’autorisent donc pas des 

assignations précises au-delà du genre, mais sont suffisantes pour estimer l’assemblage 

microbien général des échantillons. 

 Au préalable, les échantillons ont été marqués spécifiquement par une petite séquence 

appelée MID (molecular identifier) permettant de les distinguer des autres une fois tous les 

échantillons multiplexés. Dans un premier temps, les proportions d’ADN dans chaque 

échantillon doivent être équivalentes. Pour cela, nous avons mesuré en utilisant une machine 

qPCR les quantités d’ADN des différents amplicons sur plaque à l’aide d’une gamme de 

fluorescence faite avec des étalons contenant 0, 2, 4, 8 et 10 ng d’ADN. Une fois de nouveaux 

tubes préparés avec des quantités d’ADN équimolaires de l’ensemble de tous les amplicons, les 

échantillons ont été purifiés. Pour cette étape, de l’éthanol a été ajouté sur les échantillons et 

ceux-ci ont été placés dans des tubes contenant des billes magnétiques au-dessus d’un barreau 

aimanté. L’ADN n’étant pas soluble dans l’éthanol, il s’agrège au niveau des billes, ce qui 

permet d’enlever le surnageant contenant les potentielles impuretés. Une fois cela fait, l’ADN 

a été resolubilisé dans de l’eau et les échantillons ont été récupérés. De nouveau, la quantité 

d’ADN a été mesurée afin qu’elle soit équivalente dans tous les échantillons. Pour le protocole 

proposé par le kit, les doses d’ADN demandées étaient de 200 fmol dans 50 µL ; les volumes 

ont donc été ajustés en fonction de la concentration d’ADN voulue. 

 Ensuite, chaque étape du protocole V14 (SQK-LSK114) a été suivie, à la différence 

d’un ajout de 100 µL de billes (beads) à l’étape 9 au lieu des 40 µL indiqués. L’ADN des 

échantillons a été de nouveau quantifié en utilisant le Qubit par fluorimétrie, et des 

électrophorèses ont permis de vérifier que les bonnes longueurs d’ADN avaient été récupérées. 

 Lors de la première étape de séquençage pour laquelle la Flow Cell permettant le 

passage des brins d’ADN dans les pores est amorcée, les bibliothèques ont été préparées. Cette 

étape permet de convertir les échantillons en molécules identifiables par la Flow Cell et à l’ADN 

d’y adhérer par ligation. Par la suite, le séquençage a été lancé. 

Traitement des données brutes 

 L’étape de séquençage dure plusieurs heures à jours et consiste à récupérer le signal 

électrique produit par la perturbation du courant lors du passage de la molécule à travers le 

nanopore. Un algorithme du logiciel MinKNOW détecte ce signal lors de l’étape appelée 

basecalling. Les séquences d’ADN peuvent être lues avec un basecalling en simplex (un brin) 
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et en duplex (double brin). Même si le basecalling en duplex permet la lecture du brin 

complémentaire tout de suite après le basecalling en simplex, et augmente en théorie la 

précision de la lecture (effectué par le logiciel Dorado), dans le cas du séquençage d’amplicons 

de gènes d’ARNr 16S, le risque de créer des chimères du fait de la lecture d’un brin 

complémentaire d’un autre amplicon (dû au haut niveau de conservation de ce marqueur) est 

élevé. Nous pratiquons donc un basecalling en simplex. Les séquences obtenues avaient un Q 

score moyen de 18,04 pour une longueur moyenne de ~900 pb (donnés par le logiciel 

NanoPlot). Les séquences de basse qualité et les potentielles chimères informatiques sont 

éliminées grâce à des scripts codés en perl ad hoc. 

 Une fois les séquences obtenues avec un score de qualité de lecture pour chacune, elles 

ont dû être assignées à l’échantillon d’origine (distinction par le MID ajouté lors des PCR), et 

séparées en plusieurs groupes représentant ces échantillons (étape de démultiplexing). Pour 

cela, les séquences ont été mises à la même orientation puis triées selon leur MID et filtrées par 

longueur. Puis ces MID ont été enlevés des séquences une fois celles-ci associées aux 

échantillons. 

 Ensuite, les séquences ont été regroupées en fonction de leurs ressemblances par une 

approche de clustering. Pour cela, des séquences sont regroupées par taux de similarité 

nucléotidique, et un représentant de chaque groupe est choisi (la séquence représentative 

utilisées comme « barcode »). Ici, le regroupement a été fait avec un taux de similarité à 100 % 

afin de ne pas choisir la séquence de consensus en fonction de sa taille mais en fonction de son 

abondance dans l’échantillon. Seulement 0,6 % des séquences ont été regroupées par cette 

méthode (on peut les considérer comme des « vraies séquences » car obtenues en version 

identique à plusieurs reprises), ce qui laisse 99,4 % de séquences seules, pas en multicopie 

strictement identique (singletons). Un deuxième regroupement a alors été fait à 95 %, que l’on 

considère ici comme des unités taxonomiques opérationnelles (OTUs, operational taxonomic 

units). Ces deux regroupements ont été comparés via un script permettant de savoir si les 

séquences « vraies » regroupées à 100% étaient retrouvées dans les séquences du regroupement 

à 95 %. Dans ce cas, ces séquences ont été mises à part dans un fichier au format fasta en tant 

que séquences représentatives. Dans le cas contraire, soit les groupes contenaient trois 

séquences ou moins, et alors le représentant a été sélectionné en fonction du Q score le plus 

élevé, soit les groupes contenaient plus de trois séquences, et dans ce cas une séquence 

consensus devait être générée. A la fin, les séquences consensus générées à partir du 

regroupement à 95 % ont été utilisées comme séquences représentatives de l’OTU également 
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(après avoir vérifié que la distribution de leurs taxonomies à l’échelle de l’ordre était similaire 

à celle des « vraies » séquences). 

 Enfin, une fois les séquences représentatives des échantillons regroupées dans un fichier 

fasta, elles ont été assignées à une taxonomie grâce au pipeline SINA SILVA. Cet algorithme 

compare avec un taux de similarité à 99 % les séquences représentatives de nos échantillons 

avec des séquences de bonne qualité connues contenues dans la base de données d’ARNr 16S 

SILVA (Quast et al., 2013). A partir de cette assignation taxonomique pour les procaryotes, une 

matrice des séquences en fonction des échantillons contenant le nombre d’OTUs pour chaque 

échantillon a été générée. Le niveau de détail de la classification taxonomique pour chaque 

séquence dépendant de la qualité ou de la divergence réelle de lecture lors du séquençage, 

certaines assignations n’allaient pas au-delà de la classe. D’autres allaient jusqu’au niveau du 

genre et de l’espèce, mais nos séquences étant plus divergentes, en général, nous avons 

considéré la classification à partir de l’ordre ou famille (ce qui reste suffisant pour estimer les 

variations taxonomiques à grande échelle pour des échantillons environnementaux). Les 

séquences correspondant à des chloroplastes ou à des mitochondries, qui témoignent de la 

présence d’eucaryotes, ont été enlevées de la matrice des données procaryotes. Les 

histogrammes de l’abondance relative (évaluée au nombre relatif/fréquence de séquences) vs. 

de la diversité (évaluée au nombre relatif/fréquence d’OTUs) ont été produits à partir de la 

matrice générale. 

Blast et arbres phylogénétiques 

 Pour les séquençages Sanger, les qualités des séquences obtenues ont été visualisées à 

l’aide du logiciel Ugene et les assignations initiales ont été faites par BLAST. Cet outil compare 

les séquences obtenues à celles de la base de données non-redondante de GenBank (NCBI) et 

permet d’assigner à la séquence le taxon le plus proche par similarité dans cette base de données 

(blast hit). Dans le cas de nos séquences, les blast hits correspondaient à des séquences présentes 

dans la base de données GenBank à plus de 98 % en général (même genre/espèce). Pour une 

assignation approfondie, nos séquences ont été alignées entre elles et avec des séquences de 

référence et les meilleurs blast hits en utilisant le programme MAFFT en ligne (Katoh et al., 

2019). Les arbres phylogénétiques qui ont  permis de catégoriser les enrichissements faits en 

boîte à gant ont été inférés à partir des alignements de nos séquences sur celles choisies dans 

les articles de Couradeau et al. (2011) ou de Williams et Kelly (2013) notamment. A partir de 

cet alignement, nous avons reconstruit des arbres phylogénétiques par maximum de 
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vraisemblance avec le programme FastTree. Cette approche repose sur un modèle d’évolution 

probabiliste d’évolution de séquence Enfin, les arbres phylogénétiques ont visualisés avec le 

logiciel FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

Analyses statistiques multivariées 

 Plusieurs analyses statistiques multivariées ont été utilisées dans cette thèse. Elles ont 

été faites à l’aide du logiciel Rstudio. Les analyses en composantes principales donnent une 

représentation des principaux axes expliquant la variance des échantillons de manière 

quantitative. Ces analyses sont utilisées sur des jeux de données multidimensionnels. Ici, des 

analyses en composantes principales ont été utilisées sur des données physico-chimiques de 

solutions aqueuses contenant ou non des microbialites (chapitre 1). Des analyses de proximité 

non-métriques (non metric multidimensional scaling, NMDS) ont également été produites sur 

les données de diversité microbienne. Ces analyses permettent également de distinguer les 

principales causes de variance dans un jeu de données, mais de manière non paramétrique. Le 

jeu de données peut contenir des variables quantitatives et/ou qualitatives. Pour les données de 

diversité microbienne, les analyses par NMDS se sont basées sur des mesures de dissimilarités 

appelées distances de Bray-Curtis qui sont adaptées à des analyses d’abondances d’espèces.
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1. Introduction 

 De nombreux travaux ont décrit des microbialites et leur environnement de formation 

au cas par cas. Comme il est nécessaire de comprendre les relations qui existent entre 

minéralogie, microbiologie et géochimie pour analyser les systèmes complexes formés par les 

microbialites, de plus en plus d’analyses couplent ces approches, notamment en reliant les 

compositions microbiennes aux compositions minéralogiques et/ou les compositions 

minéralogiques aux paramètres physico-chimiques du milieu (Couradeau et al., 2013 ; Gérard 

et al., 2013 ; Couradeau et al., 2015 ; Dupraz et al., 2009).  

 Le nombre de ces études et des approches utilisées atteste des diversités minéralogiques, 

microbiennes et physico-chimiques qui caractérisent ces objets. Par exemple, les microbialites 

peuvent être constituées par un nombre important de phases minérales allant des carbonates 

(aragonite, calcite, hydromagnésite, magnésite, monohydrocalcite, dolomite, huntite) aux 

silicates (e.g. silicates de magnésium comme la kérolite ou la stévensite). Actuellement, le 

système des carbonates est le plus largement répandu au sein des microbialites. Plusieurs études 

approchent la complexité minéralogique de ces phases minérales dans les microbialites en 

s’appuyant sur leur composition chimique et/ou leur texture (Dupraz et al., 2011 ; Zeyen et al., 

2015 ; Planavsky et Ginsburg, 2009 ; Sprachta et al., 2001 ; Lencina et al., 2022). De nombreux 

articles s’attachent également à analyser les diversités taxonomiques et fonctionnelles des 

communautés microbiennes de microbialites (White et al., 2016 ; Iniesto et al., 2021 ; Saghaï 

et al., 2015 ; Bosak et al., 2012 ; Kanik et al., 2020 ; Águila et al., 2020 ; Bellanger et al., 2023) 

Même si dans l’ensemble les photosynthèses (oxygénique et/ou anoxygénique) utilisées par les 

cyanobactéries sont très largement répandues et impliquées dans la carbonatogenèse, ces études 

soulignent aussi la diversité biologique des microbialites (Bosak et al., 2007). Enfin, une très 

large gamme d’environnements de formation a été décrite, que ce soit en termes de salinité, de 

climat, de géologie du substratum, de physico-chimie de la solution (Rishworth et al., 2020 ; 

Centeno et al., 2012 ; Camoin et Gautret, 2006).  

 Là encore, ces travaux se sont souvent focalisés sur des microbialites en particulier 

appartenant à un environnement précis. Si, à l’échelle locale, ils permettent de mieux interpréter 

la composition du système, il reste difficile d’avoir une vue d’ensemble de leur diversité dans 

le monde. De plus, l’origine de ces diversités (minéralogique, environnementale, microbienne) 

interroge. Par exemple, qui de la diversité environnementale ou microbienne contrôle la 

diversité minéralogique ? Enfin, derrière ces diversités, existe-t-il des processus communs ? 
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Existe-t-il des conditions environnementales ou géochimiques nécessaires pour la formation 

des microbialites quels que soient par ailleurs les attributs de ces dernières ? Dans ce contexte, 

certaines études comparatives ont synthétisé des données existantes sur un ensemble de 

microbialites provenant de différents endroits (Chagas et al., 2016 ; White, 2020 ; Zeyen, 2016 

(thèse) ; Suarez-Gonzalez et al., 2019). Ces études ont décrit les corrélations existantes entre 

certains des paramètres physico-chimiques comme la salinité et/ou l’alcalinité de systèmes de 

microbialites lacustres en général (Chagas et al., 2016 ; Zeyen et al., 2021). Par exemple, Zeyen 

et al. (2021) ont analysé une série de lacs de cratères de volcan du Mexique dont 9 abritaient 

des microbialites et un n’en abritait pas. Ils ont montré que ces différents lacs, même s’ils étaient 

tous situés dans un contexte géologique plus ou moins similaire (le bassin versant de certains 

contenait des dépôts carbonatés Mésozoïque, d’autres non), montraient une diversité de 

compositions chimiques. Notamment, ces auteurs ont montré l’existence d’un gradient 

d’alcalinité carbonaté formé par cette série de lacs, qu’ils ont expliqué comme le résultat de 

degrés d’évaporation différents et/ou d’intensité d’altération du substratum géologique 

différente. De manière intéressante, ils ont aussi proposé qu’une valeur d’alcalinité minimale 

était nécessaire pour la formation des microbialites et que plus l’alcalinité était élevée, plus les 

microbialites étaient massives. Cette variation d’alcalinité était de plus corrélée à une variation 

du rapport Mg/Ca dans les solutions, paramètre clé contrôlant la nature des phases carbonatées 

composant les microbialites. Ainsi à de bas Mg/Ca, on observe des microbialites composées 

principalement de calcite. Puis à des valeurs croissantes, de la calcite magnésienne, puis de 

l’aragonite et de l’hydromagnésite. Enfin, ils ont aussi observé que les lacs mexicains où se 

forment les microbialites se dispersaient sur la ligne de solubilité de la monohydrocalcite et de 

carbonates de calcium amorphes. 

 Cette étude donnait ainsi des éléments de réponse quant à la question de l’existence de 

paramètres nécessaires pour la formation des microbialites mais cela restait dans un cadre 

géologique assez spécifique, ouvrant la question de savoir si ces corrélations peuvent être 

observées dans d’autres types d’environnement abritant des microbialites. 

 Par conséquent, nous avons regroupé le plus d’observations possibles faites dans la 

littérature sur des microbialites afin d’évaluer les corrélations possibles ou non entre différents 

paramètres physiques, chimiques, et minéralogiques de leur milieu de formation. Cet 

assemblage d’un grand groupe de données concernant les microbialites actuelles a constitué 

une première partie de la thèse. Pour chaque occurrence trouvée, nous avons listé les paramètres 

physico-chimiques relatifs à l’environnement, en fonction de ceux qui étaient disponibles dans 
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les études. Ces paramètres comprenaient entre autres pour les solutions le pH, la température, 

les concentrations en cations et anions majeurs, les concentrations en éléments traces, quelques 

données d’isotopie du carbone et de l’oxygène et d’indices de saturation vis-à-vis de carbonates 

de calcium et de magnésium, et les combinaisons minéralogiques principales des microbialites.  

 Des analyses statistiques ont alors été produites afin d’analyser la diversité de ces 

milieux de formation des microbialites puis pour rechercher des corrélations entre certains 

paramètres environnementaux et, par la suite, la physico-chimie des solutions de formation des 

microbialites actuelles listées a été comparée à la physico-chimie caractérisant des milieux où 

la présence de microbialites n’avait pas été documentée. Globalement, ces analyses ont renforcé 

l’hypothèse que la saturation de la solution vis-à-vis des ACC/MHC est une condition 

nécessaire à la formation de microbialites carbonatées. 

 Ce regroupement de données et leurs analyses ont abouti à l’écriture de l’article « The 

chemical conditions necessary for the formation of microbialites » paru dans la revue 

Geochemical Perspectives Letters. Des données supplémentaires incluant la description de la 

base de données, le détail des méthodes et les perspectives de ce travail ont été ajoutées à la 

suite du manuscrit inclus dans cette partie.  
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The chemical conditions necessary for the formation of 

microbialites 

J. Caumartin1, K. Benzerara1, R. Havas2, C. Thomazo2,3, P. Lὸpez-Garcίa4, E. 

Duprat1 

1Sorbonne Université, Museum National d'Histoire Naturelle, UMR CNRS 7590, Institut de 

Minéralogie, de Physique des Matériaux et de Cosmochimie (IMPMC), 75005 Paris, France 

2Université de Bourgogne, Biogéosciences, UMR CNRS EPHE 6282, Dijon, France 

3Instiut Universitaire de France, Paris, France 

4Institut Diversité, Ecologie et Evolution du Vivant, UMR 8079, Université Paris-Saclay, France 

Abstract 

 Whether biological and/or physico-chemical variations may have changed the 

abundance of microbialites over geological times remains debated. This calls for a better 

appraisal of the conditions necessary for the formation of modern microbialites. Here, we 

compiled data sets from 140 aqueous environments where modern microbialites have been 

reported, including their respective physico-chemical parameters. By analysing this data base, 

we find that solutions where microbialites form have a relatively high saturation with calcite, 

the chemical activities of Ca2+ and CO3
2− being controlled by the solubility of amorphous 

calcium carbonate (ACC) or monohydrocalcite (MHC) in most of these localities Further 

statistical analyses of two data bases listing ~8000 continental aqueous systems show that only 

a few of them display saturation with ACC/MHC, appearing as candidates for the detection of 

overlooked microbialites. 

Introduction 

 Microbialites are organosedimentary deposits formed by benthic microbial communities 

that mediate authigenic mineral precipitation (Burne and Moore, 1987). They are found 

throughout the geological record up to 3.43 billion years ago and are considered as among the 

oldest traces of life on Earth (Allwood et al., 2007). It has been argued that the diversity of 
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microbialites has varied over geological time with an overall decline at the end of the 

Proterozoic (e.g., Awramik, 1971). The causes of these fluctuations have fed debates opposing 

two major models: (i) one involving biotic causes suggests that grazing by Metazoans induced 

the decline of microbialites (Walter and Heys, 1985), and (ii) a second “abiotic” model proposes 

that changes in the chemical composition of the ocean were responsible for microbialite decline 

(Fischer, 1965; Kempe and Kaźmierczak, 1994; Peters et al., 2017). 

While this debate is difficult to directly tackle, it emphasises that we still do not 

understand the conditions necessary for microbialites to form. Modern microbialites have been 

described in diverse environments (e.g., marine, freshwater, hypersaline) and in the presence of 

very diverse microbial communities (e.g., Iniesto et al., 2020). Presently, there are many reports 

in the literature characterising the aqueous geochemistry of single sites where modern 

microbialites form. However, only a few meta-analyses gathering some of these data provide a 

broader, statistical overview (e.g., Zeyen et al., 2021). Here, we achieve an unprecedented 

compilation of data sets from 140 locations where modern microbialites form, spanning 

freshwater, brackish, saline and hypersaline environments (Lien A1.1, Annexes). We analyse 

the variability of the chemical parameters of microbialite-hosting environments and look for 

possible invariants. Moreover, in order to assess the rareness/commonness of conditions 

encountered in microbialite-hosting environments, we compare our data base with two data 

bases of continental aqueous systems. 

Results 

Physico-chemical parameters of microbialite-hosting environments 

 The compilation was achieved by systematically searching the terms “stromatolite”, 

“thrombolite” or “microbialite” in the literature (see Supplementary Information). The 140 

compiled modern microbialite-hosting systems occur on all continents (Fig. S1.4.) in a diversity 

of climates and geological contexts. Most of the environments were freshwater, but 34 were 

marine. The data base includes emblematic microbialites, such as those of Shark Bay, Lagoa 

Vermelha or the Bahamas, that have received much attention as modern analogues of ancient 

microbialites. Dissolved Ca2+ and Mg2+ concentrations were measured in a majority (~90 %) of 

the corresponding aqueous solutions and ranged from 0.001 to 643 mM and 0.001 to 1325 mM, 

respectively. Concentrations of other major chemical species (Na+, Cl−, K+, SO4
2−) were also 

generally well documented (~88 % of systems on average). Measurements of the dissolved 
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inorganic carbon (DIC) concentrations ranged between 0.022 and 6236 mM. These 

measurements were less documented (~76 % of systems) in the data base, despite their 

importance in carbonate-rich environments. In seven lakes, alkalinity values were available and 

considered to be equal to DIC (Dickson et al., 1981; Fig. S1.5.). 

 Overall, microbialite-forming waters in our data base span a high diversity of water 

chemical types as defined by Boros and Kolpakova (2018), which were: saline (53 % of the 

occurrences), soda-saline (23 % of the occurrences) and soda (24 % of occurrences) (Fig. S1.9.). 

Principal component analyses (PCA) were conducted on 10 chemical variables measured on 

545 samples of microbialite-hosting environments in order to find the variables contributing to 

most of the data set variability. It showed that most of the variance (~62 %) in the data set was 

explained by (i) salinity (logarithms of Na, Cl, K activities) (35.22 %), and (ii) the logarithm of 

CO3
2− activity anticorrelated with the logarithm of Ca2+ activity (26.32 %) (Fig. S1.7.). 

Assessment of the saturation index of waters in which modern microbialites form 

 The anticorrelation between Ca2+ and CO3
2− activities was further analysed by plotting 

their logarithms against each other. This plot also allows us to assess the saturation index 

(defined as SI = log(IAP/Ks), where IAP is the ion activity product and Ks is the equilibrium 

constant) of solutions with various CaCO3 phases such as anhydrous crystalline phases and 

amorphous phases (ACC). Four hundred and sixteen chemical measurements performed on 102 

microbialite-forming environments that were available in the data base. The mean value was 

considered for the environments for which several measurements were available (Fig. 1.1). 

Conclusions were similar when using the median. 

 



Chapitre I-Conditions géochimiques de formation des microbialites actuelles 

 

97 
 

Figure 1.1. 

Plot of the log of the activities of CO3
2− vs. Ca2+ for 102 microbialite-hosting environments. 

Solubility lines (dashed lines) are reported for calcite (logKs = −8.48), aragonite (logKs = −8.34), 

monohydrocalcite (MHC; logKs = −7.6), vaterite (De Visscher and Vanderdeelen., 2003), ACC1 as 

reported by Kellermeier et al. (2014; logKs = −7.63) and ACC2 as reported by Brečević and Nielsen 

(1989; logKs = −6.39). Only mean values are provided for each environment by a diamond. Green 

diamonds correspond to siliceous microbialites; red diamond corresponds to a clayey microbialite. Black 

diamonds correspond to environments saturated and oversaturated with ACC1 and/or vaterite; grey 

diamonds correspond to environments undersaturated with vaterite. The grey zone highlights a 95 % 

confidence interval on the saturation values of microbialite-hosting environments with respect to 

ACC1/MHC. 

A large majority (89 %) of aqueous environments were highly supersaturated with 

respect to calcite and aragonite and aligned between the solubility lines of vaterite and an ACC 

phase (ACC2) as determined by Brečević and Nielsen (1989) (Fig. 1.1). Diverse ACC phases 

exist with logKs varying between −7.63 and −6.04. Here, many points align close to the 

solubility lines of MHC and ACC1 phase (another ACC phase as determined by Kellermeier et 

al., 2014). 

A few environments (n = 5) appeared significantly undersaturated with calcite. 

However, three of them harboured microbialites that were siliceous (e.g., Great Obsidian Pool, 

Mound Spring; Fig. S1.10) or formed by pure trapping and binding of clays (e.g., Lake 

Untersee, Antarctica; Fig. S1.10). In two others (Kauai caves, Hawaii), microbialites formed 
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on cave walls in freshwater seeping out of basalts and may experience significant chemical 

variations by evaporation and CO2 degassing (Léveillé et al., 2007). 

Finally, some environments hosting carbonate microbialites were on average 

supersaturated with anhydrous carbonates but undersaturated with ACC and vaterite (n = 9; 

Figs. 1.1., S1.10). Only one single analysis was available for Ciocaia drill (Romania). However, 

several ones were available for the other locations. For Pavilion Lake, solution geochemistry 

varied over time, reaching saturation with ACC at certain periods (Fig. S1.10.). For Lake Kelly, 

none of the several available measurements were saturated with ACC but it was reported that 

microbialites may no longer actively form (Lim et al., 2009). Last, at least four other 

environments showed spatial chemical heterogeneities. They were undersaturated with ACC on 

average but supersaturated with ACC at certain locations. For example, Lakes Joyce and Hoare 

(Antarctica) have chemically stratified waters, and microbialites form at depths where DIC 

water content rises (Mackey et al., 2018). Pastos Grandes (Bolivia) harbours groundwater 

outflows chemically evolving by evaporation along their travel away from the source. 

Microbialites form when water reaches saturation with ACC (Muller et al., 2022). Overall, 98 

% of aqueous environments hosting modern microbialites were saturated with ACC at least part 

of the time. 

Comparison of the chemistry of modern microbialite-hosting aqueous solutions with 

two global freshwater data bases 

 The chemical compositions of carbonate microbialite-hosting environments were 

compared with many aqueous environments listed in two general data bases, in order to assess 

how unique the former might be. The Global Lake Ecological Observatory Network (GLEON) 

data base compiles 105,678 samples from 6422 North European lakes with only temperature, 

pH, DIC and Ca2+ concentrations as physico-chemical parameters (Weyhenmeyer et al., 2019; 

see Supplementary Information). The Environmental Data Initiative (EDI) groups 28,455 

samples from 1547 North American lakes with several additional parameters (Supplementary 

Information). Some of the lakes compiled in the EDI and GLEON data bases possibly harbour 

microbialites but if this is the case, they have not been described in the literature and therefore 

are not in our microbialites data base The comparison showed that pH, DIC and calcium 

concentrations in the carbonate microbialite data base were significantly higher on average than 

in lakes from the GLEON and EDI data bases (Wilcoxon comparison tests of means; threshold 

of 0.05 and p values of 0, 2.1 × 10−210 and 3.8 × 10−175, respectively) (Figs. 1.2.a–c, 1.3. and 
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Fig. S1.8.). A principal component analyses on the physico-chemical parameters from EDI and 

microbialite-hosting environments data bases outlined that ~88 % of the variance of all these 

aqueous environments is explained by the activity of Cl− or Ca2+ (70.2 % of the variability) and 

DIC (17.9 %) (Fig. 1.2d). The EDI lakes spread as two groups in the plot of the two PCA 

dimensions. One group contains Adirondack region lakes with Mirror Lake, USA, whereas the 

second group is composed of all other more saline lakes. In this plot, microbialite-forming 

solutions mostly plot separately and stretch orthogonally to the freshwaters from the EDI data 

base (Fig. 1.2e). GLEON data were not included in this PCA analysis, because too many 

parameters were missing. 

 
Figure 1.2. 

Comparison of the microbialite-hosting environments and lakes in the EDI and GLEON data 

bases. Compared distributions are (a) the log [Ca2+(mM)], (b) the log [HCO3
− + CO3

2− (mM)] and (c) 

the pH of the microbialite-hosting environments (black bars) and the EDI and GLEON data bases (grey 

or blue surface). Ca2+ activities were calculated using all major ion concentrations in the EDI database, 
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whereas they were approximated to concentrations in the GLEON data base. Errors due to this 

approximation are estimated to be minor (Fig. S-7). (d) Correlation circle from the global PCA of the 

physico-chemical parameters of EDI lakes and microbialite solutions. The logarithms of the activities 

and DIC were used. The colours correspond to those used to differentiate the principal components on 

the microbialite-hosting environments PCA (Fig. S-4). (e) Plot of all aqueous environments hosting 

microbialites (red dots) and from the EDI data base (black and grey dots) along the two main dimensions 

of the ACP. 

 

Figure 1.3. 

Plot of the activity of CO3
2− vs. Ca2+ for all lakes from the EDI (blue diamonds), GLEON (grey 

diamonds) and microbialite-hosting environments (yellow diamonds) data sets. Solubility lines of 

aragonite, calcite, monohydrocalcite and ACC are the same as in Figure 1. 

Finally, by plotting the EDI and GLEON environments in the CaCO3 solubility diagram, 

less than 5 % of them show saturation with ACC/MHC (Fig. 1.3). 

Discussion 

Saturation with vaterite/ACC/MHC as a necessary condition for the formation of 

microbialites 

 The need for a relatively high apparent critical saturation of the solutions so that 

microbialites form is suggested by the analysis of the compiled data base. Arp et al. (2001) 
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argued that a SI of ~1 relative to calcite was required for biofilm calcification to occur, based 

on the study of modern non-marine calcifying cyanobacterial biofilms. Such a value 

approximately corresponds to the solubilities of vaterite, ACC1 or MHC. Moreover, Fukushi et 

al. (2020) observed that several alkaline lakes were saturated with MHC and suggested this 

phase as a precursor of anhydrous carbonates. Accordingly, many microbialite-hosting 

environments in our data base are alkaline. More recently, the same observation was done by 

Zeyen et al. (2021) in microbialite-hosting lakes in Mexico, who suggested ACC as an 

alternative precursor. In order to explain these observations, they proposed that ACC may 

precipitate first, before transforming to the less soluble MHC, then anhydrous carbonate phases, 

including vaterite. Here, based on a new data base of 140 microbialite-bearing systems, 

encompassing freshwater, saline and hypersaline conditions, we generalise this observation to 

all environments where microbialites form, suggesting that saturation with ACC1/MHC or with 

vaterite appears as a necessary condition for the formation of modern microbialites. This model 

may be further adjusted in the future. The ACC1 solubility line reported in Figure 1 is a lower 

bound for ACC. Indeed, the solubility of ACC increases with the Mg content (Mergelsberg et 

al., 2020). According to Blue and Dove (2015), the partition coefficient Kd of Mg vs. Ca in 

ACC is constant (0.047) for pH below 9.5. Based on this, the Mg/Ca ratio in ACC possibly 

formed in microbialite-bearing systems ranges between 0.012 and 225, which may correspond 

to a variation in solubility by ~1 log unit. 

Several conditions may allow the achievement of relatively high SI values with CaCO3 

as observed in microbialite-hosting environments. Aqueous alkaline environments are fed by 

fluxes of Ca2+ and HCO3
− ions e.g., from water-rock interactions, and/or atmospheric inputs 

(Pulido-Villena et al., 2006). This generally does not directly create high saturation conditions, 

except when locally e.g., Ca2+-rich groundwater outflows in high DIC lakes such as in Lake 

Van (Shapley et al., 2005). In many cases, evaporation is a major driver for concentrating 

solutions and achieving high saturation with CaCO3 (Pecoraino et al., 2015). This is consistent 

with the abundance of microbialites in saline environments. The SI values of aqueous solutions 

are not controlled by the precipitation of crystalline anhydrous CaCO3, which are the least 

soluble CaCO3 phases. Instead, SI values are higher. Recently, Pietzsch et al. (2022), suggested 

that in some alkaline lakes, orthophosphate concentrations are high and inhibit crystalline 

anhydrous CaCO3 precipitation, allowing the onset of saturation levels as high as the solubility 

of ACC. Unfortunately, this cannot be further tested here since dissolved PO4
2− concentrations 

are only reported in eleven microbialite-forming environments of our data base. Similarly, the 
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role of exopolymeric substances (EPS) in locally controlling SI values could be questioned. 

Whether this inhibition may be a major process in all reported microbialite-hosting 

environments will require further data acquisition. Once Ca2+ and CO3
2− activities reach values 

high enough so that MHC/ACC solubility is attained, we hypothesise that any further input of 

Ca2+ and/or DIC to the system can contribute to the accumulation of carbonates, partly as 

microbialites, helping to control their overall abundance in the aqueous system. 

Another outcome of the present analyses is that they may help in finding localities where 

modern microbialites have been potentially overlooked so far, by screening aqueous 

environments based on their SI with CaCO3 (Fig. 1.3). Some environments listed in the GLEON 

and EDI data bases are saturated with ACC/MHC. However, we presently do not know if they 

host microbialites. Two options are possible: (i) all these environments host microbialites; this 

would imply that saturation with ACC/MHC is a necessary and sufficient condition for 

microbialite formation, and (ii) some of these environments do not contain microbialites, which 

means that some other conditions may be necessary in addition to saturation with ACC/MHC 

to form microbialites. 

Presently, it may be speculated that changes in seawater chemistry, possibly at the end 

of the Proterozoic, from ACC-saturated to ACC-undersaturated seawater, may have caused the 

decline of microbialite abundances (Fig. S1.11.). However, to be validated, this speculation will 

need further constraints on the value of SIACC in past oceans. 

Finally, a control of water chemistry by MHC/ACC precipitation as a necessary 

condition for the growth of microbialites does not mean that microbial communities or any 

biological parameter have no impact at all in the formation of microbialites. Instead, it suggests 

that in order for them to participate in authigenic microbialite formation, at least some specific 

physico-chemical environmental conditions, i.e. saturation with ACC/MHC, must be met. 
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3. Données supplémentaires 

3.1. Materials and Methods 

Setup of a new modern microbialite-hosting environment database and description of the 

database 

Modern microbialite localities were identified by searching the literature published 

between 1962 and 2022. For this purpose, the terms “microbialite”, “microbialite-forming mat”, 

“stromatolite” and “thrombolite” were used in search engines such as Web of Science or Google 

Scholar as well as the ScienceDirect, SpringerLink and ResearchGate platforms. Papers 

describing microbialites and containing chemical data on the aqueous environments where 

these microbialites form, were retrieved from papers listed in the database. Sedimentary 

structures referred to as “tufas” or “travertines” were not compiled in the database because of 

the significant differences sometimes attached to these terms (Pentecost and Viles, 1994). While 

there might be some subjectivity in choosing the term microbialites instead of another one, we 

did not add further subjective bias by reappraising ourselves the validity of the terms used in 

published studies. 

The physicochemical parameters of the aqueous environments in which modern 

microbialites form were further searched when needed in additional publications not focusing 

on microbialites. Overall, we managed to compile 140 localities with 30 major variables into 

this database. Concentrations provided in mg L−1 or ppm were converted into mM in the 

database. For 81 localities, several water sample analyses were available and all of these data 

are reported, resulting in a total of 610 aqueous geochemistry analyses in the database. 

Environmental Data Initiative (EDI) and Global Lake Ecological Observatory Network 

(GLEON) datasets 

The dataset of freshwater environments from the Global Ecological Observatory 

Network (GLEON, https://gleon.org/) was previously analysed by Weyhenmeyer et al. 

(2019). It groups 160,660 analyses of lake samples and reports six parameters: water depth, pH, 

temperature, Ca2+, and dissolved CO2 and DIC contents. Only data of lakes with available data 

for Ca2+ and DIC concentrations were extracted and used here, which represent 105,678 

samples from 6,422 North European environments. Of those, at least 78 % had pH and/or 

temperature parameters. 

https://gleon.org/
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The dataset from the Environmental Data Initiative (EDI, 

https://portal.edirepository.org/nis/browseServlet?searchValue=limnology) in the section 

“limnology” contains analyses of 29,176 samples from ~1600 environments, with 18 main 

variables: lake elevation, size, water depth, pH, temperature, conductivity, DIC, dissolved 

organic matter, dissolved oxygen, Ca2+, Mg2+, Si, Na+, Cl−, K+, SO4
2−, NO3

− and NH4
+ contents. 

Only 28,455 analyses from over 1,547 lakes from North America were selected as they included 

both Ca2+ and DIC contents. Interestingly, this database contained more parameters than the 

GLEON one, including the concentrations of several other major ions for over 40 % of the data. 

This allowed us to compare this database with the modern microbialite database on more 

parameters using PCA (Fig. 1.2 in the main text). 

Speciation calculations 

The activities of major ions were calculated with the PHREEQC software (Parkhurst 

and Appelo, 2013) based on the Hückel-Debye method, and taking into account the temperature 

in the activity calculation for the solubility products of CaCO3. The thermodynamic database 

“thermoddem.dat” (Blanc et al., 2012) was used, with the solubility constants of calcite and 

aragonite from Plummer and Busenberg (1982), monohydrocalcite (MHC) from Hull and 

Turnbull (1973), and those of amorphous calcium carbonate (ACC measured by Brečević and 

Nielsen (1989), at Ksp = 10−6.4 (i.e. ACC2) and Kellermeier et al. (2014), at Ksp = 10−7.63 (i.e. 

ACC1). 

For the calculation of activities in the microbialite-hosting aqueous solutions, all 

available chemical species concentrations and temperature were considered. In the GLEON 

dataset only Ca2+ content, DIC content, temperature and pH were available to calculate the ion 

activities. The water chemistry analyses from all the databases were validated by verifying that 

the electric charge imbalance was between −10 % and +10 %. 

Statistical analyses 

The distributions of the major ion concentrations in the GLEON and EDI datasets vs. in 

the microbialite dataset are shown in Figure S1.8. The differences between these distributions 

in the GLEON and EDI datasets vs. in the microbialite dataset were statistically tested. As these 

values are not normally distributed, the non-parametric Wilcoxon-Mann-Whitney test was 

chosen with a p-value threshold of 5 %. 

https://portal.edirepository.org/nis/browseServlet?searchValue=limnology
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Principal component analyses (PCA) 

Similar to what was done by Zeyen et al. (2021), we conducted PCA to assess which 

parameters explain most of the variability in the datasets. In these analyses, each axis (or 

principal component) is a linear combination of variables defined so that they maximise the 

spatial discrimination of samples; coordinates of vectors on each axis indicate the coefficient 

of the variables in the linear combination. The longer the orthogonal projection of an arrow on 

a given axis, the stronger the contribution of the variable to this axis. The smaller the angle 

between arrows, the stronger the positive linear correlation between corresponding variables. 

Orthogonal arrows indicate no correlation, while arrows pointing in opposite directions indicate 

a negative correlation. The samples are plotted in two dimensions using their projections onto 

the first two principal components. The part of the total sample variability explained by each 

axis is indicated in the axis label (Zeyen et al., 2021). We compared EDI and microbialite-

hosting environments. One PCA was performed on the microbialite-hosting environments 

dataset (Fig. S1.7.). A second PCA was performed on the combined EDI and microbialite-

hosting environments datasets (Fig. 1.2d, e). For each PCA dataset, the parameters missing for 

more than half of the environments were removed. The environments where more than half of 

the parameters were missing were then removed. The missing values were further imputed 

based on the nearest neighboring environments. Imputation of missing values and PCA were 

performed using the R packages missMDA, FactoMineR and Factoshiny (Lê, Josse and 

Husson, 2008; Josse and Husson, 2016). The GLEON dataset was not used in this analysis 

because most of the water chemistry parameters describing the microbialite-hosting 

environments are missing. 
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3.2. Contenu de la base de données des microbialites actuelles et perspectives 

d’améliorations 

Informations présentes dans la base de données 

 Les informations géochimiques qui ont été récoltées à partir de la littérature sur les 

environnements abritant les microbialites actuelles ont été publiées sous forme de tableau 

(tableur Excel, lien A1.1, Annexes). Pour un environnement donné, un ou plusieurs points de 

mesure sont disponibles (correspondant souvent à des dates, des localisations spatiales, des 

localisations en profondeur ou des microbialites différentes). Le tableau est composé de 618 

lignes (échantillons de microbialites) et 90 colonnes (paramètres disponibles) pour 140 

environnements au total. Il répertorie (en colonnes) des paramètres de localisation et de dates 

des échantillonnages faits dans les différentes études, un aperçu des phases minérales 

principales décrites pour les microbialites, les données physico-chimiques de la colonne d’eau 

dans laquelle les microbialites ont été trouvées (température, pH, conductivité, cations/anions 

majeurs/mineurs, éléments traces), certaines données très partielles sur l’isotopie de l’oxygène 

ou du carbone par exemple, les valeurs des logarithmes des activités des espèces chimiques 

majeures calculées à l’aide du logiciel Phreeqc avec l’indice de saturation moyen obtenu pour 

le milieu, le type d’environnement et les sources. Ces données peuvent être très partielles en 

lien d’une part avec la manière dont nous les avons récoltées dans la littérature (informations 

qui ont été oubliées et/ou qui n’ont pas été vues lors de notre compilation dans la base de 

données) et d’autre part le fait que certains paramètres sont mesurés fréquemment par les 

expérimentateurs alors que d’autres le sont rarement. Par exemple, les mesures des 

concentrations en dioxygène dissous, nutriments, éléments traces, ou de l’isotopie de la solution 

entre autres sont apparues moins documentées de manière générale. Sur les paramètres 

essentiels pour évaluer l’état de la saturation d’une solution vis-à-vis des phases carbonatées, 

~8 % des points de mesure ne contenaient pas de valeurs ni pour la concentration en HCO3
-, ni 

pour la concentration en CO3
2- ni pour le DIC ; ~10 % des points de mesure ne contenaient pas 

de valeurs pour la concentration en Ca2+ et ~10 % des points de mesure ne contenaient pas de 

valeurs pour la concentration en Mg2+. Même si ces proportions représentent une faible part des 

environnements listés dans le tableau, elles appellent à l’avenir à des mesures plus 

systématiques de ces paramètres dans les milieux qui contiennent des microbialites. 

 Par ailleurs, d’autres microbialites actuelles ont été échantillonnées depuis la publication 

de notre article dans GPL ou ont été oubliées, et leurs paramètres environnementaux n’ont pas 
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été listés dans la base de données. Par exemple, des thrombolites vivantes ont été découvertes 

dans un lagon côtier de la baie Californienne (Ensenada de La Paz, Beltrones, 2022). De plus, 

les tapis microbiens calcifiants sont également des structures répandues dans de nombreux 

environnements et dans certains cas sont des précurseurs de microbialites. Les travertins, 

malgré un manque de consensus sur leur définition, sont également des objets géobiologiques 

qui pourraient s’apparenter à des microbialites (Pentecost, 2005). Ces occurrences n’ont pas été 

référencées dans la base de données (qui se concentre sur les termes « microbialite » et 

« stromatolite »). Pourtant, en fonction des appellations, il est possible que l’on parle du même 

objet, ce qui a introduit un biais dans le choix des environnements listés. Parmi quelques-uns 

de ces environnements où par exemple des « tapis microbiens minéralisant » ont été reportés, 

on trouve notamment certains lacs au sud de l’Australie (Hamilton, Sleaford Mere, Nguyen et 

al., 2022), ou une grotte submergée du Sud-Est de l’Italie (Cape of Otranto ; Guido et al., 2022). 

Répartition des microbialites actuelles dans le monde 

 Les localisations des environnements abritant des microbialites actuelles dont les 

paramètres physico-chimiques sont listés dans la base de données ont été représentés sur une 

carte du monde (Fig. S1.4.). Cette représentation met en avant leur diversité géographique. 

Malgré cette diversité, plus de 48 % des environnements ont été répertoriés en Amérique du 

Sud et Centrale. 
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Figure S1.4. 

All modern microbialite-hosting environments listed in the database represented on a world map 

(provided by Microsoft Excel). 

Potentiels environnements de formation de microbialites actuelles sélectionnés sur la base de 

leur indice de saturation 

 Comme suggéré dans la partie discussion de l’article publié dans GPL, il est possible 

que ce type d’étude puisse aider à trouver des localités dans le monde où les microbialites 

n’auraient pas été détectées auparavant, sur la base de l’indice de saturation de la solution vis-

à-vis de la monohydrocalcite. Si ces environnements saturés vis-à-vis des ACC/MHC 

hébergeaient tous des microbialites, alors cette condition de saturation s’avèrerait non 

seulement nécessaire mais aussi suffisante à la formation des microbialites. A l’inverse, si dans 

certains milieux la saturation vis-à-vis des ACC/MHC est atteinte mais qu’aucune microbialite 

n’est présente, alors d’autres conditions sont nécessaires, en plus de la saturation, pour former 

des microbialites. L’étude de tels milieux nécessiterait d’abord de s’assurer qu’aucune 

microbialite n’est présente, ce qui est difficilement faisable à moins de sonder en détail tout le 

bassin étudié. Pour autant, ces localités constitueraient des cas très intéressants à analyser pour 
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mieux caractériser en premier lieu la nature nécessaire et/ou suffisante des conditions de 

formation des microbialites, ainsi que leurs potentiels catalyseurs/inhibiteurs. 

Parmi les 7969 lacs des bases de données GLEON et EDI, environ 318 étaient en moyenne 

saturés en ACC/MHC et apparaissent donc comme favorables au développement de 

microbialites. En examinant la littérature sur certains de ces lacs, nous avons trouvé des rapports 

sur (i) la précipitation de carbonate biogénique dans le lac Locknesjön (Suède ; Labuhn et al., 

2021), (ii) la précipitation de tuf dans le lac Sinijärv (Estonie ; Laumets et al., 2013), (iii) les 

tapis microbiens calcifiants dans le lac Deer (Canada ; Zorz et al., 2019), (iv) la boue calcaire 

cyanobactérienne dans les lacs Storfjärden, Hållsjön et Käringsjön (Suède ; Brunberg et 

Blomqvist, 1999), et (v) la production saisonnière de CaCO3 dans le lac Ripley (États-Unis ; 

Garrison et Pillsbury, 2009). Ces environnements sont listés dans le tableau A1.1 (Annexes) et 

constituent une première base pour la recherche d’autres endroits contenant des microbialites 

ou non, donc susceptibles de permettre un ajustement du modèle. Seules de futures campagnes 

systématiques et minutieuses permettront de déterminer si des microbialites actuelles peuvent 

ou non se former dans ces localités. Si certaines ne contiennent vraiment pas de microbialites, 

il sera important de comprendre quels autres paramètres (y compris les paramètres biologiques) 

peuvent empêcher leur formation dans un environnement chimiquement favorable et vérifier si 

les conditions chimiques en question sont permanentes et/ou rencontrées à toutes les 

profondeurs sur le système aqueux. 

Cas particuliers des environnements très sursaturés vis-à-vis des ACC 

 De nombreux environnements d’eaux douces provenant des bases de données EDI et 

GLEON utilisées dans ce travail en comparaison avec les milieux abritant des microbialites 

présentent une forte sursaturation vis-à-vis non seulement de la calcite mais aussi des ACC. Ces 

environnements ont été listés dans le tableau A1.2 (Annexes). Pour une partie d’entre eux, il 

n’a pas été fait mention de la présence de microbialites dans la littérature. Pour d’autres (~9 %), 

des microbialites sont présentes. A l’avenir, il sera intéressant de trouver plus d’informations 

sur ces environnements, concernant leur géochimie, géologie, diversité microbienne et présence 

ou non de microbialites, entre autres. Notamment, la question de savoir pourquoi des 

microbialites précipitent dans certains de ces environnements et pas d’autres se pose de nouveau 

ici. Par exemple, si on ne trouve pas de microbialites au-delà d’un certain seuil de saturation 

vis-à-vis des carbonates de calcium, on peut se demander quels processus propres à ces 

solutions inhibent leur formation. Une idée serait en premier lieu de savoir quelles sont les 
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phases minérales précipitées dans les eaux de ces milieux, et quels sont les paramètres 

environnementaux qui permettent d’atteindre une telle sursaturation (la précipitation de 

carbonates devrait abaisser la saturation vers la ligne de solubilité des phases carbonatées, pour 

aller vers l’équilibre). Il est possible par la suite qu’une caractérisation de la chimie générale 

des solutions montre potentiellement des corrélations de ces très fortes sursaturations en 

carbonates de calcium avec la présence d’espèces chimiques (e.g. des phosphates, des ions 

magnésium) que l’on pourrait considérer comme des inhibiteurs de la formation de 

microbialites dans ce cas précis. Ces considérations sont très spéculatives mais mettent en avant 

l’intérêt de se pencher sur les caractéristiques géochimiques de ces milieux sursaturés. 

3.3. Evaluation plus étendue de la chimie générale propre aux environnements de 

formation des microbialites actuelles 

Quelques sources d’incertitudes sur les analyses statistiques qui ont été faites 

 Comme mentionné précédemment, certaines données comme la concentration en DIC 

manquaient dans quelques environnements de la base données des environnements abritant des 

microbialites actuelles. Pour sept d’entre eux, l’alcalinité avait été mesurée. Dans le but de 

savoir si nous pouvions approximer le DIC à l’alcalinité dans ces milieux, nous avons vérifié 

qu’il existait une corrélation 1 :1 entre ces paramètres (Dickson, 1981). Nous avons utilisé pour 

cela les 6422 données GLEON (qui ne se focalisent pas sur les environnements à microbialites) 

pour lesquelles le DIC et l’alcalinité étaient disponibles. La figure S1.5 montre cette corrélation. 

Le coefficient de détermination R2 étant égal à 0,9998, l’erreur due à l’approximation a été 

estimée mineure. Nous avons donc utilisé la valeur de l’alcalinité des sept environnements pour 

approximer leur DIC et pouvoir évaluer leur état de saturation vis-à-vis des carbonates. 
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Figure S1.5. 

Linear correlation between the alkalinity and the DIC in freshwater environments from the 

GLEON dataset. We note that the pH range encompassed by these lakes is such that H2CO3 and CO2 

are not important contributor to DIC. 

 Une autre approximation a été faite concernant la modélisation des états de saturation 

des différents points de mesure des bases de données GLEON et EDI. Dans le cas de la base de 

données EDI, les activités du calcium ont été calculées en utilisant toutes les concentrations 

ioniques majeures présentes. Dans la base de données GLEON, elles ont été estimées en 

utilisant uniquement les concentrations en calcium et en DIC, et le pH. Ces deux cas de figure 

différents ont pu être testés sur les points de la base de données des microbialites actuelles dans 

le but d’évaluer l’erreur due à cette approximation (Fig. S1.6.). La comparaison des états de 

saturation entre le modèle prenant en compte toutes les concentrations disponibles et le modèle 

prenant en compte uniquement les concentrations en calcium, DIC et le pH a montré des 

variations relativement faibles. En tout cas, ces variations ne modifient pas les conclusions 

générales. 
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Figure S1.6. 

Comparison between activities in the microbialite-hosting environments (i) calculated based on 

the knowledge of all the dissolved species concentrations available (open black points; “standard” 

approach) vs. (ii) approximated based on the knowledge of pH, Ca and DIC concentrations only 

(open blue circles; “approximated” approach). The differences between the approximated and 

standard calculated activities appear minor. The mean difference based on Euclidean distances between 

the values of the log(activities) calculated by the two approaches was 0.2. 

Particularités physico-chimiques des environnements abritant des microbialites actuelles 

 Les paramètres expliquant la variabilité des milieux hébergeant des microbialites 

actuelles ont été étudiés plusieurs fois dans le passé. Par exemple, la corrélation entre l’alcalinité 

et la salinité dans ces milieux avait déjà été mentionnée comme un facteur de variabilité de la 

chimie de ces environnements (Zeyen et al., 2021 ; Chagas et al., 2016). Ici, nous avons effectué 

des analyses en composantes principales (ACP) sur 10 variables chimiques mesurées sur 545 

échantillons d'environnements contenant des microbialites afin de trouver les variables 

contribuant à la plus grande partie de la variabilité de l'ensemble des données (Fig. S1.7.). Cette 

analyse a montré qu’effectivement la majeure partie de la variance (~62 %) de l'ensemble des 

données était expliquée par (i) la salinité (logarithmes des activités Na, Cl, K) (35,22 %), et (ii) 

le logarithme de l'activité du CO3
2-, lui-même anticorrélé au logarithme de l'activité du Ca2+ 

(26,32 %). Dans ces environnements, le logarithme de l’activité du magnésium tient une 
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position intermédiaire entre le pôle expliquant la variabilité plutôt par la salinité du milieu et le 

pôle expliquant la variabilité plutôt par l’anticorrélation Ca-DIC, ce qui suggère un rôle 

important de la concentration en magnésium, en partie décorrélé de l’action de l’alcalinité et de 

la salinité, sur la variance des environnements hébergeant des microbialites actuelles. 

Figure S1.7. 

Correlation circle from the PCA on 10 physicochemical parameters from 545 aqueous samples 

collected from microbialite-forming environments. Ten variables were available, which are: 

log(aCO3), log(DIC), pH, T (°C), log(aCa), log(aMg), log(aNa), log(aCl), log(aK) and log(aSO4). The 

variance of these environments is explained for almost 62 % by a dimension (blue arrows, explains 

~35.22 % of variability) grouping the chemical species responsible for salinity as well as sulfates and 

by another dimension (red arrows, explains ~26.32 % of variability) characterising the carbonates 

contents, pH and temperature anticorrelated to the calcium and to a lesser extent magnesium contents. 
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 Hormis le fait que les solutions de formation des microbialites actuelles partagent la 

caractéristique d’être saturées vis-à-vis des ACC/MHC, d’autres paramètres de ces solutions 

diffèrent en moyenne des eaux où l’on ne trouve pas de microbialites. La figure S1.8 montre 

les distributions des logarithmes des principales espèces chimiques dissoutes et de l’indice de 

saturation vis-à-vis des ACC/MHC des environnements d’eau douce des bases de données EDI 

et GLEON en comparaison avec celles des environnements contenant des microbialites 

actuelles. La représentation de ces distributions montre que les concentrations en Mg, Na, Cl, 

K et sulfates, en plus de celles en Ca, DIC et du pH de la base de données des microbialites 

carbonatées sont en moyenne plus élevées que dans les lacs des bases de données GLEON et 

EDI. Pour autant, ce test, même s’il est statistiquement robuste au regard du nombre 

d’environnements considérés, ne compare les chimies des solutions de formation des 

microbialites actuelles qu’avec des solutions d’eau douce pour une grande partie localisées en 

Amérique du Nord. Une perspective serait d’élargir cette gamme de solutions de comparaison 

à d’autres régions du monde pour confirmer ces différences observées entre les environnements 

à microbialites et les autres. 
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Figure S1.8. 

Compared distributions of the logarithms of the main dissolved chemical species (and saturation 

index (SI) of ACC1/MHC) in North American (grey) vs. microbialite-hosting (coloured) lakes. (a) 

Magnesium logarithm, (b) sodium logarithm, (c) chloride logarithm, (d) potassium logarithm, (e) 

sulfates logarithm, (f) SI of ACC1/MHC. 
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 Mais on peut noter aussi que les solutions abritant des microbialites actuelles sont très 

diverses. Pour évaluer cette diversité, des classifications existent et peuvent être utilisées en tant 

qu’outils de comparaison, comme les diagrammes de Piper ou le classement défini par Boros 

et Kolpakova (2018). Dans cette dernière classification, les chimies des solutions se partagent 

en trois grandes catégories : "saline" pour les lacs dont les concentrations en calcium et en 

carbonates sont inférieures à 25 %, "soda-saline" pour les lacs dont les teneurs en Ca2+ et en 

DIC sont supérieures à ~25 %, où Na2+ est le cation dominant et où les carbonates ne sont pas 

les anions dominants, et "soda" pour les lacs dont les teneurs en Ca2+ et en DIC sont supérieures 

à 25 % et où Na2+ et les carbonates sont respectivement les cations et les anions dominants. Par 

conséquent, les types chimiques des environnements aqueux contenant des microbialites 

actuelles ont été déterminés selon l'approche de Boros et Kolpakova (2018) en les représentant 

dans des diagrammes ternaires Ca2+-Na++K+-Mg2+ et SO4
2--Cl--CO3

2-+HCO3
- (Fig. S1.9.a). 

Selon cette classification, 53 % des environnements abritant des microbialites sont salins, 23 % 

soda-salins et 24 % soda sur un total de 95 environnements pour lesquels toutes les 

concentrations ioniques majeures sont disponibles. Ainsi, dans l'ensemble, les eaux de 

formation des microbialites de la base de données couvrent une grande diversité de types 

chimiques d'eau. 

 D’autres types de représentations permettent de modéliser des chemins théoriques qui 

permettent d’expliquer l’évolution d’une composition chimique vers une autre, notamment par 

des processus comme l’évaporation. Ce sont notamment les modèles proposés par Hardie et 

Eugster (1970) qui permettent de simuler théoriquement des trajectoires que pourraient suivre 

certains environnements dans un contexte évaporitique. Pour estimer par exemple ce type 

d’évolution dans le cas des solutions abritant des microbialites et dans le but d’évaluer si 

certains de ces environnements pourraient être regroupés selon ces points communs, les 

solutions de la base de données avaient également été représentées dans un diagramme ternaire 

Mg2+-SO4
2--(HCO3

-+CO3
2-) (Deocampo et Jones, 2003) (Fig. S1.9.b). Dans ces diagrammes, 

les flèches rouges indiquent les évolutions chimiques attendues lors de l'évaporation et de la 

précipitation de la calcite et de la dolomite. Cette représentation a permis de montrer entre autres 

que de nombreux environnements salins abritant des microbialites pourraient résulter d'une 

évolution avancée d'une solution initialement riche en Ca2+/HCO3
2-. Cependant, il est aussi 

possible que plusieurs environnements salins aient eu un faible Ca2+/HCO3
- initial et se soient 

enrichis en sulfates. En revanche, pour les environnements de type soda-salin contenant des 

microbialites, la plupart pourraient a priori résulter de l'évolution d'une solution initialement 
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faible en Ca2+/CO3
2- et être restés relativement pauvres en sulfates. Dans l’ensemble, ces 

différentes représentations confirment avant tout que les environnements abritant des 

microbialites actuelles sont hydrochimiquement diversifiés. 

Figure S1.9. 

Ternary diagrams of microbialite environments. (a) Chemical types are assessed based on the 

approach of Boros and Kolpakova (2018). (b) Deocampo and Jones’ (2003) triangles that show 

chemical evolution of aqueous environments by evaporation and precipitation depending on their initial 

Ca2+/HCO3
− ratio (red arrows) between modern microbialite-hosting environments. 

Existence de microbialites dans des solutions sous-saturées vis-à-vis des ACC/MHC 

 Plusieurs solutions dans lesquelles des occurrences de microbialites ont été rapportées 

présentaient une sous-saturation vis-à-vis des ACC/MHC (Fig. 1.1). Les cas particuliers de ces 

environnements ont été passés en revue dans le corps de l’article, dans lequel les sources de ces 
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différences apparentes de saturation ont été expliquées. Entre autres, le fait que certaines des 

microbialites en question soient siliceuses, formées uniquement par piégeage d’argile, 

fossilisées ou soumises à des variations fréquentes de la pCO2 expliquent en partie ces sous-

saturations. Pour d’autres environnements représentés dans la figure S1.10 comme les lacs 

Pavilion, Joyce, Hoare ou les lagunes de Pastos Grandes, une variabilité chimique est présente 

soit sur plusieurs années par évaporation par exemple, soit de manière saisonnière, soit 

spatialement. De manière intéressante, les saturations vis-à-vis des carbonates varient 

principalement avec l’activité des ions carbonates dans les diagrammes de solubilités pour ces 

environnements, ce qui suggère que les fluctuations du DIC uniquement sont à l’origine de ces 

variations. Dans le cas des lacs Hoare et Joyce (Mackey et al., 2018), le DIC augmente selon 

un transect en profondeur et délimite potentiellement une profondeur-seuil de formation des 

microbialites. Dans le cas de Pastos Grandes, les solutions suivent une série d’évaporation à 

mesure de leur éloignement de la source de résurgence des eaux (Muller et al., 2023).   
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Figure S1.10. 

Plots of CO3
2− vs. Ca2+ activities for aqueous environments undersaturated with ACC on average. 

Different squares represent analyses at different times or different locations along the aqueous system. 

It appears that 73 % of these environments reach saturation with ACC at least once in the time and/or 

place of sampling; it is assumed the variability in their chemistry makes them outliers. 
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3.4. Perspectives d’interprétations géochimiques des environnements passés 

Figure S1.11. 

Geological evolution of the saturation index (SI) of seawater with respect to MHC/ACC1 adapted 

from the model by Kempe and Kazmierczak (1994). The Ks-ACC was derived from Kellermeier et al. 

(2014; ACC1). The black dashed horizontal line indicates saturation with MHC/ACC1. 

Modèle d’un déclin des microbialites Protérozoïque-Phanérozoïque lié à des variations 

hydrochimiques 

 Les microbialites ont subi plusieurs déclins en abondance et en diversité, dont un 

particulièrement marqué à la fin du Protérozoïque entre 0,7 et 0,8 Ga (Awramik, 1971). Deux 

modèles majeurs ont été proposés pour expliquer ce déclin. (i) D’une part, un scénario le relie 

à l’augmentation des métazoaires qui peuvent brouter et enfouir les microbialites en s’appuyant 

sur une covariance entre l’abondance de ces métazoaires et celle des microbialites (Garrett, 

1970 ; Walter et Heys, 1985). (ii) D’autre part, une exclusion compétitive par les algues associée 

à un changement majeur de l’hydrochimie auraient contribué à ce déclin (Fischer, 1965 ; 

Monty, 1973 ; Kempe et Kazmierczak, 1994). Notamment, l’hypothèse d’un océan 

Précambrien alcalin a été formulée sur la base d’arguments thermodynamiques, suivie par une 

diminution de l’alcalinité commençant au Protérozoïque, puis une modulation de cette alcalinité 
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dans les océans due à la réduction des sulfates (Kempe et Kazmierczak, 1994). Cette hypothèse 

soutient plutôt le deuxième scénario d’un changement hydrochimique majeur à l’origine du 

déclin des microbialites. Notamment, Kempe et Kazmierczak (1994) ont tracé une courbe de 

l’évolution théorique du SI de la calcite au cours des temps géologique, tamponné à 0,8 par la 

précipitation de CaCO3. Dans ce sens, comme nos données semblent indiquer un contrôle de la 

formation des microbialites par la saturation des solutions vis-à-vis des carbonates de calcium, 

nous avons retracé à partir du modèle de Kempe et Kazmierczak (1994) l’évolution de la 

saturation océanique vis-à-vis des ACC (Fig. S1.11). De manière intéressante, sur cette 

représentation spéculative, l'eau de mer aurait pu être saturée par rapport aux ACC/MHC depuis 

l’Archéen jusqu’à la fin du Protérozoïque (SI ACC = 0,12 à 0,01 environ) mais serait devenue 

fortement sous-saturée par rapport aux ACC/MHC après le Néoprotérozoïque (SI ACC de -0,3 

environ). On pourrait donc postuler que, suivant la théorie de Fischer (1965) et Monty (1973), 

des changements dans la chimie de l'eau de mer, peut-être à la fin du Protérozoïque, pourraient 

avoir causé le déclin des abondances de microbialites. De manière certaine, pour être validée, 

cette spéculation nécessiterait beaucoup d’autres contraintes supplémentaires sur la valeur du 

SI ACC dans les océans du passé. De plus, le contrôle de la chimie de l'eau par la précipitation 

des ACC comme condition nécessaire à la croissance des microbialites ne signifie pas que les 

communautés microbiennes et /ou d’autres paramètres biologiques n'ont eu aucun impact 

dessus. 

 Globalement, une meilleure compréhension des paramètres généraux qui conditionnent 

la formation des microbialites actuelles permettra potentiellement, par principe d’actualisme, 

de mieux comprendre les fluctuations dans l’abondance/la nature des microbialites au cours des 

temps géologiques. 
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4. Conclusions et perspectives 

 Dans ce premier chapitre, nous avons généralisé l’hypothèse d’une saturation de la 

solution vis-à-vis des carbonates de calcium amorphes et/ ou de la monohydrocalcite comme 

condition nécessaire à la formation des microbialites, via la construction et l’analyse d’une base 

de données. Cette base de données, en répertoriant les paramètres physico-chimiques de 140 

systèmes abritant des microbialites actuelles, a permis de mettre en place un modèle de 

saturation ajustable à l’avenir en fonction des nouvelles découvertes et analyses de microbialites 

qui auront lieu. Globalement, il est supposé qu’une fois les solubilités des ACC/MHC atteintes 

dans une solution, tout apport supplémentaire en carbone inorganique et/ou en calcium peut 

contribuer à la précipitation de carbonates, notamment sous formes de microbialites. Pour 

autant, les indices de saturation des différentes phases minérales carbonatées évoquées dans ce 

chapitre sont influencés par les concentrations et les flux d’autres espèces chimiques/ions 

comme les phosphates dissous ou le magnésium. Par exemple, il a été suggéré que des 

concentrations élevées en phosphates dissous peuvent inhiber la précipitation de carbonates de 

calcium anhydres cristallins et en conséquence augmenter les niveaux de saturation des 

solutions par rapport à ces phases (Pietzsch et al., 2022). Comme peu de données sont 

disponibles sur ces concentrations dans les solutions de formation des microbialites actuelles, 

il est difficile de déterminer si cette inhibition a un rôle majeur ou non dans la mise en place 

des niveaux de saturation de la solution en carbonates de calcium, et donc dans la formation des 

microbialites. Un autre intérêt de recenser de nombreuses données préalablement acquises sur 

un sujet d’étude donné, en l’occurrence les microbialites actuelles, est que ce type de travail 

peut mettre en évidence certaines lacunes dans l’acquisition de ces données de manière 

générale. Typiquement ici, cela a soulevé l’importance de mesurer entre autres les 

concentrations en phosphates dissous dans les milieux. De nombreuses autres données, parmi 

celles qui ont été répertoriées dans ce travail, apparaissent manquantes pour réaliser une méta-

étude détaillée des environnements de formation des microbialites actuelles. Entre autres, les 

concentrations des solutions en éléments traces, l’abondance des EPS dans les microbialites 

vivantes, le fait que les microbialites soient encore actives ou non dans un milieu donné, etc, 

constituent des informations qu’il pourrait être intéressant de connaître à l’avenir pour mieux 

caractériser la potentialité d’un milieu à accueillir des microbialites. 

 Dans ce chapitre, nous nous sommes focalisés uniquement sur les paramètres physico-

chimiques qui caractérisent les milieux de formation des microbialites actuelles. Pourtant, de 
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nombreuses études ont souligné la large gamme de communautés microbiennes, de leurs 

métabolismes et de leurs hétérogénéités spatiales dans les microbialites. L’hypothèse sur la 

saturation formulée ici suggère que certaines conditions physico-chimiques environnementales 

doivent être réunies au préalable pour permettre la participation des communautés microbiennes 

à la formation des microbialites. Par conséquent, cette hypothèse n’exclut pas l’impact des 

paramètres biologiques sur la formation des microbialites, ni la possibilité que certains de ces 

paramètres biologiques soient également une condition nécessaire à la formation des 

microbialites, dans le cas où la saturation vis-à-vis des ACC/MHC de la solution serait une 

condition nécessaire mais non suffisante. Une perspective à ce travail pourrait donc être de lister 

les analyses en métabarcoding/métagénomique qui ont déjà été faites sur des microbialites au 

cas par cas et effectuer sur ce groupement de données d’écologie microbienne le même type 

d’analyses statistiques que pour les paramètres physico-chimiques par exemple à l’échelle des 

classes/ordres procaryotes/eucaryotes, mais aussi à des échelles plus restreintes comme celle de 

la structure d’un biofilm. Ce type d’approche a déjà été utilisé sur un groupe de microbialites 

actuelles provenant de lacs de cratères mexicains. Notamment, Iniesto et al. (2021) ont montré 

qu’il existait un ensemble de taxons microbiens (core microbiome, 247 OTUs), partagé par 

l’ensemble des microbialites de ces lacs (cf introduction). Cela suggère que ce groupe de 

communautés microbiennes en particulier pourrait être impliqué dans la carbonatogenèse, et 

éventuellement constituer une autre condition nécessaire potentielle à la formation de 

microbialites dans ce type de milieu. Il serait intéressant de généraliser des analyses de la 

diversité microbienne à de nombreux autres cas de microbialites et de rechercher ce 

cœur microbien dans d’autres environnements. A partir de là, il serait théoriquement possible 

de spéculer, en fonction de la saturation de la solution et de la composition microbienne des 

microbialites, sur les natures nécessaires et/ou suffisantes des conditions chimiques et 

biologiques du milieu.  

 Enfin, les combinaisons des phases minérales présentes dans les microbialites reflètent 

en partie la physico-chimie du milieu, même si ces combinaisons sont les produits de nombreux 

autres facteurs environnementaux comme la nature du substratum géologique, la présence de 

biofilms et/ou de communautés planctoniques, etc. Ces combinaisons minéralogiques sont 

décrites au cas par cas en général, de même que pour les conditions physico-chimiques et 

biologiques, et sont données pour une large majorité des microbialites répertoriées dans la base 

de données. Pour autant, les relations entre les paramètres environnementaux et la composition 

chimique des phases minérales des microbialites sont complexes et difficiles à appréhender de 
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manière globale. Des analyses multivariées par exemple sur les phases minérales décrites en 

fonction d’autres paramètres environnementaux comme la composition des communautés 

microbiennes présentes, seraient intéressantes à faire en théorie afin de déterminer par exemple 

des conditions de formation de silicates ou de phosphates, moins répandus, dans les 

microbialites. 

 Toujours dans la continuité de ce travail où nous nous sommes intéressés aux 

microbialites actuelles, il pourrait également être pertinent d’établir une méta-analyse cette fois 

sur des microbialites anciennes. Cela permettrait de chercher les corrélations existantes ou non 

entre différentes caractéristiques des microbialites fossiles et de généraliser les observations 

nombreuses qui ont déjà été faites. Dans ce cas, les paramètres étudiés concerneraient en priorité 

des caractéristiques sédimentaires comme des traceurs géologiques/isotopiques. Cette question 

a fait l’objet d’un travail de thèse recensant les valeurs isotopiques d’un grand groupe de 

microbialites fossiles par Laurane Fogret (thèse). Plusieurs autres questions concernant la mise 

en commun et l’analyse de groupements d’observations faites au cas par cas sur des 

microbialites restent ouvertes. 

 Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés au système des carbonates de calcium 

puisque la plupart des microbialites sont carbonatées. Pour autant, les saturations des 

environnements abritant des microbialites qui ont été répertoriés dans la base de données 

peuvent aussi être modélisées dans des diagrammes de solubilités concernant (i) les carbonates 

de magnésium et (ii) les silicates. Concernant le premier cas, aucune tendance/corrélation n’a 

été observée entre la saturation des solutions vis-à-vis des carbonates de magnésium et la 

présence/absence de microbialites. Cela renforce l’hypothèse que les chimies des milieux 

contenant des microbialites sont dominées par les saturations vis-à-vis des carbonates de 

calcium bien que certains auteurs aient mis en avant l’influence de la concentration en 

magnésium sur la solubilité des carbonates de calcium (Mergelsberg et al., 2020). Dans le 

deuxième cas, comme très peu de microbialites ont une composition minéralogique dominée 

par des silicates de magnésium, ces milieux ont été exclus des analyses. Néanmoins, il pourrait 

être intéressant de comprendre de manière plus globale comment les saturations des solutions 

vis-à-vis des silicates influencent l’encroûtement des communautés microbiennes et dans quelle 

mesure ces silicates sont remplacés par exemple par des carbonates dans certains milieux (e.g. 

Alchichica ; Zeyen et al., 2015), donc dans quelle mesure ces deux systèmes de précipitation se 

concurrencent lors de la formation des microbialites. Ces questions sont aussi valables pour 

d’autres types de systèmes de phases minérales dans lesquels des microbialites pourraient se 
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former comme les phosphates ou les sulfates. Par exemple, il a été reporté la présence de 

microbialites phosphatiques sur une zone côtiére en Afrique du Sud, dans un environnement 

d’eau douce (Cape Recife, Büttner et al., 2020). De manière intéressante, ces microbialites 

permettent la précipitation alternative de carbonates de calcium et de phosphates de calcium 

associés à des structures biogéniques. De même, d’autres microbialites actuelles qui se forment 

plutôt dans des environnements évaporitiques sont aussi composées au moins très partiellement 

de sulfates de calcium comme le gypse (Debrie et al., 2022). 

 Enfin, et pour terminer, la mise en place et les analyses d’une base de données 

répertoriant des environnements contenant des microbialites actuelles ont permis de renforcer 

l’hypothèse que la saturation de la solution vis-à-vis des ACC/MHC est une condition 

nécessaire à la formation de microbialites carbonatées, mais laissent ouvertes de nombreuses 

questions sur de potentiels autres paramètres contrôlant les milieux de leur formation. 
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1. Introduction 

 Dans le chapitre précédent, nous avons vu qu’il existait un grand nombre d’occurrences 

de microbialites actuelles se formant dans une grande diversité d’environnements en termes de 

salinité, composition chimique des eaux, climats etc. Les interprétations faites des signaux 

portés par les microbialites fossiles pourront profiter d’une meilleure évaluation de cette 

diversité. En effet, cela permettra de mieux comprendre quels principes/observables sont 

éventuellement universels, partagés par toutes ces microbialites, et lesquels en revanche sont 

plus dépendants de situations locales. Cependant, on constate aussi que malgré toute cette 

diversité chez les microbialites actuelles, nous ne disposons pas ou peu de microbialites se 

formant dans des conditions anoxiques (un cas reporté pour des microbialites se formant près 

de sources de méthane ; Himmler et al., 2018). Or, les microbialites anciennes, celles de 

l’Archéen et une bonne partie de celles du Protérozoïque, se sont formées dans des eaux 

anoxiques, parfois en conditions euxiniques. Ceci limite par conséquent notre compréhension 

de certains processus biologiques et/ou géochimiques qui ont pu être impliqués dans la 

formation des microbialites anciennes. La découverte de microbialites actuelles dans les lacs 

d’Alchichica et d’Atexcac, exposées de manière saisonnières à des eaux anoxiques/euxiniques, 

nous offre ainsi une opportunité précieuse de nous interroger sur la façon dont elles fonctionnent 

lors de ces épisodes, et ce qui peut être enregistré au sein de la partie minérale par rapport à ces 

conditions. C’est ce dernier point qui sera l’objet de ce chapitre, rédigé sous la forme d’un 

article à soumettre. 

 Par définition, une solution est euxinique lorsqu’elle est anoxique et qu’elle contient des 

sulfures d’hydrogène (Lyons et al., 2009 ; Kemp et al., 2009). Actuellement, ces milieux 

lacustres sont localisés et rares. Il est estimé par exemple à partir d’analyses Fe-S-Mo de roches 

silicoclastiques que moins de 0,5 % des fonds marins sont euxiniques, avec deux exemples 

majeurs comprenant la mer Noire et le bassin de Cariaco au Venezuela (Lyons et al., 2009). 

Certains fjords en Norvège ou au Danemark contiennent aussi des eaux euxiniques du fait d’un 

échange restreint avec l’océan (Meyer and Kump, 2008). Plus globalement, comme la 

concentration totale en sulfates dissous dans un système aqueux reflète en théorie sa capacité à 

devenir sulfureux ou euxinique en conditions anoxiques, on peut s’attendre à retrouver des 

conditions euxiniques dans l’hypolimnion de lacs redox-stratifiés riches en sulfates. 

Notamment, plusieurs caractéristiques sont partagées par les environnements stratifiés actuels 

dont l’hypolimnion est euxinique : par exemple, ils sont en général profonds et peuvent 
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présenter une covariance entre les concentrations en phosphate dissous et en sulfures 

d’hydrogène dissous en profondeur (expliquée globalement par une réduction des oxydants et 

une libération d’hétéroatomes à partir de molécules organiques comme S, N et P dans la zone 

anoxique) (Meyer and Kump, 2008 ; Ozaki et al., 2011). 

 L’euxinie impose donc deux conditions de départ à la colonne d’eau : (i) une restriction 

en oxygène (permanente ou temporaire selon le mode de stratification de la colonne d’eau) et 

(ii) un cycle du soufre particulièrement développé pouvant prévaloir sur ceux d’autres éléments. 

Le paramètre (i) entraîne des conditions réductrices en profondeur. Des éléments comme le fer, 

le manganèse, l’uranium, le vanadium, ou le soufre peuvent précipiter sous leurs formes 

réduites. L’utilisation de la pyrite sédimentaire (texture, contenu en terres rares) comme proxy 

de conditions euxiniques/anoxiques, en parallèle d’autres proxy, a été répandue (Emmings et 

al., 2022 ; Large et al., 2022 ; Large et al., 2014). Les communautés microbiennes anaérobies 

utilisent des accepteurs d’électrons alternatifs au dioxygène comme les nitrates, le 

manganèse(IV), le fer(III) ou les sulfates selon le potentiel redox de l’environnement, qui lui-

même varie avec la profondeur dans la colonne d’eau (Canfield et Thamdrup, 2009). Ainsi, les 

traces de la réduction de ces éléments peuvent donner des informations sur les conditions 

d’oxygénation du milieu. Ces « traces » se présentent dans l’enregistrement sédimentaire 

comme des phases minérales spécifiques (e.g., hydroxydes de fer(II) comme les rouilles vertes, 

oxydes de Fe(II) et Fe(III) comme la magnétite, carbonates de fer(II) et/ou de manganèse(II)) 

et/ou un enrichissement en ces espèces réduites dans des phases minérales composées 

principalement d’autres éléments (e.g., du Mn(II) ou Fe(II) dans la calcite). Pour autant, ces 

éléments, souvent des métaux de transition, ne sont pas forcément disponibles dans les milieux, 

ce qui rend alors cette source d’information inopérante. 

 (ii) Les paramètres bio-géochimiques d’un milieu euxinique sont également influencés 

par le cycle du soufre global, et notamment la présence de sulfures. Le soufre existe sous de 

nombreux états d’oxydation allant de (-2) à (+6) ; de fait, son cycle géochimique est complexe 

et a un rôle majeur dans le fonctionnement des colonnes d’eau. Bien que présent dans la 

structure de nombreuses protéines (notamment dans les acides aminés cystéine et méthionine ; 

Canfield, Kristensen et Thamdrup, 2005) et étant un élément nutritif essentiel pour les 

organismes, le soufre peut devenir toxique pour certains êtres vivants à partir d’un certain taux 

et sous certaines formes (Luo et al., 2018). Cet élément rentre majoritairement sous forme de 

sulfates dans les lacs, et participe à de nombreux types de réactions, notamment des réactions 

d’oxydo-réduction catalysées par les microorganismes. Ces processus consistent globalement 
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en des réductions dissimilatrices et assimilatrices, de l’oxydation et de la disproportionation. 

La sulfato-réduction est considérée comme une étape majeure du cycle du soufre dans les lacs 

et conduit par exemple à la formation de polysulfures après une réoxydation intermédiaire (Luo 

et al., 2018 ; Eckert et al., 2015). Même si celle-ci a lieu majoritairement dans les zones 

anoxiques comme les interfaces eau-sédiments avec un potentiel redox très négatif ou alors au 

niveau de l’oxycline, certaines bactéries sont aussi capables de réduire le soufre dans des zones 

oxygénées (Zamana et Borzenko, 2011). Dans les milieux stratifiés, les formes du soufre 

fluctuent en fonction des variations (saisonnières en particulier) des réactions redox 

éventuellement catalysées par la biologie. Par exemple, les sulfures peuvent être oxydés en 

soufre élémentaire ou sulfites par des bactéries chimiotrophes et phototrophes dans les zones 

oxiques et anoxiques. Ces réactions multiples mènent à la formation d’espèces chimiques 

dissoutes, de colloïdes, de complexes, ou de phases minérales plus ou moins caractéristiques de 

l’euxinie. 

 Globalement, l’euxinie définit donc un état complexe de la colonne d’eau et est 

susceptible d’être enregistrée par les phases minérales lors de leur précipitation à partir des 

éléments réduits et/ou sulfidiques disponibles. C’est pourquoi il est possible d’envisager que 

les microbialites fossiles formées dans des conditions d’anoxie et/ou d’euxinie aient été 

modifiées par ces conditions. Dans quelle mesure ces microbialites ont des 

minéralogies/biologies différentes de celles qui se sont formées dans des conditions oxiques, et 

comment ces modifications ont été conservées au cours du temps, restent des questions 

ouvertes. Une approche pour trouver des éléments de réponse est d’étudier des analogues 

actuels, c’est-à-dire des microbialites formées dans des conditions euxiniques. Dans ce cadre, 

nous nous sommes intéressés spécifiquement aux microbialites prélevées en profondeur du lac 

Alchichica, au Mexique. 

 Comme précisé dans la partie « matériel d’étude et méthodes », le lac Alchichica se 

stratifie d’environ avril à octobre, ce qui s’accompagne de modifications de la physico-chimie 

de la colonne d’eau. Pendant la période de mélange en hiver, les eaux de surface oxygénées du 

lac sont refroidies par l’atmosphère et entraînées en profondeur du fait de leur plus grande 

densité, impliquant le mélange du dioxygène dissous dans toute la colonne d’eau. En été, les 

eaux de surfaces sont réchauffées et deviennent moins denses, ce qui entraîne une stratification 

de la colonne d’eau à partir d’une certaine profondeur. Parallèlement, les mécanismes de 

respiration consomment le dioxygène dissous disponible jusqu’à ce que, à un certain point, 

l’anoxie stricte soit atteinte en profondeur dans l’hypolimnion. La stratification du lac sépare 
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donc une masse d’eau oxygénée de surface d’une masse d’eau anoxique en profondeur. De plus, 

les analyses chimiques de la colonne d’eau ont montré que la concentration en soufre dissous 

est élevée dans le lac Alchichica (entre ~10 et ~12 mM en moyenne sur une année) en 

comparaison d’autres colonnes d’eau de lacs mexicains de la même zone comme Atexcac (~3 

mM). Bien que les concentrations en sulfures dissous n’aient pas été déterminées à Alchichica, 

leur odeur présente lors de l’échantillonnage de la colonne d’eau profonde a clairement attesté 

de leur présence. Par conséquent, le lac Alchichica a été considéré ici comme saisonnièrement 

euxinique en profondeur. 

 Ainsi, un premier objectif était de comprendre si l’euxinie saisonnière du lac Alchichica 

peut être enregistrée par les microbialites ? Si c’est le cas, quels en sont les indicateurs dans la 

minéralogie ? Pour trouver des éléments de réponses à ces questions, nous nous sommes 

focalisés sur l’analyse des espèces du soufre dans la composition minéralogique des 

microbialites.  
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Abstract 

 Modern microbialites have been often used as models to interpret paleoenvironmental 

information carried by ancient microbialites. However, most modern microbialites grow under 

oxic conditions, hence offering limited analogy for the most ancient microbialites that formed 

under anoxic and sometimes sulfidic conditions. Modern carbonate microbialites forming under 

seasonal sulfidic anoxic conditions were recently discovered at depth in Lake Alchichica, 

Mexico, while shallower microbialites experience oxic conditions only. Here, we studied sulfur 

speciation in these microbialites down to the submicrometer scale, using synchrotron-based X-

ray absorption near-edge structure spectroscopy (XANES) coupled with laboratory X-ray 

fluorescence mapping (XRF) and scanning electron microscopy (SEM) with energy dispersive 

X-ray spectrometry (EDXS).  First, we detected pervasive sulfur in shallow and deep 
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microbialites. Second, sulfur speciation varied depending on the sampling depth: while 

carbonate associated sulfates (CAS) possibly associated with organic sulfur compounds were 

found at all depths, more reduced sulfur species appeared to be enriched in the aragonitic layers 

of deep microbialites, in association with biogenic structures remnants. These variations in 

sulfur speciation recorded in modern microbialites show that they do not form under oxic 

conditions only but also during seasonal anoxic periods. Moreover, this suggests that sulfur 

speciation in microbialites, if preserved over time, may be used as a proxy to infer past redox 

conditions.  

  



Chapitre I1-Enregistrements de l’euxinie de la colonne d’eau dans les microbialites profondes du lac Alchichica 

 

134 
 

Introduction 

 Microbialites are organo-sedimentary rocks formed by benthic microbial communities 

that induce/influence/control mineral precipitation and/or by the trapping/binding of detrital 

sediments (Burne and Moore, 1987). They occur abundantly in the geological record, from the 

oldest ones dating back to the Archean era and being among the oldest traces of life (Allwood, 

2006), to the most recent ones forming currently in a wide range of aqueous environments 

(Caumartin et al., 2023). As these emblematic objects record at least partly the geochemical 

and biological conditions under which they grow, they constitute interesting archives to 

reconstruct paleoenvironments. 

 Redox conditions in the oceans have dramatically changed over geological time through 

successive events of anoxia and euxinia (Lyons et al., 2009; Canfield et al., 2008) until full 

oxygenation conditions nowadays. Particularly, it was estimated that before ~2.5 Ga, oxygen 

was absent of the atmosphere and oceans (Shaw, 2008; Meyer and Kump, 2008). Before this 

period until 1.8 Ga, some redox proxies such as banded iron formations (BIFs), redox-sensitive 

mineral phases (e.g. uraninites, siderites, pyrites), cerium anomalies or isotopic fractionations 

(e.g. sulfur) suggest that dissolved iron was more abundant than sulfate resulting in anoxic and 

ferruginous conditions (Canfield et al., 2008). Sometimes after the emergence and 

diversification of cyanobacteria, a transition towards higher oxygen conditions occurred in the 

atmosphere and shallow oceans (Great Oxygenation Event, GOE) (Lyons et al., 2014; Raiswell 

and Canfield, 2012). Canfield et al. (2008) argued that instead of being totally oxygenated, the 

deep ocean became euxinic until glacial events beginning at 0.7 Ga (Lyons et al., 2009). Then, 

during the early Phanerozoic, ferruginous anoxic periods interspersed by euxinic periods 

prevailed in the deep ocean, before reaching the oxygen values currently known (Lyons et al., 

2009). Several Phanerozoic biotic crises such as the end-Permian extinction are attributed to 

these episodical euxinic events in the ocean (Meyer and Kump, 2008). Moreover, mineral 

species diversified considerably after the establishment of oxidizing conditions in the 

atmosphere, rising from around 1,500 to 4,000 in number (Hazen et al., 2008). Therefore, 

oxygen level variations during geological times appear critical for the establishment and 

diversification of mineral-living interactions. Microbialites, since they record geochemical and 

biological environmental fluctuations, might offer an interesting paleoenvironmental archive 

which could provide details of local variations in oxygenation. However, this requires to 

understand how such variations might be recorded by microbialites. The oldest microbialites 
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were probably formed under conditions different in terms of oxygenation compared with most 

modern microbialites (e.g. oxic environment). For example, organisms such as anoxygenic 

phototrophs may have played a major role in their formation, using chemical species alternative 

to oxygen as electron donor, which contrasts with some modern microbialites where 

cyanobacteria appear to be more important (Bosak et al., 2007; Visscher et al., 2020). This 

questions the possibility to use modern microbialites from oxic environments as pertinent 

analogues of ancient microbialites which formed in anoxic or euxinic environments to derive 

any relationship between oxygenation conditions and what is geochemically recorded in these 

rocks. This is why we need case studies of modern microbialites forming under anoxic or 

euxinic conditions.  

 Here, we studied modern microbialites found at different depths, including some located 

down to 40 m, in the alkaline Lake Alchichica, Mexico. This lake is monomictic and stratifies 

seasonally with an oxycline oscillating between ~20 and ~36 m. The hypolimnion (bottom 

water column) becomes anoxic from ~April to ~October. Moreover, Lake Alchichica water 

column contains a relatively high concentration of sulfur, between 10 and 12 mM, creating 

seasonal euxinic conditions at depth (Muller et al., 2023). Overall, this shows that deep 

microbialites in Lake Alchichica experience seasonal euxinic conditions. Following that, we 

wonder if these deep microbialites record anoxic periods in their mineral assemblages, and how 

to identify these traces. We particularly compare the speciation of sulfur in deep microbialites 

with that in shallow microbialites, which grow under permanent oxic conditions. To this end, 

we combined scanning electron microscopy coupled with energy-dispersive X-ray 

spectroscopy (SEM-EDXS) analyses with synchrotron-based X-ray fluorescence (Synchrotron 

Radiation (SR)-XRF) mapping and X-ray absorption near-edge structure (XANES) 

spectroscopy at the sulfur K-edge.  
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Materials and methods 

Alchichica lake geochemical settings 

 Lake Alchichica (19°24’49.45’’N et 97°24’11.25’’W) is a crater lake located in the 

Neogene-Eocene Trans-Mexican volcanic belt (TMVB) in the Serdán-Oriental Basin of central 

Mexico at an altitude of 2,326 m (Ferrari et al., 2012; Zeyen et al., 2021; Chako-Tchamabé et 

al., 2020). It is an oligotrophic endorheic lake mainly fed by rain and groundwater inflows 

(Zeyen et al., 2019). Alchichica presents the highest alkalinity/salinity concentrations among a 

series of Mexican lakes (including Atexcac, Quechulac, La Preciosa, Aljojuca, and Tecuitlapa) 

that spread along an alkalinity/salinity gradient (Zeyen et al., 2017). The lake physico-chemical 

parameters have been analyzed since at least 1941, showing that Alchichica is a monomictic 

lake, becoming seasonally stratified with one mixing event per year during winter. Its water 

column becomes anoxic below 30-36 m, usually from April to October (Alcocer et al., 2022). 

Moreover, Lake Alchichica is particularly well known for harboring modern microbialites, 

forming a carbonate reef along its shores. 

Microbialite and water samples 

Microbialites samples 

 Alchichica microbialites were collected during two field campaigns conducted in May 

2019 and October 2022 in the northern part of the lake. Five depths were sampled in 2022 at 3, 

10, 20, 30 and 40 m. Three of these samples were more particularly analyzed here: those 

collected at 10, 30 and 40 m (Tableau A2.1, Annexes). Moreover, four samples collected during 

the 2019 field campaign at 5, 10, 20 and 40 m depth were also analyzed. All microbialites were 

collected by divers. The water column of Lake Alchichica was anoxic (i.e., dissolved oxygen 

below detection limit) at depths below 36 m in 2022 and 23 m in 2019. The chemical and 

mineralogical compositions of shallow Lake Alchichica microbialites have been well studied 

by Zeyen et al., (2019, 2021). They are mainly composed of carbonates, with a dominant 

hydromagnesite (Mg5(CO3)4(OH)2.4H2O)-aragonite (CaCO3) assemblage for shallow 

microbialites and hydromagnesite-aragonite-huntite (CaMg3(CO3)4) for microbialites deeper 

than 20 m (Caumartin et al., in prep.). We assume that all the microbialites analyzed here were 

living at the time of sampling as they were covered by a living biofilm. 
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Water samples 

 Samples of the water column were collected during the two field campaigns in May 

2019 and October 2022. A Niskin bottle was used to collect them from a boat anchored close 

to the center of the lake (Tableau A2.2, Annexes). Measurements of temperature (+/- 0.01 °C), 

pH (+/- 0.1 pH unit), O2 (+/- 0.1 mg.L-1) and conductivity (+/- 0.001 mS.cm-1) depth profiles 

were carried out in situ using an YSI Exo2 multiparameter probe. In parallel, labels added to 

the rope every meter from the Niskin bottle allowed to assess the depth of sampling and these 

depths were checked using the depth gauge of a dive watch attached to the bottle. Twenty-four 

water samples were collected at different depths between 0 and 60 m. They were filtered a few 

hours after collection through 0.2 μm polyethersulfone (PES) filters and kept in sterile tubes for 

chemical analyses. For each depth, 6 mL of filtered water were acidified with 2 % nitric acid 

for ICP-AES analyses. The remainder was not acidified and used for major anion analyses by 

ion chromatography. Twelve-milliliter-exetainer tubes were further filled with filtered solutions 

for dissolved inorganic carbon (DIC) measurements. In order to assess the seasonal variations 

of the water column oxygenation in Lake Alchichica at different depths with a more statistically 

representative dataset, dissolved oxygen concentration values recorded since 1980 were 

compiled from the literature.  

Methods 

Chemical analyses of water solutions 

 The water chemistry data of the water column of Lake Alchichica were measured from 

samples collected during two field campaigns in May 2019 and October 2022. All chemical 

analyses of Lake Alchichica solutions were carried out at the Institut de Physique du Globe de 

Paris (Tableau A2.2, Annexes). Concentrations of major and minor cations (Na2+, K+, Ca2+, 

Mg2+, Al3+, B3+, Ba2+, Cu2+, Fe2+, Li+, Mn2+, Sr2+, Zn2+, Ti2+) were measured with inductively 

coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES). Concentrations of major anions (F-, 

Cl-, NO3
2-, PO4

3- and SO4
2-) were measured with ion chromatography. DIC measurements were 

performed using an analytical Precision 2003 gas chromatography isotope-ratio mass 

spectrometry (GC-IRM) for the 2019 and 2022 samples, following the protocol described in 

Assayag et al. (2006). 
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Bulk chemical analyses of microbialites 

 Between 1.5 and 2 g of the microbialite samples were crushed and powdered in an agate 

mortar. Major and minor element compositions were measured by the Service d'Analyse des 

Roches et Minéraux (SARM, Centre de Recherches Pétrographiques et Géochimiques, Nancy, 

France). After alkali fusion of rock samples with LiBO2 followed by dissolution in HNO3, major 

element analyses were performed using an ICP-AES ICap 6500 (Thermo Fischer). The 

uncertainties were between 2 % and 25 % on the major element measurements and between 5 

and 20 % for the minor element measurements, depending on their concentrations. Bulk 

analyses of organic carbon were carried out by decarbonation with 2 % H2O+HCl using a 

carbon-sulfur elemental analyzer (HORIBA EMIA320V2). Bulk analyses of total carbon and 

sulfur were performed on the same analyzer using a second fraction of the sample, but without 

the decarbonation phase. 

Preparation of thin and thick sections 

 The three microbialites sampled at 10, 30 and 40 m depth in October 2022 were 

impregnated by LR-white resin, then cut into petrographic thin sections measuring ~30 µm in 

thickness by the Bourgogne Lithologie service in Dijon. In parallel, slabs from the same three 

microbialite samples but not impregnated with resin were cut and polished with a mechanical 

polisher EM TXP using successively 15.3, 9, 3, 2 and 0.5 µm abrasive pastes under a stream of 

milli-Q water. These polished thick sections measured between 5 to 7 mm in thickness. They 

were all rinsed in ultrasonic baths with milli-Q water. 

Scanning electron microscopy and energy-dispersive X-ray spectrometry (SEM-EDXS) 

 The three thick non-resin-embedded sections were mounted on aluminum SEM stubs 

using double-sided carbon tape. They were further carbon-coated. SEM and EDXS analyses 

were conducted using a Zeiss Ultra 55 field emission gun SEM at IMPMC. Backscattered 

electron images were obtained using an accelerating voltage of 15 keV, a working distance of 

~7.5 mm and an aperture of 60 µm, at high current, using an angle selective backscattered (AsB) 

detector. A Bruker EDS QUANTAX detector was used to determine the elemental 

compositions of selected areas of the samples by energy-dispersive X-ray spectrometry 

(EDXS). The EDXS elemental maps were semi-quantified using the ESPRIT software (Bruker) 

using the Pb-ZAF method (Pouchou and Pichoir, 1991). 
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Laboratory X-ray fluorescence spectroscopy (XRF) 

 Elemental maps of major and trace elements were acquired for the thin sections of the 

10-, 30- and 40-m deep microbialites using a Bruker M4 Tornado XRF spectrometer at the 

Laboratoire Géosciences Océan in Brest. Measurements were achieved using an X-ray 

excitation energy of 50 kV and a current of 600 µA, under a 20-mbar vacuum. Areas were 

scanned with a spot size of 20 µm, over a total area of 2000 x 1500 pixels, i.e. ~4 x 3 cm2. The 

dwell time was set at 5 ms per pixel and each scan lasted for over 4 hours for each of the three 

samples. 

Micro-X-ray fluorescence mapping and X-ray absorption near-edge structure (XANES) 

spectroscopy at the sulfur K-edge 

 XANES and SR-XRF measurements were conducted on the 10, 30 and 40-m-deep 

microbialites on the ID21 beamline at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in 

Grenoble. Samples were transferred to the microscope maintained under a vacuum of 10-6 bar. 

X-rays were monochromatized using a Si(111) crystal monochromator. The beam size was 0.67 

µm x 0.44 µm and the photon flux was about 109-1010 photons.s-1. X-ray fluorescent maps were 

acquired using an incident beam at ~2.5 keV. X-ray fluorescence emission spectra were 

recorded using a silicon drift diode (SDD) detector with a dwell time between 0.1 and 0.2 s 

without attenuator. Phosphorus SR-XRF maps were also obtained over the same areas as the 

sulfur maps. The scanned areas measured between 25 µm x 60 µm and 500 µm x 500 µm with 

a spatial resolution between 0.4 and 4 µm/pixel. Moreover, the energy of the incident X-ray 

beam was tuned over a 2.47-2.51 keV range with an increment of 0.25 eV to measure XANES 

spectra at the sulfur K-edge. The energy calibration was achieved based on the white line of a 

gypsum (CaSO4) standard at an energy of 2.482 keV. 

XANES and SR-XRF data processing 

 The sulfur K-edge XANES spectra were analyzed using the Athena software. All spectra 

were aligned to the gypsum white line at 2.482 keV. The edge jump of each spectrum was 

normalized to 1 after fitting the baseline of the pre-edge at zero. Then, spectra were all modelled 

using peak fitting by spectrum deconvolution.  We used two arctangent step functions to fit the 

edge jump, following the method described by Einsiedl et al. (2007). Each peak was fitted with 

a Pseudo-Voigt function (Wiltfong et al., 2005 ; Vogt et al., 2023). Specifically, one or two 

pseudo-Voigts were needed to correctly fit the sulfate peak. Overall, this fitting provided 
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relative quantifications (i.e. that can be compared between microbialites) of the different S-

species.  

 The SR-XRF maps were processed using the PyMca software. All the sulfur SR-XRF 

maps are presented here with the exact same conditions including brightness/contrast ratio and 

gain. The intensity distributions (histograms) of the elemental maps were extracted using the 

ImageJ software. 
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Results 

Water column 

 The annual mean temperature of Lake Alchichica water column is ~16 °C (Alcocer et 

al., 2022). The bulk chemistry of Lake Alchichica water column at varying depths has been 

well documented since at least 1998 (Alcocer et Lugo, 2003; Sanchez-Medina et al., 2016; 

Kaźmierczak et al., 2011; Bautista-Reyes et al., 2012; Valdespino-Castillo et al., 2014; 

Alcántara-Hernández et al., 2022; Vilaclara et al., 2022; Alcocer et al., 2022; Zeyen et al., 2021; 

Muller et al., 2023; Havas et al., 2023; Caumartin et al., in prep.). In particular, the record of 

dissolved dioxygen concentrations shows that Lake Alchichica water column stratifies 

seasonally each year between ~April and ~October and anoxia is reached under a depth varying 

between 20 and 30 m (Fig. 2.1). Anoxia occurs every year since at least 1998. 

Figure 2.1. 

Variations of dissolved oxygen concentration (mg.L-1) in the water column of Lake Alchichica as 

a function of time (from 1998 to 2022). These variations are shown for five different depths: 0 m (a), 

10 m (b), 20 m (c), 30 m (d) and 40 m (e). Data are from Alcocer and Lugo (2003), Sanchez-Medina et 
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al. (2016), Kaźmierczak et al. (2011), Bautista-Reyes et al. (2012), Valdespino-Castillo et al. (2014), 

Alcántara-Hernández et al. (2022), Vilaclara et al. (2022) and in situ measurements from the 2019 and 

2022 field campaigns in Mexico. 

 Consistently, Lake Alchichica water column was anoxic at the depths where we 

collected some of the microbialite samples in May 2019, corresponding to the early 

stratification period and in October 2022, corresponding to the late stratification period (Fig. 

2.2). The concentrations of major cations and anions were also measured at the same time as 

deep microbialite collection during the 2019 and 2022 field campaigns (Tableau A2.2, 

Annexes). The pH was estimated to ~9.2 +/- 0.1 (over the whole water column and the two 

collection times) and the dissolved inorganic carbon (DIC) was high, at around 36 +/- 0.05 mM 

in 2022. The dissolved Mg and Ca concentrations were measured at 18.1+/- 0.26 mM and 0.22 

+/- 0.005 mM, respectively. Overall, the water column at all depths was supersaturated with 

respect to calcium and magnesium carbonate phases such as aragonite, hydromagnesite and 

huntite.  

Figure 2.2. 

Depth profiles of the dissolved oxygen concentration in the Lake Alchichica water column (in 

mg.L-1; precision at 0.1 mg.L-1) with associated sampled microbialites. (a) O2 profile during early 

stratification in May 2019. The anoxic bottom layer of the water is colored in light blue. (b) O2 profile 

during late stratification in October 2022. The anoxic bottom layer of the water is colored in dark blue; 

(c) Thick section photograph of a microbialite sampled at 10 m depth; (d) Thick section photograph of 

a microbialite sampled at 30 m depth; (e) Thick section photograph of a microbialite sampled at 40 m 

depth. 
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 Last, the water column sulfur concentration was also measured in May 2019 and 

October 2022, together with the dissolved iron content (Fig. 2.3). S and Fe concentrations were 

relatively constant over depth, with mean values reaching 10.35 mM and 0.72 µM respectively, 

and some decrease for both elements and both field campaigns below the oxycline. Some 

variations of Fe were observed in 2022 with a peak at 7.42 µM just above the oxycline. 

Although the sulfide concentration was not measured, the characteristic smell of H2S was 

clearly present for the water samples collected below 30 m depth in 2022.  

Figure 2.3. 
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Sulfur and iron depth profiles in Lake Alchichica depending on the sampling period (in mg.L-1). 

(a) Sulfur depth profile during early stratification in May 2019. The anoxic bottom layer of the water is 

colored in light blue; (b) Sulfur depth profile during late stratification in October 2022. The anoxic 

bottom layer of the water is colored in dark blue; (c) Iron depth profile during early stratification in May 

2019. The anoxic bottom layer of the water is colored in light blue; (d) Iron depth profile during late 

stratification in October 2022. The anoxic bottom layer of the water is colored in dark blue. 

Bulk chemical and mineralogical analyses 

Figure 2.4. 

General appearance of the three Lake Alchichica microbialite samples studied. (a) Picture of the 

10 m-deep microbialite sample collected in October 2022; (b) Picture of the 30 m-deep microbialite 

sample collected in October 2022; (c) Picture of the 40 m-deep microbialite sample collected in October 

2022; (d) Thick section picture of the 10-m-deep microbialite sample of the image a showing two main 

phases (arrows): aragonite on the edges of the microbialites and hydromagnesite deeper in the 

microbialite; (e) Thick section picture of the 30-m-deep microbialite sample of the image b showing a 

mixture between hydromagnesite, aragonite and huntite; (f) Thick section picture of the 40-m-deep 

microbialite sample of the image c showing aragonite on the edges of the microbialite and oxidized 

lamina in the middle and otherwise a mix between hydromagnesite and huntite phases; (g) Bulk average 

sulfur content (%wt) of the 10-m-deep microbialite sample; (h) Bulk average sulfur content (%wt) of 

the 30-m-deep microbialite sample; (i) (g) Bulk average sulfur content (%wt) of the 40-m-deep 

microbialite sample. 
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 The three microbialites analyzed in this study were collected in 2022 at 10 m (oxic water 

column), 30 m (close to the oxycline) and 40 m (seasonally anoxic water column) in depth (Fig. 

2.1). The three samples showed marked differences in color (Fig. 2.4). The shallowest, at a 

depth of 10 m, was covered by a green biofilm. The sample from the 30 m depth (close to the 

oxycline in October 2022) showed a dark surface covered by a red biofilm. Finally, the deepest 

sample (40-m-deep) showed a black surface that change to light grey on exposure to air and 

was also covered by thin red biofilms. The mineralogical compositions of the three 

microbialites as attested by X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared (FTIR) 

spectroscopy, were: aragonite and hydromagnesite for the 10-m-deep sample, aragonite, 

hydromagnesite and huntite for the 30-m and 40-m deep samples (Fig. A2.1a, -b, -c, Annexes). 

Last, no correlation was identified between the depth of sampling and the bulk chemical 

composition of microbialites (Fig. A2.1d, Annexes). Alchichica microbialites at all depths 

contained sulfur but at a relatively low concentration (Fig. 2.4g, -h, -i; 0.035 ± 0.002 wt%, on 

average). In addition, the organic carbon content of the microbialites did not vary according to 

the depth and was relatively low with an average content of 0.17 ± 0.008 wt% (Tableau A2.1, 

Annexes). 

Laboratory-based XRF analyses of microbialite thin sections 

 The thin sections of the three microbialites collected at 10, 30 and 40 m were scanned 

by laboratory-based XRF to assess the sulfur spatial distribution within microbialites (Fig. 2.5). 

This supported the bulk sulfur detection in Alchichica microbialites. Moreover, XRF maps 

showed that sulfur was preferentially distributed at the outer rims for all microbialites, in 

correlation with the distribution of aragonite. By contrast, the signal was relatively low in 

hydromagnesite, composing the bulk mass of the microbialites. Last, sulfur seemed to be more 

widespread in abundance in deep microbialites (30 and 40 m depths) compared with the shallow 

one, where it was located only in aragonite on the edges of the sample.  
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Figure 2.5. 

Comparison between the optical microscopy images and laboratory-XRF sulfur maps measured 

on thin sections of Lake Alchichica microbialites collected in October 2022 at different depths. 

The following abbreviations were used for the mineral phases : A for aragonite, H for hydromagnesite 

and Hu for huntite; (a) Thin section image of the 10-m-deep microbialite sample showing aragonite on 

the edge of the microbialite and different areas of deeper hydromagnesite; (b) Thin section image of the 

30-m-deep microbialite sample where patches of aragonite are localized within a larger area of a 

hydromagnesite-huntite mixture; (c) Thin section image of the 40-m-deep microbialite sample showing 

aragonite on the edges of the microbialite, deeper layers of hydromagnesite and huntite patches; (d) 

Laboratory-XRF sulfur map of the 10-m-deep microbialite sample showing a little amount of sulfur only 

on the edges of the microbialite (corresponding to the aragonitic area); (e) Laboratory-XRF sulfur map 

of the 30-m-deep microbialite sample showing sulfur areas co-localized with aragonite, and a little part 

in hydromagnesite; (f) Laboratory-XRF sulfur map of the 40-m-deep microbialite sample showing 

sulfur on the outer rim of the microbialite and a faint signal within the microbialite. 
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Sulfur distribution assessed by SR-XRF and SEM-EDXS analyses 

 Representative areas of the 10 and 40-m-deep microbialites, measuring 0.35 mm x 0.27 

mm and 2.65 mm x 1.95 mm, respectively, were mapped by SEM-EDXS semi-quantively (Fig. 

2.6). Consistently with laboratory XRF analyses, (i) sulfur was detected in microbialites by 

SEM-EDXS with a semi-quantified content of 0.22 wt%; (ii) sulfur was mostly distributed in 

aragonite in the outer rim of microbialites. In the 40-m-deep sample, the sulfur also appeared 

relatively widespread in the huntite phase (Fig. 2.6j). 

 We also looked for additional sulfur-bearing mineral phases in the microbialites (Fig. 

2.7, Fig. A2.2, Annexes). We evidenced iron sulfides mostly in 30-m-deep microbialites, but 

also few occurrences in the 40-m-deep sample (Fig. 2.7a, -b, -c, -d). These iron sulfides 

appeared as aggregated, ~1 µm in size, euhedral crystals with a Fe/S molar ratio of ~1/2 to ~1/3, 

consistent with pyrite. The sulfur was occasionally associated with both iron and silicon. Last, 

part of the detected sulfur was associated with detrital phases containing Al, Si, Fe, Ti and Cu. 
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Figure 2.6. 

SEM-EDXS detection of sulfur in Lake Alchichica microbialites collected in October 2022. (a) 

SEM image in the backscattered electron mode of an area in the 10-m-deep microbialite thin section 

showing an outer rim composed of aragonite (A, white) and a deeper part composed of hydromagnesite 

(H, dark grey); (b) EDXS spectrum of the area shown in (a).  The sulfur peak is detected at 2.307 keV; 

(c) EDXS elemental map of magnesium on the same zone as image a, mostly showing the distribution 

of hydromagnesite; (d) EDXS elemental map of calcium on the same zone as image a, showing the 

aragonitic part of the microbialite; (e) EDXS elemental map of sulfur on the same zone as image a, 

showing the sulfur enrichment on the outer rim of the microbialite; (f) SEM image in the backscattered 

electron mode of an area in the 40-m-deep microbialite thin section showing a fractured aragonite layer 

(A, white) on top of a hydromagnesite core (H, dark grey). Huntite patches appear at the aragonite-

hydromagnesite interfaces (Hu, light grey); (g) EDXS spectrum of the image f area highlighting the 

detection of sulfur with a peak at 2.307 keV; (h) EDXS elemental map of magnesium on the same zone 

as image f, showing mainly the hydromagnesite part of the microbialite; (i) EDXS elemental map of 

calcium on the same zone as image f, showing mainly the aragonitic area of the microbialite; (j) EDXS 

elemental map of sulfur on the same zone as image f, showing the sulfur-enriched areas of the 

microbialite. 
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Figure 2.7. 

Some sulfur-bearing mineral phases in Lake Alchichica microbialites collected in October 2022 

detected by SEM-EDXS analyses. (a) SEM image in the backscattered electron mode of a euhedral ~1 

µm crystals aggregate in a 30-m-deep microbialite; (b) EDXS spectrum of the image an aggregate 

highlighting the detection of sulfur and iron; (c) EDXS elemental map of iron on the same zone as image 

a; (d) EDXS elemental map of sulfur on the same zone as image a; (e) SEM image in the backscattered 

electron mode of an aragonitic zone (white) surrounded by hydromagnesite-huntite in a 40-m-deep 

microbialite; (f) EDXS spectrum of the image e showing the detection of silicon, sulfur and iron in this 

zone; (g) EDXS elemental map on the image e of iron showing laminae within the aragonitic layer; (h) 

EDXS elemental map on the image e of sulfur with a similar spatial distribution as iron; (i) EDXS 

elemental map on the image e of silicon showing a similar spatial distribution as sulfur and iron. 
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 Synchrotron-based SR-XRF maps, providing a sub-micrometer spatial resolution and 

very good detection limits, were acquired on different areas from the 10, 30 and 40-m-deep 

samples. In total, 14 maps were acquired: 6 for the 10-m-deep sample, 2 for the 30-m-deep 

sample and 6 for the 40-m-deep sample (Fig. A2.3, Annexes). All were systematically 

reanalyzed by SEM-EDXS maps afterwards. These analyses globally show two distinct 

distributions for sulfur: one in a diffuse form and another one in the form of hotspots (Fig. 2.8). 

Figure 2.8. 

Correlative SEM-EDXS and SR-XRF assessment of the distribution of sulfur in Lake Alchichica 

microbialites. (a) SEM image in the backscattered electron mode of a hydromagnesite-aragonite (small 

white crystals dispersed over the area) zone in the 10-m-deep microbialite sample. The dashed white 

square indicates the area over which an EDXS spectrum and a SR-XRF sulfur map were acquired; (b) 

Average EDXS spectrum corresponding to the area depicted by a white square in a, highlighting the 

detection of sulfur; (c) SR-XRF sulfur map on the same area as that observed by SEM in image a. The 

arrows indicate one sulfur hotspot and one diffuse sulfur area; (d) Histogram of the intensity in the S 

map over the area depicted by a white rectangle in image c. The distribution shows two peaks: the larger 

one covers a wide range of intensity under ~130 and is associated with diffuse sulfur and the second one 

ranging from ~130 to ~200 is associated with the most intense sulfur hotspots. 
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 Moreover, coupled SR-XRF and SEM-EDXS maps showed that sulfur hotspots 

distributed mainly in the same zones as diffuse sulfur, i.e. preferentially in aragonite, in the 

outer rim of microbialites from all depths (Fig. 2.9). These areas contained remnants of 

biological structures encrusted by aragonite (Fig. 2.10). 

Figure 2.9. 

Preferential sulfur distribution in aragonitic layers of the Lake Alchichica microbialites collected 

in October 2022. The dashed squares indicate the zone where further SR-XRF analyses were performed. 

The following abbreviations were used: A for aragonite, H for hydromagnesite and Hu for huntite; (a) 

SEM image in the backscattered electron mode of an aragonite-hydromagnesite area close to the outer 

rim of the 10-m-deep microbialite sample; (b) Average EDXS spectrum of the whole area shown in 

image a, showing the detection of sulfur; (c) EDXS elemental map of magnesium on the same zone as 

image a, showing the hydromagnesite zone; (d) EDXS elemental map of calcium on the same zone as 

image a, showing aragonite; (e) EDXS elemental map of sulfur on the same zone as image a; (f) SR-

XRF sulfur map area highlighted by the dashed lines and showing sulfur associated with aragonitic 
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zones; (g) SEM image in the backscattered electron mode of an aragonite-hydromagnesite-huntite 

interface on one edge of the 40-m-deep microbialite sample; (h) EDXS spectrum of the image g showing 

particularly the detection of sulfur; (i) EDXS elemental map of magnesium on the same zone as image 

g showing the hydromagnesite-huntite zone; (j) EDXS elemental map of calcium on the same zone as 

image g showing the aragonitic zone; (k) EDXS elemental map of sulfur on the same zone as image g; 

(l) SR-XRF sulfur map acquired on the zone of image g highlighted by the dashed square and showing 

sulfur associated with aragonitic layer. 

Figure 2.10. 

Remnants of biogenic structures in aragonite in Lake Alchichica microbialites. (a) SEM image in 

the backscattered electron mode of an aragonitic layer located at the surface of the 10-m-deep sample. 

Aragonite appears in white, while hydromagnesite appears in dark grey. The arrow indicates one zone 

where biogenic structures are observed (surrounded by a dashed black rectangle); (b) Close-up outlined 

by a rectangle in image a, showing rounded objects interpreted as biogenic structures encrusted by 

aragonite; (c) SEM image in the backscattered electron mode of an aragonitic layer located at the surface 

of the 40-m-deep sample. Aragonite appears in white. The arrows indicate biogenic structures; (d) Close-

up of the area outlined by a dashed rectangle in image c, showing rounded object interpreted as 

microfossils (pointed by arrows). 
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Sulfur speciation measurements by SR-XANES spectromicroscopy 

 XANES spectra at the S K-edge were measured in order to assess the sulfur speciation 

in the samples (Fig. 2.11 & A2.4, Annexes): 28 spectra on the 10-m-deep sample; 37 on the 30-

m-deep sample and 23 on the 40-m-deep sample. For all spectra, the main peaks distributed 

over six main energy ranges, associated with different sulfur redox states/species (Fig. 2.11).  

Peaks were attributed to different S species according to Orthous-Daunay et al. (2010): (i) Peaks 

in the 2481.9-2482.1 eV energy range corresponded to sulfates (S(VI)); (ii) the 2479.8-2480.5 

eV energy range corresponded to S(V), most likely sulfones; (iii) the energy range between 

2476.0 and 2478.1 eV corresponded to S(IV), most likely sulfoxides or sulfites; (iv) Peaks in 

the 2472.9-2473.9 eV energy range were indexed as S(II), possibly thiols, thioethers or aromatic 

rings functions; (v) peaks in the 2472.5-2472.9 eV energy range corresponded to S0 (elemental 

sulfur); finally, (vi) peaks in the 2471.3-2472.2 eV energy range were attributed to S(-I), i.e. 

sulfides such as in pyrite. 

Figure 2.11. 

Sulfur K-edge XANES spectra of Lake Alchichica microbialites collected in 2022. Oxidation states 

of sulfur which were attributed to distinct energy ranges are highlighted by different lines in dark blue 

for S-1, yellow for S0, red for S+2, green for S+4 and light blue for S+6. (a) One representative sulfur K-

edge XANES spectrum of the 10-m-deep microbialite sample; (b) One representative sulfur K-edge 

XANES spectrum of the 30-m-deep microbialite sample; (c) One representative sulfur K-edge XANES 

spectrum of the 40-m-deep microbialite sample. 
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 An overview of all the K-edge spectra shows that the spectral contribution of reduced 

sulfur species increased with depth (Fig. 2.11). Some spectra in the 40-m-deep microbialite 

show particularly intense peaks at 2472.08 eV (S(-I)) and 2477.73 eV (S(IV)), which were less 

pronounced or absent in the 30 and 10-m-deep samples (Fig. 11). The reduced sulfur species 

were mostly located in sulfur hotspots (Fig. 2.12), whereas diffuse sulfur areas mostly contained 

sulfates. However, sulfate species were detected in all spectra, including diffuse and hotspot 

distributions, and whatever the depth of the microbialite (Fig. 2.12, Fig.A2. S4, Annexes). 

Figure 2.12. 

Spatial distribution of sulfur in microbialiets at different depths. (a) SR-XRF sulfur map on an 

aragonite-hydromagnesite zone (carbonate grains are mixed, see Fig. A2.3) within the 10-m-deep 
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microbialite sample. The crosses indicate the locations where sulfur K-edge XANES spectra shown in 

(b) were acquired. Spectrum 1 corresponds a diffuse sulfur zone. Spectrum 2 corresponds to a sulfur 

hotspot. The arrow highlights a peak characteristic of a reduced S-species in the spectrum 2; (c) SR-

XRF sulfur map acquired on an aragonite-hydromagnesite zone within the 30-m-deep microbialite 

sample. The crosses indicate the locations where sulfur K-edge XANES spectra shown in (d) were 

acquired; (Spectrum 3 corresponds to a diffuse sulfur zone. Spectrum 4 corresponds to a sulfur hotspot. 

The arrow highlights a peak characteristic of a reduced species in the spectrum 4; (e) SR-XRF sulfur 

map acquired on an aragonite-hydromagnesite-huntite zone within the 40-m-deep microbialite sample. 

The crosses indicate the location where sulfur K-edge XANES spectra shown in (f) were acquired. 

Spectrum 5 corresponds to a diffuse sulfur zone. Spectrum 6 corresponds to a sulfur hotspot. The arrow 

highlights a peak characteristic of reduced in spectrum 6. 

 In order to assess more precisely the depth variations of the contribution of the different 

S species, we decomposed spectra based on two arctangents to model edge jumps and four to 

seven pseudo-Voigt functions to model peaks (Fig. A2.5, Annexes). The relative contributions 

of the different species were assessed based on the areas under the pseudo-Voigt profiles (Fig. 

2.16). This showed that S(VI) species contribute to most of the XANES signal in the 10- and 

30 m deep microbialites, with some signals due to reduced species in some spectra acquired on 

the 10-m deep microbialites and almost all spectra from 30-m deep microbialites. In 40-m deep 

microbialites, the contribution of reduced S such as sulfides, elemental sulfur, thiols, and S(IV) 

species to XANES spectra dramatically increased by ~4.5-fold on average. 

Figure 2.13. 

Relative quantifications of three different sulfur energy ranges in the Lake Alchichica 

microbialites collected in October 2022. The reduced/less oxidized sulfur species proportions 

(belonging to energy range from ~2471 to ~2473 eV) are represented in red. The S(+4) species 

proportions (belonging to energy range from ~2476 to ~2479 eV) are represented in yellow. The 

sulfones/sulfates functions proportions (belonging to energy range from ~2480 to ~2482 eV) are 

represented in blue. (a) Relative quantifications of sulfur species in the 10-m-deep sample; (b) Relative 

quantification of sulfur species in the 30-m-deep sample; (c) Relative quantification of sulfur species in 

the 40-m-deep sample. 
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 In addition, we acquired a hyperspectral map, i.e. an image with one XANES spectrum 

per pixel, in an aragonitic layer of the 40-m-deep microbialite (Fig. 2.13a). Based on the average 

spectrum of the area, a spectral region of interest spanning the 2471-2472 eV energy range was 

selected, corresponding to reduced, S(-I) species (Fig. 2.13b, -c). The corresponding emission 

map was plotted showing that reduced S species are mostly located in sulfur hotspots measuring 

about three to six micrometers in width.  The average spectrum of these hotspots showed three 

peaks: the main one, corresponding to S(VI), one at 2472.2 eV and the smaller one at 2477.7 

eV, the two latter ones being relatively more intense than in the mean spectrum of the whole 

scanned area (Fig. 2.13d, -e). Moreover SEM-EDXS analyses of the same area showed that the 

sulfur-containing hotspots, as also contained magnesium, silicon and iron (Fig. 2.14). 

Figure 2.14. 

Hyperspectral map acquired on the 40-m-deep microbialite (400 nm/pixel; 64 µm x 24 µm 

area). (a) SR-XRF sulfur map acquired on an aragonitic layer within the 40-m-deep microbialite thick 

section. The dashed rectangle shows the zone where the energy map was acquired. (b) Average sulfur 

K-edge XANES spectrum of the zone highlighted in image a, showing the energy range (in red) of the 

reduced sulfur species; (c) Energy map showing the sulfur distribution between 2471 and 2472 eV. 

Circular objects are highlighted with this projection; (d) Map intensity of sulfur from the zone 
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surrounded by a dashed line in image a (with red color the most intense and blue color the less). The 

circular objects form sulfur hotspots (highlighted by dashed lines) within a diffuse sulfur zone. (e) Sulfur 

K-edge XANES spectrum of the highlighted circular objects in image d (black line) in comparison with 

the average sulfur K-edge spectrum of the zone (dashed grey line), showing a more intense peak for the 

reduced sulfur species. 

 

Figure 2.15. 

Association of silicon, magnesium and iron with sulfur in aragonitic layer of the Lake Alchichica 

microbialite collected in 2022. (a) SEM image in the backscattered electron mode of an aragonitic layer 

located within the 40-m-deep sample, including the area in the white square where the SR-XRF map of 

the figure 13 with the biogenic sulfur-enriched structures was acquired. The yellow dashed lines 

highlight the lamine enriched sulfur ; (b) EDXS elemental map of calcium (green) and magnesium (blue) 

of image a showing the aragonitic and hydromagnesite zones; (c) EDXS elemental map of iron of image 

a; (d) EDXS elemental map of sulfur of image a showing the biogenic structures; (e) EDXS elemental 

map of silica of image a; (f) Close-up of the image a red rectangle on the remnants of biological 

structures encrusted in aragonite and corresponding to the SR-XRF map area of the figure 13. The 

yellow arrow and surrounded zone point one encrusted structure on which an EDXS spectrum was 

acquired (yellow asterisk); (g) Quantified map of sulfur. (h) EDXS spectrum of the sulfur-enriched 

zones in image f, corresponding to the yellow arrow on images a, f and g. 
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 Last, SR-XRF measurements on the same area showed that above-mentioned reduced S 

hotspots were located within discrete P-rich laminae located within the aragonitic outer rim 

(Fig. 2.15). 

Figure 2.16. 

Sulfur-enriched circular objects localized within phosphorus lamines in Lake Alchichica 

microbialites sampled in October 2022. Lamines are highlighted by dashed white lines. (a) Sulfur SR-

XRF map acquired using a synchrotron radiation on the same zone as for the figures 13 and 14; (b) 

Phosphorus SR-XRF map acquired using a synchrotron radiation on the same zone as the image a. 
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Discussion 

1. Sulfur detected in Alchichica microbialites is preferentially associated with 

aragonite, possibly and partly in the form of carbonate associated sulfate (CAS) 

and/or organic sulfates 

 Alchichica microbialites contain sulfur, as unambiguously shown by SEM-EDXS, 

sulfur K-edge XANES and SR-XRF analyses. As attested by laboratory and SR-XRF and 

EDXS, sulfur is preferentially located in aragonite laminae in the microbialites at all depths. By 

contrast, the sulfur signal is much weaker deeper within microbialites, in hydromagnesite- 

and/or huntite-rich areas. One possible explanation for this distribution pattern of sulfur is that 

S abundance is controlled by microbial activity. Consistently with this hypothesis, aragonite 

most often forms outer layers at the surface of microbialites, where it entombs dense aggregates 

of cyanobacteria affiliated to the Pleurocapsales order (Gérard et al., 2013; Couradeau et al. 

2013). As a result, part of the detected sulfur may result from the degradation of organic sulfur 

originally contained within the cells and eventually oxidized into sulfates. By contrast, no 

abundant cell remnants are observed within huntite and hydromagnesite.  

 Another possible, non-exclusive explanation for this distribution is that it is controlled 

by mineral structures.  Sulfur was found predominantly as sulfates in all microbialites, at all 

depths and in all the microbialite-forming carbonate phases (aragonite, hydromagnesite and 

huntite) (Fig. A2.6, Annexes), contributing to between 40 % and 90 % of the total S K-edge 

XANES signal. 

 Comparison of the XANES spectra of diffuse S in Alchichica microbialites with the 

XANES spectrum of reference compounds precludes the possibility that S is carried by calcium 

sulfate mineral phases such as gypsum since the features after the white line do not match (Fig 

2.17.). These features at ~2497 eV result from multiple scattering contributions of the sulfur 

species and can serve as signatures of the mineral phase (Veronesi et al., 2013; Fleet et al., 

2005). By contrast, Alchichica microbialite sulfate XANES spectra are very similar to those of 

(i) carbonate associated sulfates (CAS) but also (ii) organosulfates.   
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Figure 2.17. 

Comparison between sulfur K-edge XANES spectrum of a 40-m-deep microbialite sampled in 

Lake Alchichica in October 2022 and reference spectra for sulfates. (a) Representative sulfur K-

edge XANES spectrum of the 40-m-deep sample; (b) Reference sulfur K-edge spectrum of a CAS 

standard called JCt-1 in Kajitani et al., (2023); (c) Reference sulfur K-edge spectrum of a chondroitin 

sulfate standard from the ID21 organic sulfur compounds database; (d) Reference sulfur K-edge 

spectrum of an organosulfate from Kajitani et al. (2023); (e) Reference sulfur K-edge spectrum of the 

gypsum used as standard during the beamtime at ID21. 

 The CAS hypothesis is plausible. Concentrations of dissolved sulfates (~10 mM) are 

high throughout Lake Alchichica water column, supporting the idea that it may be incorporated 

within precipitating phases such as aragonite by substituting carbonate groups. Combined SR-
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XRF and SEM observations suggests that at least part of the sulfur appears diffuse, spatially 

associated with carbonate phases. Carbonate substitution by inorganic sulfates may be easier 

within aragonite than huntite or hydromagnesite, explaining the aragonite-preferentially-

associated distribution pattern mentioned before, but this remains to be supported by future 

experiments. No spectral signature of CAS was detected by bulk FTIR (Fig. A2.7, Annexes). 

However, this could be due to the low amount of sulfur in the microbialites, lower than the 

detection limit of FTIR for these species. 

 Alternatively, at least a part of the sulfates in microbialites could be in an organic form. 

Consistently with this hypothesis, the Alchichica microbialite S XANES spectra matches very 

well that of n-hexadecyl sulfate (organosulfates) as measured by Kajitani et al. (2023), not only 

with the main sulfate peak, but also with the peaks at lower energies characteristic of 

sulfite/sulfoxide (S+4) and thiol, thioether/aromatic rings (S+2) functions. Overall, the sulfates 

detected in microbialites are possibly a combination of organic sulfates and inorganic sulfates 

in a CAS form. In the future, sulfur isotopes analyses may enable to better assess the origin of 

sulfates, for example, and gain a better understanding of the reactions from which they 

originate. 

2. Origins of sulfur in the water column and microbialites of Lake Alchichica 

 The lake Alchichica water column contains about 11 mM of total dissolved sulfur (this 

study; Muller et al., 2023; Alcocer et al., 2022). This sulfur concentration is relatively high 

compared with lacustrine waters in general (Zak et al., 2021).  Sulfur enters lakes mainly in the 

form of sulfates. Sulfates in Lake Alchichica may have several origins: they may be derived 

from the bedrock of the lake through mineral weathering (Zak et al., 2021). Alternatively, they 

may be produced by the hydrolysis of organic matter in the water column, derived from 

meteoric waters or from aerosols inputs (Zak et al., 2021). As sulfur exists under many forms, 

with oxidation states ranging from (-II) to (+VI), its geochemical cycle is complex, involving 

several types of microbially-catalyzed processes such as dissimilatory and assimilatory 

reductions, oxidation and disproportionation (Canfield, Kristensen and Thamdrup, 2005; Luo 

et al., 2018; Lamers et al., 2002; Camacho et al., 2010; Haglund et al., 2002). The presence of 

sulfur in Alchichica microbialites may therefore result either from precipitation into carbonates 

from dissolved sulfate in the water column, or from cycling by bacteria in the water column 

and biofilms, or both. 
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 Moreover, even if we did not quantify the relative contributions of the different sulfur 

redox states in the Lake Alchichica water column, hydrogen sulfides were attested based on 

their smell in water collected below the oxycline in October 2022. Consistently, abundant cells 

of Thiomicrospiraceae (a gammaproteobacteria), a sulfur-oxidizing chemolithoautotroph, were 

observed below the oxycline in October 2022 and January 2012, also supporting the presence 

of dissolved sulfides (Iniesto et al., 2022; Alcocer, 2022). Overall, as anoxic conditions develop 

at the bottom of Lake Alchichica water column over the summer and fall seasons, deep 

microbialites experience euxinic conditions during at least part of the year. 

3. Euxinic conditions are recorded by reduced sulfur in microbialites 

 Whatever the exact speciation, organic or inorganic, of sulfates in Alchichica 

microbialites, we also undoubtedly detected reduced sulfur functions. Compared with literature 

references, part of these functions likely corresponds to organic functions such as sulfoxides 

and/or thiols/thioethers/aromatic rings (cf Orthous-Daunay et al., 2010), some of them (~2472.9 

eV for e.g. thiols/thioethers and ~2477.6 eV for e.g. sulfoxides) co-occurring. We also detected 

pyrite-sulfur and elemental sulfur in Alchichica microbialites. The distinction between 

elemental sulfur and pyrite-sulfur is not simple since peaks can overlap (Fig. A2.8, Annexes). 

However, two slightly different energy ranges were observed for these peaks, that we attributed 

to pyrite-sulfur for ~2471.3-2472.2 eV and elemental sulfur for ~2472.5-2472.9 eV. The 

reduced sulfur species were mostly co-localized in hotspots of different sizes and shapes, as 

attested by SR-XRF, mostly within aragonite (but both in aragonite- and hydromagnesite-rich 

areas for pyrite). Given that a multitude of biological processes intervene in the formation of 

microbialites and that sulfur is mostly present in aragonite which entombs biofilms, a possibility 

is that part of this sulfur consists of organic matter degradation byproducts. In addition, the 

reduced species in Alchichica microbialites, including pyrite sulfur, elemental sulfur, sulfur 

compounds containing thiols and sulfoxides functions, were sometimes found within 

phosphorus-lamines in aragonitic surface layers close to the biofilms, which support the 

hypothesis that the reduced sulfur recordings in Alchichica microbialites could be related to 

microbial processes. 

 On the other hand, the relative abundance of reduced sulfur species, including within 

iron sulfides, increases with depth. We observed for example that the peak corresponding to the 

+4/+2 oxidation states of sulfur, generally assigned to sulfite/sulfoxide and thiols functions 

found in organic compounds, becomes more intense at depth. This suggests that S+4 could be 
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linked to an increase in the number of organisms that metabolize sulfur at depth (sulfur-

oxidizing bacteria, anoxygenic photosynthesis with H2S as the source of reducing power), 

whereas at the surface we would have aerobic metabolisms. In parallel, the hotspots attributed 

to pyrite distributed in both aragonite- and hydromagnesite-rich areas and increased at depth. 

Strikingly, many pyrites were present in the 30-m-deep microbialite sample, close to the depth 

where the oxycline was located at the time of sampling. This is consistent with the 

hydrochemistry of the water column at this depth in October 2022 since water is anoxic and at 

the same time a dissolved iron concentration peak is detected right above: this iron detected in 

the dissolved fraction might correspond to a reactive iron pool (dissolved, (oxy(hydroxides)) 

which is transformed to iron sulfides below the oxycline. In this case, it is also likely that the 

sulfides required for pyrite precipitation at the oxycline come from microbial sulfate reduction. 

Moreover, we observed that hotspots containing elemental sulfur and sometimes 

thiols/thioethers functions were mostly localized in aragonite near biofilms in deep 

microbialites. In these hotspots, some had the shape/size of encrusted cyanobacteria and were 

found in phosphorus-rich lamines probably enriched in organic matter at 40 m depth. Therefore, 

this sulfur would come for example from sulfur-oxidizing bacteria with elemental sulfur 

inclusions (both in the water column and in biofilms), and could be related to microorganism 

anaerobic activity. 

 Overall, we observed that there is undoubtedly a difference between the sulfur chemical 

species recorded in shallow microbialites (constant oxic conditions at the water column scale) 

versus deep microbialites (seasonally anoxic conditions at the water column scale). According 

to the XANES spectra, this difference is mainly due to the presence of S0, pyrites and organic 

sulfur compounds at depth. Therefore, the sulfur speciation in the microbialites may constitute 

a way of distinguishing between environments that undergo euxinia at least once a year. One 

possibility is that reduced sulfur is incorporated within microbialites when no carbonate 

precipitates, via sulfide formation within the porosity. Alternatively, sulfides may be 

incorporated within microbialites upon their growth (i.e. calcification) during seasons when 

euxinic conditions prevail. This last possibility is supported by the fact that solutions are 

supersaturated with amorphous calcium carbonates and monohydrocalcite all the time, a 

condition which has been shown to be necessary for calcification (Caumartin et al., 2023). In 

any case, the sulfur speciation suggests that deep microbialites record euxinic conditions in the 

water column. 
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 However, we do not know exactly what happens to these signatures after diagenesis. 

First, might be a modification of sulfur-containing organic functions in biofilms. This means 

that sulfur content in microbialites may partly depend on biofilm degradation, which may itself 

depend on the composition of microbial communities and their (S-related) metabolic 

capabilities. In addition, the replacement of aragonite and hydromagnesite by huntite was 

shown to take place in deep microbialites only. This possibly drives a loss of organic matter in 

the deep microbialites (highlighted by a loss of autofluorescence) which is likely to remove 

some of the organic sulfur functions. As a consequence, tracking euxinia in the microbialites 

imply not only to carefully consider the reworking of the mineral phases between their 

deposition/precipitation from the water column on the top of the microbialites and the biofilms 

decay, but also the differential diagenesis between shallow and deep microbialites. 

Conclusion 

 Here, we studied the sulfur speciation in modern Lake Alchichica shallow and deep 

microbialites that experience constant oxic vs. seasonally euxinic conditions, respectively. By 

combining bulk chemical analyses, laboratory XRF, SEM-EDXS and X-ray absorption near 

edge structure spectroscopy at the sulfur K-edge, we have shown that the sulfur speciation 

varies depending on the depth of formation. While sulfate is the major form of sulfur in 

microbialites at all depths, reduced sulfur species, such as pyrite-sulfur and elemental sulfur 

were relatively more abundant in deep microbialites forming under seasonally anoxic 

conditions vs. shallow microbialites, suggesting a sulfur signature recording euxinia. 

Previously, the sulfur isotopic composition of pyrites was proposed as a signature of microbial 

sulfur cycling in past environments (Marin-Carbonne et al., 2022). Here we show that 

combining this approach with a systematic assessment of sulfur speciation at multiple scales 

may strengthen our capability to use microbialites to infer sulfur cycling in alkaline lakes. 
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3. Données supplémentaires 

3.1. Données supplémentaires relatives au manuscrit 

 Les 8 figures et les 2 tableaux supplémentaires du manuscrit sur les signatures redox du 

soufre dans les microbialites d’Alchichica sont regroupés en annexes (pages 347 à 356). La 

partie qui suit montre des essais d’autres méthodes d’analyses des signatures du soufre en 

XANES et FTIR qui n’ont pas été retenues dans l’article. 

Approche par combinaisons linéaires pour l’interprétation des spectres XANES 

 Plusieurs types d’analyses ont été testées afin d’interpréter les données XANES 

récoltées sur les échantillons de microbialites prélevées à 10, 30 et 40 m de profondeur en 

octobre 2022 à Alchichica. Notamment, une première approche permettant d’identifier les pics 

des spectres XANES est de les fitter à l’aide de combinaisons linéaires. Ceci permet d’obtenir 

une quantification relative des composants présents dans les échantillons en prenant en compte 

les différentes caractéristiques des spectres des standards utilisés et en s’affranchissant de 

l’utilisation d’un modèle. Mais sa précision est limitée par le nombre/la nature des références 

utilisées qui ne correspondent pas forcément aux nombres/natures des composants présents 

dans l’échantillon (Manceau et al., 2012). Cette méthode est basée sur l'hypothèse que la teneur 

en soufre des échantillons peut être dérivée d'une combinaison linéaire simple entre plusieurs 

spectres caractéristiques de composants soufrés (Orthous-Daunay et al, 2010). Pour cela, un 

ensemble de standards a été collecté dans la littérature et dans la base de données de ID21 et 

comparé aux spectres des microbialites. La figure A2.9 (Annexes) présente une grande partie 

des principaux spectres de standards organiques et inorganiques qui ont été utilisés comme 

références et pour beaucoup testés à l’aide du logiciel Athena. 

 Les combinaisons linéaires ont été produites après normalisation, calibrage et 

alignement des spectres. La figure 2.18 présente certaines des combinaisons linéaires qui 

fittaient au mieux les spectres XANES provenant des microbialites. 
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Figure 2.18. 

Combinaisons linéaires sur les spectres XANES au seuil K du soufre des microbialites 

d’Alchichica prélevées en octobre 2022 avec les références de soufre élémentaire, de pyrite et de 

Na-tétrathionate de la base de données ID21 et de sulfone de Manceau et al. (2012). (a) Spectre 

XANES 1 au seuil K du soufre acquis sur l’échantillon de 10 m de profondeur ; (b) Spectres XANES 

au seuil K du soufre 2, 3 et 4 acquis sur l’échantillon de 30 m de profondeur ; (c) Spectres XANES au 

seuil K du soufre 5 et 6 acquis sur l’échantillon de 40 m de profondeur. 

 Dans l’ensemble, ces combinaisons linéaires ont mis en avant plusieurs choses : 

 (i) Certains fits étaient corrects, notamment pour l’échantillon de 30 m de profondeur 

(Fig. 2.18, spectres 2, 3, 4 et 6). Ces spectres ne présentaient en général que le pic des sulfates 

et parfois un pic à 2471.9 eV attribué à la présence de pyrite. Dans ce cas, les combinaisons 

linéaires entre une référence pour des CAS et une référence pour la pyrite permettaient de les 

reconstruire correctement. Les proportions étaient d’environ 58 % pour les CAS et 42 % pour 

la pyrite (spectre 4 de la figure 2.18 par exemple). Ces spectres provenaient surtout de 
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l’échantillon de 30 m, de manière cohérente avec un enrichissement en pyrite à cette 

profondeur, mais aussi de 40 m de profondeur (Fig. 2.18, spectre 6). 

 (ii) D’autres fits fonctionnaient moins bien. D’une part, la référence interne utilisée pour 

le CAS (au même titre que les autres références de CAS trouvées dans la littérature) ne couvrait 

pas la totalité de l’aire sous le pic des sulfates (Fig. 2.18, spectre 1). La partie manquante 

(produisant en général un épaulement sur le pic des sulfates) était localisée vers 2480 eV et 

correspondait a priori à une fonction sulfone (Orthous-Daunay et al., 2010). Comme cette 

caractéristique ressemble à l’épaulement à la même énergie dans le spectre d’un sulfate 

organique (chondroïtine sulfate), il est également possible que cette partie du pic des sulfates 

soit due à une composante organique dans les spectres. 

 D’autre part, notamment dans l’échantillon de 40 m de profondeur, les mauvaises 

approximations étaient particulièrement présentes dans les spectres présentant des pics intenses 

localisés à ~2472.9 eV et ~2477.6 eV. Ces pics covariaient et aucune référence n’a été trouvée 

pour les fitter. Dans ce cas, il s’agit probablement d’une espèce chimique contenant du soufre 

à différents états d’oxydation, potentiellement entre (0) et (+5). Les meilleures combinaisons 

linéaires approchant cette espèce du soufre ont été produites en utilisant un polysulfure, le 

sodium-tétrathionate (ion tétrathionate : S4O6
2-), en référence, en plus d’une référence pour le 

CAS et d’une référence pour la pyrite (Fig. 2.18, spectre 5). Ce polythionate peut être engagé 

en tant qu’intermédiaire dans l’oxydation inorganique de composés soufrés via des oxydants 

comme le Fe(III) ou le Mn(IV) déjà contenus à proximité des carbonates (par exemple le 

tétrathionate peut être un produit de l’oxydation des FeS et FeS2). De plus, cette espèce 

chimique peut aussi être impliquée dans une réaction de disproportionation en présence de H2S 

favorisée par un milieu alcalin et donnant en produits du soufre élémentaire et des thiosulfates 

(Sorokin et al., 2003 ; Ma et al., 2021 ; Sorokin et Kuenen, 2005). D’un autre côté le 

tétrathionate peut aussi être un produit de métabolismes microbiens, dans lesquels les 

thiosulfates et les polysulfures apparaissent comme des sources du pouvoir réducteur pour des 

microorganismes lithotrophes en profondeur (Wentzien et Sand, 2004). La réduction 

dissimilatrice du tétrathionate en thiosulfate est également une réaction induite par de nombreux 

microorganismes via l’oxydation de la matière organique (Zopfi et al., 2004 ; Barrett et Clark, 

1987). 

 En théorie, un composant soufré ressemblant au tétrathionate pourrait donc constituer 

la partie manquante des spectres que l’on voit augmenter dans les échantillons de profondeur 
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et pourrait être relié à l’euxinie saisonnière. Malgré ces considérations très spéculatives, les pics 

à ~2472.9 eV et ~2477.6 eV représentent des parties des spectres qui n’ont pas pu être 

reproduites, donc les proportions proposées pour les différents composants via cette méthode 

sont biaisées. C’est entre autres pour cette raison que l’approche par combinaison linéaire pour 

interpréter les spectres XANES obtenus sur les microbialites n’a pas été retenue. 

Recherche de signatures des CAS dans les échantillons en FTIR 

 La présence des CAS dans toutes les microbialites d’Alchichica, et notamment dans 

l’aragonite, est une hypothèse plausible proposée dans le manuscrit, mais discutable. Des 

signatures des CAS ont été recherchées à l’aide de FTIR en ATR. Notamment, il a été montré 

que, dans la calcite, les ions sulfates substitués aux ions carbonates produisent des bandes 

spécifiques, par exemple vers 611,8 ; 631,8 cm-1 (v4SO4), 1142,9 ; 1168,2 cm-1 (v3SO4) ; et 

parfois ~1021 cm-1 (v1SO4) (Balan et al., 2017 ; Floquet et al., 2015). Ces bandes ont été 

recherchées en utilisant le support FTIR pour l’ATR sur du diamant, avec un détecteur MCT 

(11700-600 cm-1) refroidi à l’azote liquide et en comptant 128 à 200 balayages. Pour cela, les 

microbialites d’Alchichica provenant de la campagne de terrain de 2019 et 2022, et prélevées 

entre 3 et 40 m de profondeur, ont été échantillonnées précisément sur différentes zones. Ces 

zones incluaient soit la surface (~2 à 3 mm d’épaisseur) pour avoir un spectre de l’aragonite et 

des biofilms associés, soit des parties plus en profondeur, dans des zones surtout composées 

d’hydromagnésite et/ou de huntite. Les spectres obtenus sont montrés dans la figure A2.7 

(Annexes) ; ils ne présentent aucune des bandes citées précédemment. 

 Ces résultats ne signifient pas qu’il n’y pas de CAS dans les microbialites d’Alchichica 

(d’ailleurs cela reste l’hypothèse retenue pour expliquer le pic des sulfates omniprésent), mais, 

compte tenu des très faibles concentrations en soufre détectées dans les microbialites, il est 

possible que ces marques ne soient pas visibles en FTIR. De plus, les bandes recherchées 

correspondent à des caractéristiques des CAS dans la calcite alors qu’a priori ils seraient plutôt 

contenus par l’aragonite dans les microbialites. Une perspective dans ce cas serait de produire 

des spectres FTIR sur des échantillons d’aragonite où il a déjà été fait mention de CAS (par 

exemple des coraux Acropora Palmata et Montastrea annularis ; Pingitore et al., 1995), que 

nous pourrions comparer à des échantillons d’aragonite sans CAS afin de (i) savoir si les CAS 

produisent des bandes caractéristiques en infrarouge dans l’aragonite et (ii) si oui, par exemple 

les comparer à celles décrites pour la calcite, et à nos échantillons. 
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3.2. Enregistrements potentiels de l’euxinie par le soufre dans la colonne d’eau et les 

microbialites du lac Atexcac 

 Le lac Atexcac présente des caractéristiques de la colonne d’eau semblables à celle 

d’Alchichica. Ce lac profond d’environ 35 m est également stratifié (Fig. 2.19). 

Figure 2.19. 

Profils du dioxygène dissous dans la colonne d’eau du lac Atexcac en mai 2019 (a) et en octobre 

2022 (b). Les zones foncées représentent la partie de la colonne d’eau anoxique lors des mesures des 

profils. 

 L’oxycline définie par le point d’inflexion de la courbe de dioxygène dissous dans la 

colonne d’eau se situe entre 20 m de profondeur en début de stratification (Mai 2019 ici) et 23 

m en fin de stratification (Octobre 2022 ici). Comme pour Alchichica, le profil du dioxygène 

dissous en profondeur est beaucoup plus progressif en début de stratification (transition du 

milieu oxique vers anoxique sur une profondeur d’une dizaine de mètres) qu’en fin de 

stratification (transition du milieu oxique vers anoxique sur une profondeur de moins d’un 

mètre). Dans le lac Atexcac, les microbialites sont principalement composées d’aragonite et de 

silicates de magnésium comme de la kérolite ou de la stévensite (Zeyen et al., 2015). Des 

occurrences de LDH et de calcite y ont également été trouvées (Zeyen et al., 2015 ; 2019). 

Comme pour Alchichica, des microbialites ont été échantillonnées aux profondeurs supérieures 

à celle de l’oxycline (à 23 et 27 m respectivement en 2019 et 2022). Ces microbialites ont été 

moins étudiées dans cette thèse mais ouvrent néanmoins des perspectives intéressantes 

d’analyses dans le but de savoir si elles enregistrent et si oui sous quelle(s) forme(s) l’anoxie 
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saisonnière. Un point intéressant est que la colonne d’eau du lac Atexcac ne contient pas autant 

de soufre que celle d’Alchichica (en 2022 2,96 mM en moyenne contre 10,6 mM pour 

Alchichica). Ce milieu n’est donc pas sulfidique, mais il reste envisageable que les espèces du 

soufre soient enregistrées et soient des indicateurs des périodes d’anoxie malgré la faible teneur 

de cet élément en solution. Cela est d’autant plus plausible que le contenu en soufre des 

microbialites d’Atexcac est du même ordre de grandeur que pour celles d’Alchichica (~0,12 

%wt en moyenne en 2022, Fig. 2.19). Sur les cartographies du soufre en XRF de laboratoire, 

les lames minces faites sur les microbialites d’Atexcac, le soufre apparaît dans l’ensemble 

associé aux particules détritiques mais surtout aux bordures des microbialites proches des 

biofilms (en particulier à 20 m de profondeur, Fig. 2.20e). Il est donc possible qu’à Atexcac 

aussi le soufre soit enrichi dans l’aragonite et associé à des structures biogéniques. Certaines 

cartographies élémentaires en MEB-EDXS (Fig. 2.20h) montrent une association du soufre 

avec le fer, ce qui pourrait correspondre à des pyrites, et notamment celles dont les isotopes du 

soufre avaient été mesurés (Marin-Carbonne et al., 2022). 

 De plus, à Atexcac, les silicates de magnésium sont très abondants, en lien avec la forte 

concentration de H4SiO4 dans la colonne d’eau. Or, dans ce lac, une très bonne conservation 

des formes biogéniques par les silicates de magnésium (par exemple les frustules des diatomées 

ou les cellules des cyanobactéries) y a été reportée (Fig. 2.20g, -i, -j, -k, -l ; Zeyen et al., 2015). 

Globalement, cela suggère que le soufre organique associé aux cellules dans les biofilms 

pourrait être mieux préservé dans les microbialites d’Atexcac que dans celles d’Alchichica 

(Iniesto et al., 2015 ; Iniesto et al., 2016). Dans ce cas, il est possible d’imaginer que les 

différences dans la spéciation du soufre associé aux silicates de magnésium, même si les 

concentrations dans la colonne et dans les microbialites sont faibles, pourraient comme à 

Alchichica être diagnostiques des conditions oxydantes/réductrices environnantes, donc tracer 

l’anoxie saisonnière. En tout cas, il est possible que la présence de microbialites dans des 

milieux au moins saisonnièrement anoxiques ne soit pas si rare, et la recherche de 

l’enregistrement des périodes d’anoxie dans les microbialites méritera d’être étendue à d’autres 

cas comme les microbialites du lac Atexcac. 
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Figure 2.20. 

Distribution du soufre et des silicates de magnésium dans les microbialites d’Atexcac 

échantillonnées en mai 2019 et en octobre 2022. Les silicates de magnésium sont abrégés par SiMg. 

(a) Photographie d’une lame mince préparée sur une microbialite de 10 m de profondeur échantillonnée 

en 2022 ; (b) Cartographie élémentaire du soufre en XRF de laboratoire de la zone montrée sur l’image 

a ; (c) Photographie d’une lame mince préparée sur une microbialite de 20 m de profondeur 

échantillonnée en 2022 ; (d) Cartographie élémentaire du soufre en XRF de laboratoire de la zone 

montrée sur l’image c ; (e) Photographie d’une lame mince préparée sur une microbialite de 27 m de 

profondeur échantillonnée en 2022 ; (f) Cartographie élémentaire du soufre en XRF de laboratoire de la 

zone montrée sur l’image e ; (g) Cartographie élémentaire du calcium (rouge), magnésium (vert), silice 

(bleu) et soufre (jaune) en EDXS montrant une diatomée encroûtée dans des silicates de magnésium 
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dans une matrice d’aragonite, avec des zones enrichies en soufre ; (h) Cartographie élémentaire du 

calcium (rouge), magnésium (vert), silice (bleu) et soufre (jaune) en EDXS sur un échantillon de 15 m 

de profondeur montrant des zones enrichies en soufre à côté de lamines biogéniques de silicates de 

magnésium dans une matrice aragonitique. En-dessous se trouvent les cartographies élémentaires en 

EDXS associées pour la silice (bleu foncé), le magnésium (vert), le fer (bleu clair) et le soufre (jaune) ; 

(i) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’une diatomée encroûtée dans de l’aragonite dans un 

échantillon de 20 m de profondeur ; (j) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’une zone riche en 

microfossiles de cyanobactéries et diatomées dans un échantillon de 20 m de profondeur ; (k) Image 

MEB en électrons rétrodiffusés d’une zone montrant des microfossiles de cyanobactéries encroûtés dans 

des silicates de magnésium (gris foncé) de fractures dans l’aragonite (blanc) dans un échantillon de 20 

m de profondeur ; (l) Cartographie élémentaire du calcium (rouge), magnésium (vert), silice (bleu) en 

EDXS montrant des restes de diatomées/cyanobactéries encroûtées par des silicates de magnésium dans 

une matrice d’aragonite. A côté se trouve le spectre EDXS de la zone riche en silicates de magnéisum 

de la diatomée. 

3.3. Spéciations du fer et du manganèse dans les colonnes d’eau et les microbialites des 

lacs Alchichica et Atexcac 

 Usuellement, l’identification des enregistrements/fluctuations des conditions redox dans 

les milieux actuels/anciens passe notamment par la spéciation des éléments sensibles au redox 

(Fig. 2.21). Les plus communs sont des éléments de transition comme le fer et le manganèse, 

dont les solubilités changent en fonction de leur état d’oxydation. Par exemple, dans un 

hypolimnion anoxique, les concentrations en fer dissous augmentent a priori. Pour autant, dans 

la pratique, pour visualiser ces variations dues au redox, les concentrations de ces éléments dans 

les objets étudiés doivent être suffisantes pour au moins pouvoir les détecter. Or, dans les 

colonnes d’eau d’Alchichica et Atexcac, les concentrations en fer et en manganèse sont très 

faibles (Fig. 2.21, par exemple elles étaient en 2022 respectivement en moyenne de 0,0012 mM 

(Alchichica) et 0,0010 mM (Atexcac), et de 0,0003 mM (Alchichica) et 0,0004 mM (Atexcac), 

c’est-à-dire très proches de la limite de détection). De même, dans ces deux lacs, les teneurs en 

fer et en manganèse sont également très faibles dans les microbialites : en 2022, en moyenne 

respectivement 0,12 %wt (Alchichica) et 0,58 %wt (Atexcac), et sous la limite de détection 

(Alchichica) et 0,042 %wt (Atexcac). Néanmoins, des particules de diamètre > 0,2 µm 

contenant du fer et du manganèse sont présentes dans la colonne d’eau des deux lacs (Fig. 

A2.10, Annexes). 

 Pourtant, dans ces deux lacs, comme le substratum géologique est en grande partie 

constitué de basaltes, il était envisageable de s’attendre à ce que les pyroxènes par exemple 

apportent du fer dissous dans la colonne d’eau. A Alchichica, la présence d’une source de fer a 

été supposée, de manière très locale à l’ouest du lac, en lien avec un enrichissement en fer (sous 

formes de pyroaurite/iowaite) dans des microbialites situées dans cette zone (Zeyen et al., 
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2019). Hormis cela, les concentrations en fer et en manganèse à Alchichica et à Atexcac restent 

en traces, et leurs variations dans les colonnes d’eau et dans les microbialites ne sont pas 

explicables uniquement par des considérations redox. Par exemple, un pic est visible à 

l’oxycline à Alchichica en fin de stratification, ce qui pourrait refléter la zone de la colonne 

d’eau où le phosphore dissous (qui augmente en profondeur avec la reminéralisation de la 

matière organique) interagit avec les hydroxydes de fer qui commencent à précipiter au niveau 

de la transition vers l’anoxie (Veronesi et al., 2002). 

 Une autre partie du problème est posée par ce qu’il est possible de détecter des formes 

du fer et du manganèse, et notamment par la fraction mesurée. D’une part, le fer analysé ici est 

la fraction filtrée à 0,2 µm. Or dans la colonne d’eau, d’après Raiswell et Canfield (2012), le 

fer est porté par des colloïdes (particule < 0,1 µm de diamètre), des nanoparticules (entre 0,1 

µm et 100 nm) et des espèces aqueuses (< 0,02 µm) qui n’ont pas la même labilité. A cause des 

interactions électrostatiques, agrégations et colmatages des filtres lors de l’échantillonnage 

(Howard, 2010), ils considèrent que ce sont les nanoparticules qui sont majoritairement 

analysées lors d’un passage sur un filtre de 0,2 µm. Ici, le fer dissous des colonnes d’eau n’a 

donc pas été totalement mesuré. La figure 2.21 montre les différences dans les fluctuations des 

concentrations en fer et en manganèse que l’on peut détecter à cette échelle en fonction de la 

fraction observée. On voit par exemple que, à Alchichica, le pic de concentration observé à 

l’oxycline pour le fer de la fraction particulaire n’est pas colocalisé avec celui du fer considéré 

comme « dissous », potentiellement en lien avec un phénomène de sédimentation plus ou moins 

rapide des particules. 
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Figure 2.21. 

Comparaisons des profils de concentration des fractions dissoutes (particules < 0,2 µm) avec les 

profils de concentration des fractions particulaires (particules > 0,2 µm) pour le fer et le 

manganèse dans les colonnes d’eau des lacs Alchichica et Atexcac mesurées en 2022 (+/- 5 %). (a) 

Profil du fer dissous dans la colonne d’eau d’Alchichica en 2022 ; (b) Profil du fer particulaire dans la 

colonne d’eau d’Alchichica en 2022 ; (c) Profil du manganèse dissous dans la colonne d’eau 

d’Alchichica en 2022 ; (d) Profil du manganèse particulaire dans la colonne d’eau d’Alchichica en 

2022 ; (e) Profil du fer dissous dans la colonne d’eau d’Atexcac en 2022 ; (f) Profil du fer particulaire 

dans la colonne d’eau d’Atexcac en 2022 ; (g) Profil du manganèse dissous dans la colonne d’eau 

d’Atexcac en 2022 ; (h) Profil du manganèse particulaire dans la colonne d’eau d’Atexcac en 2022. 

 D’autre part, dans les cas des lacs Alchichica et Atexcac, le carbone organique dissous 

(DOC) s’accumule dans la partie profonde anoxique de la colonne d’eau en lien avec la 

dégradation de la matière organique (complexation inorganique en (oxyhydr)oxides peu 

réactifs, avec les carbonates, phosphates, silicates et sulfures, Raiswell et Canfield, 2012 ; 

Havas et al., 2023). Il est donc possible que le fer entre autres soit complexé par la matière 

organique dans la zone profonde. Pour le cas du manganèse, l’augmentation en 2022 sous 
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l’oxycline reste explicable par la transition redox du milieu oxique vers le milieu anoxique, où 

les oxides de manganèse sont réduits, ce qui augmente la fraction dissoute dans la colonne d’eau 

profonde (Luther et al., 2003). Certains auteurs suggèrent aussi que dans les environnements à 

faibles teneurs en O2, ce sont des augmentations locales du DIC (résultant de métabolismes 

microbiens anaérobies) qui favorisent la nucléation de carbonates de manganèse directement 

dans la colonne d’eau (Herndon et al., 2018 ; Force et Cannon, 1988 ; Wittkop et al., 2020). 

Parallèlement, le taux de sulfures dissous est également relié aux flux biogéniques dans une 

colonne d’eau euxinique où la décomposition de la matière organique via la sulfato-réduction 

favorise leur formation (Canfield, Lyons et Raiswell, 1996). Or, comme vu dans les parties 

précédentes, la quantité de soufre dans la colonne d’eau étant ~1000 fois plus élevée que celle 

du fer à Alchichica, il est probable qu’elle tamponne le fer en entraînant quasi-immédiatement 

sa précipitation en agrégats de sulfures de fer (Poulton et Canfield, 2011, Rickard, 2006 ; 

Raiswell et Canfield, 1998 ; MacDonald et Hyne, 1979). Cela expliquerait en partie pourquoi 

aucune augmentation de sa concentration n’est observée en profondeur. De plus, malgré ces 

difficultés d’interprétations, les concentrations en fer et en manganèse dissous ont quand même 

légèrement augmentées entre mai (2019) et octobre (2022), ce qui laisse supposer que la 

stratification pendant l’été joue aussi un rôle sur leur concentration et/ou sur la taille des 

particules qui contiennent ces éléments de transition. 

 Dans l’ensemble, le fer et le manganèse ont été détectés dans les colonnes d’eau et dans 

les microbialites d’Alchichica et Atexcac, mais les fluctuations visibles de leurs concentrations 

ne sont pas corrélables directement avec les variations redox, notamment en lien avec leur très 

faible quantité. Pour cela, nous n’avons pas pu les utiliser comme des indicateurs valables des 

conditions d’oxygénation de la colonne d’eau. C’est pourquoi nous nous sommes focalisés sur 

le cycle du soufre, présent en bien plus fortes quantités dans la colonne d’eau et également 

sensible aux variations redox. 

  



Chapitre I1-Enregistrements de l’euxinie de la colonne d’eau dans les microbialites profondes du lac Alchichica 

 

176 
 

3.4. Evaluations en bulk des concentrations en terres rares dans la colonne d’eau et les 

microbialites des lacs Alchichica et Atexcac 

 Hormis les éléments traces sensibles au redox comme le fer ou le manganèse, les 

concentrations en terres rares sont également souvent utilisées en tant qu’indicatrices de 

conditions redox (Tostevin et al., 2016). Par exemple, l’anomalie du cérium calculée 

relativement aux concentrations des autres terres rares normalisées sur une argile de référence 

(Post-Archean Australian Shale, PAAS) permet d’évaluer en général si les sédiments observés 

proviennent de milieux oxygénés ou non (Tostevin et al., 2016). S’il est enrichi dans les 

sédiments, alors l’anomalie est positive et a priori témoigne d’un environnement de dépôt 

pauvre en dioxygène dissous voire anoxique. Inversement, dans un système oxique, on s’attend 

à ce que l’anomalie du cérium soit négative. 

 Les concentrations en terres rares des microbialites d’Alchichica et d’Atexcac qui ont 

été échantillonnées en mai 2019 et en octobre 2022, ont été mesurées (Fig. 2.22). Dans les deux 

lacs, les microbialites profondes provenant des milieux saisonnièrement anoxiques ne 

présentent pas d’anomalie positive du cérium. Malgré cela, les profils des microbialites les plus 

profondes ne présentent presque pas d’anomalie négative du cérium (Alchichica, 30 m) alors 

que certaines microbialites provenant de zones au-dessus ou vers l’oxycline présentent des 

anomalies négatives du cérium particulièrement marquées (Alchichica, 5 m). 
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Figure 2.22. 

Profils des concentrations en terres rares dans les microbialites d’Alchichica (a) et d’Atexcac (b) 

échantillonnées à différentes profondeurs en mai 2019 (traits pointillés) et en octobre 2022 (traits 

pleins). Dans la partie (b) de la figure (Atexcac), l’échelle des profils des concentrations des échantillons 

de microbialites de 8 m de profondeur (2019, bleu foncé) et de 20 m de profondeur (2022, violet) sont 

à droite du graphique car les concentrations en terres rares sont significativement plus élevées 

(échantillons qui contiennent des particules détritiques abondantes). 

 Cela peut être expliqué par plusieurs mécanismes. D’abord, les concentrations des terres 

rares sont affectées préférentiellement par l’abondance des phases détritiques dans l’échantillon 

observé en bulk, phases qui sont souvent enrichies en aluminium, fer, silice, titane, hafnium, 

etc (Zeyen et al., 2021). Ces phases détritiques ont très régulièrement été observées dans les 
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échantillons des microbialites en microscopie optique, en MEB-EDXS ou même au confocal et 

semblent affecter les microbialites sans distinction de profondeur. Ensuite, les conditions 

d’anoxie dans la colonne d’eau profonde du lac Alchichica comme dans celle du lac Atexcac 

sont saisonnières. Par conséquent, les microbialites de ces profondeurs se forment 

potentiellement aussi pendant des périodes où la colonne d’eau est oxygénée. Comme les 

concentrations en terres rares ont été mesurées en bulk, il est possible que ces mesures 

moyennent les anomalies positives et négatives enregistrées par les microbialites au cours des 

périodes oxiques/anoxiques. Certaines techniques spatialement résolues comme, de nouveau, 

de l’ICP-MS par ablation laser (LA-ICP-MS, Gueriau et al., 2015) pallient en théorie à ces 

problèmes d’échantillonnage, et permettraient en tout cas d’avoir accès à des mesures de ces 

profils sur des fractions beaucoup plus définies (par exemple en fonction des phases minérales, 

des localisations sur l’échantillon de microbialite, etc). En tous cas, il faut considérer avec 

prudence les anomalies en cérium, positives comme négatives.  Enfin, il reste à noter que les 

profils des concentrations en terres rares + yttrium des microbialites prélevées en mai 2019 et 

en octobre 2022 dans les lacs Alchichica et Atexcac, malgré leur diversité évidente entre les 

échantillons, sont similaires à ceux qui avaient déjà été observés dans ces lacs. Par exemple, un 

enrichissement en terres rares lourdes ainsi qu’une plus forte anomalie Y/Ho ont été reportés 

dans les microbialites actuelles peu profondes d’Alchichica et Atexcac notamment, ce qui est 

relativement conservé dans les profils des échantillons de 2019 et 2022 (Zeyen et al., 2021). 

 D’autres éléments encore sont usuellement utilisés dans la détermination des conditions 

d’oxygénation d’un environnement, tels que l’uranium et le vanadium qui sont également 

sensibles aux variations redox, mais ceux-ci ne présentaient pas non plus de caractéristiques 

évidentes de l’anoxie dans les colonnes d’eau et les microbialites des lacs Alchichica et 

Atexcac, en plus d’être présentes sous formes de traces. 

  



Chapitre I1-Enregistrements de l’euxinie de la colonne d’eau dans les microbialites profondes du lac Alchichica 

 

179 
 

4. Conclusions et perspectives 

Soufre 

 L’état d’euxinie saisonnière de la colonne d’eau du lac Alchichica est 

vraisemblablement traçable dans les microbialites de l’hypolimnion. Des analyses de la 

composition en soufre dans les microbialites provenant de l’épilimnion, de l’oxycline et de 

l’hypolimnion du lac Alchichica ont mis en évidence la présence de soufre dans les 

microbialites. Notamment, de la SR-XRF et des analyses XANES au seuil K du soufre ont 

montré que cet élément est présent majoritairement sous forme de sulfates dans tous les 

carbonates des microbialites, mais se trouve préférentiellement dans l’aragonite. 

Potentiellement, ces sulfates correspondent à des CAS. De plus, nous avons montré une 

augmentation significative de l’enregistrement d’espèces réduites du soufre dans les 

microbialites de profondeur, ce qui en fait semble-t-il une signature de l’euxinie. Toutefois, les 

conditions d’euxinie sont saisonnières dans la colonne d’eau du lac Alchichica. Les 

microbialites de profondeur connaissent donc aussi des périodes où les conditions 

environnementales sont oxydantes. Cela ouvre plusieurs questions, par exemple de savoir si les 

microbialites de l’hypolimnion d’Alchichica, en postulant qu’elles sont en croissance, ont une 

période de croissance préférentielle en fonction de l’oxygénation du milieu. De plus, il serait 

intéressant de trouver des microbialites actuelles qui se forment dans des conditions d’anoxie 

et/ou euxinie permanentes pour comparer les signatures de ces conditions chimiques dans leurs 

carbonates avec celles de la colonne d’eau profonde d’Alchichica. Cela permettrait de savoir si 

ces chimies particulières sont susceptibles de laisser des traces autres et/ou en plus grandes 

quantités dans des microbialites qui ne se trouvent jamais dans des conditions oxydantes. Dans 

un cas où les conditions d’euxinie et/ou anoxie seraient continues, on pourrait s’attendre à des 

changements dans la diversité microbienne (par exemple pas de dormance saisonnière en 

fonction du redox du milieu pour certaines espèces, abondances différentes des communautés, 

etc), mais aussi dans la nature et la quantité des phases minérales précipitées. Particulièrement 

dans des conditions d’anoxie permanente, les phases minérales précipitées dans les 

microbialites seraient également probablement différentes en fonction d’un milieu ferrugineux 

ou sulfidique. Une autre piste pour comprendre les influences de l’euxinie et/ou de l’anoxie 

saisonnière dans des microbialites serait d’en trouver sous la forme de stromatolites, c’est-à-

dire avec des laminations. Cette structure permettrait en théorie de donner une idée sur la 
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temporalité et potentiellement les cycles d’enregistrements de l’euxinie dans la minéralogie des 

microbialites. 

 En ce qui concerne la colonne d’eau du lac Alchichica, les concentrations en soufre 

dissous sont nettement supérieures à celles du fer, donc les conditions sont globalement 

sulfidiques. Ajoutée à cela l’anoxie annuelle de l’hypolimnion, c’est cette physico-chimie qui 

suggère une euxinie saisonnière en profondeur dans le lac. Pour autant, bien qu’ils soient 

présents, les sulfures d’hydrogène n’ont pas été quantifiés. Les mesures des concentrations de 

ces sulfures d’hydrogène dans la colonne d’eau d’Alchichica par exemple par 

spectrophotométrie permettraient d’être sûr d’utiliser le terme d’euxinie à bon escient, et de 

connaître sa quantité à la fois en période de mélange et en période de stratification du lac. A 

plus grande échelle, un suivi régulier des concentrations en soufre total dissous dans les 

colonnes d’eau d’Alchichica et d’Atexcac, manquantes actuellement dans la littérature, 

permettront à l’avenir de mieux caractériser le cycle du soufre dans ces lacs. 

Fer/Manganèse/terres rares 

 Concernant la chimie en bulk des éléments traces comme le fer, le manganèse et les 

terres rares dans les microbialites, les différences de concentrations entre la surface et la 

profondeur ne sont pas significatives. Des cartographies chimiques au MEB ont néanmoins 

montré une plus forte présence de pyrite dans les microbialites provenant de l’oxycline, ce qui 

peut être expliqué par la précipitation de presque tout le fer disponible en solution au passage à 

l’anoxie. De manière plus précise, les techniques utilisant le rayonnement synchrotron peuvent 

dans ce cas être adaptées à la caractérisation de phases minérales contenant des éléments en 

faibles quantités. Par exemple, Zeyen et al. (2019) ont évalué la distribution et la spéciation du 

fer dans des microbialites peu profondes d’Alchichica également via de la spectroscopie 

d’absorption des rayons X. Ces analyses pourraient être faites sur des microbialites profondes, 

ce qui permettrait de savoir quelles sont les phases porteuses du fer, et, même si elles sont 

minoritaires, de les comparer aux phases des microbialites peu profondes. La détection de ces 

phases pourrait également être envisageable par cathodoluminescence et/ou par des techniques 

d’imagerie X multi-échelles comme sur la ligne Nanoscopium du synchrotron Soleil. De plus, 

même si peu de phases contenant du manganèse ont été vues et caractérisées dans les 

microbialites d’Alchichica, que ce soit en surface ou en profondeur, ces techniques seraient 

également intéressantes pour chercher à détecter la distribution de cet élément sensible au redox 

dans les microbialites et voir si des différences surface vs. profondeur peuvent être distinguées. 
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Dans les colonnes d’eau d’Alchichica et d’Atexcac, le fer et le manganèse ne présentaient pas 

de variations de concentration significatives en fonction de la profondeur, ni pendant la période 

de mélange du lac, ni pendant la période de stratification, hormis des pics localement dans la 

zone de l’oxycline. Cela peut être expliqué par le fait qu’ils soient tamponnés par le soufre dont 

la quantité est beaucoup plus élevée. Comme ces éléments sont présents en traces dans la 

colonne d’eau, leurs concentrations sont également proches des limites de détection des 

différents appareils utilisés pour les mesurer. En 2022, des DGT (Diffusive Gradient in Thin 

film) ont été placés à 10, 40 et 50 m de profondeur dans la colonne d’eau du lac Alchichica et 

10 et 27 m dans la colonne d’eau du lac Atexcac. Ces systèmes de préconcentration in situ pour 

métaux et composés inorganiques permettent d’avoir accès à la spéciation des fractions labiles 

(une partie de la fraction récupérée avec des filtres à 0,2 µm). Les métaux diffusent à travers 

plusieurs couches qui forment un gradient de concentration jusqu’à atteindre un gel sur lequel 

ils sont fixés. L’analyse par ICP-MS des concentrations récupérées donne donc accès en théorie 

aux états redox des métaux de transition dans la colonne d’eau en filtrant spécifiquement la 

fraction labile. Ces DGT ont été récupérées et traitées en laboratoire (acidification à l’acide 

nitrique), mais n’ont pas pu être analysées par ICP-MS pendant la thèse. Leur analyse reste 

donc une perspective intéressante pour savoir si, à l’échelle de la fraction labile du fer et du 

manganèse, les variations saisonnières d’oxygénation de la colonne d’eau sont traçables par des 

métaux de transition. 

 Au final, il reste difficile d’estimer si les microbialites actuelles provenant du milieu 

saisonnièrement euxinique du lac Alchichica sont de bons analogues aux microbialites 

anciennes. Au premier ordre, ces microbialites profondes représentent au moins une partie de 

l’années des microbialites de milieux anoxiques et sulfidiques, comme l’étaient une grande 

partie des microbialites Précambriennes. Toutefois, les microbialites de ce lac, que ce soit en 

surface ou en profondeur, constituent des niches écologiques formées dans une gamme de 

conditions restreintes qui ne sont pas forcément applicables aux autres environnements abritant 

des microbialites. Particulièrement, la diversité des environnements à microbialites à déjà été 

mise en avant dans le chapitre 1. Par conséquent, même si les microbialites profondes 

d’Alchichica se forment dans des environnements dont la saturation vis-à-vis des carbonates 

est similaire aux autres environnements contenant des microbialites carbonatées et qu’elles 

peuvent constituer des analogues de ce type de milieu pour les microbialites fossiles, elles ne 

sont pas représentatives de toutes les microbialites qui se formaient dans le passé. Malgré cela, 

en considérant qu’elles sont en croissance, ce sont des objets a priori susceptibles d’enregistrer 
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les conditions physico-chimiques de leur milieu. Particulièrement, les différentes spéciations 

du soufre paraissent corrélées à la profondeur, et probablement donc corrélées au potentiel 

redox du milieu. Par cet aspect, ces microbialites carbonatées pourraient donc constituer de 

bons analogues des plus anciennes. Les analyses du soufre montrent également que les traces 

laissées par l’euxinie dans la minéralogie des microbialites peuvent être ténues et nécessitent 

d’aller les chercher par des méthodes à haute résolution. Dans les microbialites d’Alchichica, 

la structure des phases minérales dominantes ne paraît pas affectée au premier ordre par 

l’euxinie saisonnière alors que ceci est visible à plus fine échelle (notamment sur les 

composants contenant du soufre). Cela appelle à regarder plus finement dans les compositions 

chimiques/minéralogiques/biologiques des échantillons. 
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1. Introduction 

 Les communautés microbiennes sont une composante principale des microbialites. Elles 

ont plusieurs moyens d’interagir avec la géochimie du milieu, en influençant, induisant ou 

contrôlant la précipitation de phases minérales (Görgen et al., 2010 ; Dupraz et al., 2009). De 

nombreuses études ont décrit par des approches moléculaires la composition microbienne de 

microbialites actuelles, à l’aide de laquelle les phylogénies et les fonctions microbiennes 

passées sont interprétées (Bosak et al., 2013, Bontognali et al., 2012). Ces études ont permis de 

mettre en avant une grande diversité des microorganismes associés aux microbialites actuelles 

en termes de lignées phylogénétiques et de métabolismes, mais aussi des points communs 

comme l’occurrence voire la dominance quasi-systématiques des cyanobactéries (Foster et 

Green, 2011). Certains travaux ont également fourni des modèles d’installation des 

communautés en fonction de la disponibilité des ressources du milieu dans les tapis microbiens 

associés aux microbialites (Dupraz et al., 2011 ; Muyzer et Ramsing, 1995 ; Camoin et Gautret, 

2006). Malgré cela, les liens entre la minéralogie, la géochimie environnementale et les 

communautés microbiennes sont encore mal compris. Il est donc nécessaire d’évaluer leurs 

relations et leurs co-variations pour mieux comprendre globalement les écosystèmes formés par 

les microbialites actuelles et fossiles. 

 Or, les conditions environnementales terrestres et océaniques ont beaucoup varié au 

cours des temps géologiques. Elles ont été soumises à une co-évolution permanente entre les 

microorganismes et les cycles géochimiques généraux comme ceux du carbone, de l’oxygène, 

du fer, du soufre, du phosphore, etc (Olejarz et al., 2021 ; Lyons et al., 2021 ; Raiswell et 

Canfield, 2012). En particulier, autour de 2,4 Ga (GOE), l’émergence et la diversification des 

cyanobactéries a permis une transition drastique depuis les conditions d’anoxie stricte de 

l’Archéen vers les conditions d’oxie de l’atmosphère et des océans du Protérozoïque jusqu’à 

celles que l’on connaît actuellement (Fournier et al., 2021). Or, les microbialites contenant les 

plus anciennes traces de vie non-ambiguës connues sur Terre sont datées de l’Archéen ; par 

conséquent elles se sont formées en anoxie (Allwood et al., 2006 ; Lyons et al., 2009). A cause 

de ses nombreuses impacts sur la chimie de la solution (disponibilités du fer, du soufre, du 

manganèse par exemple), la diversité des phases minérales qui peuvent précipiter (formation 

d’oxydes et oxyhydroxydes en milieu oxique) et les activités métaboliques réalisées par les 

microorganismes (métabolismes autotrophes comme la photosynthèse anoxygénique en 
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utilisant comme donneur d’électrons le H2, Fe2+ ou H2S), l’anoxie est une pression 

environnementale majeure qui modifie les écosystèmes (Holland et al., 2006). 

 Dans ce chapitre, nous nous sommes particulièrement intéressés aux effets de cette 

condition environnementale, l’anoxie, sur les organismes procaryotes associés aux 

microbialites. En effet, il est encore difficile d’évaluer dans le détail comment l’anoxie 

sélectionne et partitionne les communautés microbiennes en fonction de leur métabolisme. Par 

exemple, même lors de la diversification précambrienne des organismes photosynthétiques 

oxygéniques après le GOE, la photosynthèse anoxygénique n’a vraisemblablement pas cessé 

de se développer pour autant (Gutiérrez-Preciado et al., 2018). Dans certains cas, la fixation du 

carbone par photosynthèses est utilisée dans les couches les plus profondes des tapis microbiens 

appauvries en dioxygène dissous mais qui se forment dans des solutions globalement oxydantes 

(Dupraz et al., 2011). A l’inverse, il est également possible que les organismes phototrophes 

des microbialites de milieu anoxique fixent le carbone en cassant la molécule d’eau, i.e. en 

faisant la photosynthèse oxygénique, malgré des conditions globales réductrices. La nature des 

autres voies métaboliques auto et hétérotrophes utilisées par les microorganismes des 

microbialites de milieux anoxiques reste également une question ouverte. De même, bien que 

certaines études aient modélisé l’organisation structurale et fonctionnelle d’un tapis microbien, 

permettant d’interpréter ceux du passé, l’influence de l’anoxie sur cette organisation est 

relativement peu documentée. Ajoutée à cela, la question de la saisonnalité de l’anoxie se pose 

lors de l’étude d’écosystèmes comme ceux des microbialites des colonnes d’eau profondes des 

lacs Alchichica et Atexcac. Ainsi, les biofilms et les tapis microbiens étant des structures 

dynamiques en fonction des pressions de sélection environnementale, il est possible que les 

diversités phylogénétiques/métaboliques varient selon le taux d’oxygénation du milieu. Par 

exemple, certaines cyanobactéries présentent une versatilité dans leurs métabolismes et sont 

capables d’effectuer une transition de la photosynthèse oxygénique vers la photosynthèse 

anoxygénique lors d’un changement environnemental (Klatt et al., 2016 ; Hamilton et al., 2018 ; 

Jørgensen et al., 1986). Cette capacité métabolique est particulièrement intéressante lorsqu’on 

la met en perspective avec les successions « rapides » entre conditions oxydantes et réductrices 

qui ont été enregistrées au cours des temps géologiques. Les communautés microbiennes ont 

donc été, et sont toujours, soumises à une multitude de conditions environnementales qui 

déterminent leurs diversités phylogénétiques et fonctionnelles. 

 Dans ce sens, les lacs Alchichica et Atexcac sont des écosystèmes intéressants à étudier 

car ils combinent plusieurs de ces pressions environnementales majeures à différentes périodes 

https://www.nature.com/articles/s41559-018-0683-3#auth-Ana-Guti_rrez_Preciado-Aff1
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de l’année. Nous avons vu dans les chapitres précédents que (i) les lacs Alchichica et Atexcac 

sont tous les deux alcalins, condition qui peut influencer la présence de certaines 

gammaprotéobactéries chimiolithoautotrophes par exemple (Sorokin et Kuenen, 2005 ; Iniesto 

et al., 2022). (ii) Dans les deux lacs, la colonne d’eau devient strictement anoxique à partir 

d’une certaine profondeur pendant l’été. (iii) La solution du lac Alchichica est riche en soufre 

(~11 mM) alors que celle d’Atexcac l’est moins (~3 mM). (iv) Enfin, les deux lacs abritent des 

microbialites actuelles jusqu’à une grande profondeur dans la colonne d’eau, où l’accès à la 

lumière est réduit. Ces différentes caractéristiques sont autant de pressions environnementales 

qui influencent vraisemblablement la nature et l’organisation des communautés microbiennes 

associées aux microbialites, rendant probables leurs variations non seulement en fonction de la 

profondeur mais aussi en fonction de la période de l’année. Notamment, à cause de leur 

stratification saisonnière, les lacs Alchichica et Atexcac abritent de nombreuses niches 

écologiques spécifiques particulièrement adaptées à l’étude de l’influence de l’anoxie sur la 

composante microbienne des microbialites. Ainsi, ce chapitre a pour but de comparer 

globalement les microbialites prélevées en surface (donc en conditions oxiques permanentes) à 

celles prélevées en profondeur lors de périodes de stratification des lacs (mai 2019, octobre 

2022) afin d’évaluer les différences de compositions microbiennes qui pourraient être liées à 

l’absence d’O2 du milieu. 

 Dans un premier temps, la composition microbienne des microbialites et de la colonne 

d’eau en surface et en profondeur dans les lacs Alchichica et Atexcac a été évaluée via du 

métabarcoding du gène de l’ARNr 16S. De manière générale, les compositions microbiennes 

planctoniques et benthiques (des microbialites) avaient déjà fait l’objet de plusieurs études à 

Alchichica et Atexcac (cf introduction, Iniesto et al., 2021, Iniesto et al., 2022 ; Couradeau et 

al., 2011 ; Benzerara et al., 2014 ; Gérard et al., 2013), ce qui a permis de les utiliser comme 

des références comparatives. Notamment, ces travaux, essentiellement focalisés sur les 

microbialites des eaux oxygénées jusqu’à une profondeur de 15-20 m, avaient montré 

l’existence d’un cœur de communautés microbiennes associées aux microbialites commun à 

neuf lacs mexicains formant un gradient de salinité-alcalinité au sein de la TMVB, dont 

Alchichica et Atexcac font partie (Iniesto et al., 2021). Iniesto et al. (2021) avaient proposé que 

les organismes appartenant à ce cœur microbien participent et sont potentiellement nécessaires 

à la formation des microbialites, ce qui ouvre la question de savoir si on retrouve toujours ces 

mêmes communautés microbiennes dans les microbialites de profondeur. Les premières 
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analyses ont montré qu’effectivement ce cœur microbien semble conservé dans les 

microbialites profondes. 

 Dans un second temps, nous avons incubé des microbialites de milieux oxiques et 

saisonnièrement anoxiques des lacs Alchichica et Atexcac sous anoxie continue en boîte à 

gants. Puis nous avons suivi l’évolution de la diversité des communautés microbiennes dans 

ces conditions au cours du temps, de nouveau à l’aide de métabarcoding. Globalement, c’est 

l’abondance relative des différents ordres qui évolue en fonction des conditions d’oxygénation 

auxquelles elles sont exposées. 

 Enfin, des microorganismes provenant de microbialites de profondeur d’Alchichica (40 

m) ont été enrichis sous atmosphère anoxique afin d’évaluer une partie au moins des 

communautés actives dans la formation des microbialites profondes, donc potentiellement dans 

leur carbonatogenèse. Cette partie a montré que, tout comme certaines protéobactéries et malgré 

le passage à l’anoxie, des cyanobactéries proches du genre des Leptolyngbyales restent actives 

dans les microbialites pendant la période de stratification. 

 

 Dans la partie qui suit, la caractérisation de la diversité a été faite par séquençage massif 

d’amplicons de gènes d’ARNr 16S par Nanopore réalisé lors de deux runs indépendants (2022 

et 2023). 
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Abstract 

 Microbialites are formed by taxonomically and functionally diversified benthic 

microbial communities that influence/induce/control the precipitation of mineral phases. 

Among these complex microbial communities, cyanobacteria represent major actors of the 

formation of microbialites by promoting oxygenic photosynthesis. Cyanobacteria are also 

thought to be involved in the rise of the oxygen content in the atmosphere and oceans around 

2.4 Ga ago, the so-called Great Oxygenation Event (GOE). Before this period of oxygenation, 

the environmental conditions were anoxic. The oldest microbialites have been dated back to the 

Archean eon. Hence, they formed under strictly anoxic conditions. This limits the analogies 

between modern microbialite-associated microbial communities mostly grown under oxic 

conditions and ancient microorganisms involved in the formation of fossil microbialites under 

anoxic conditions. Here, we studied the prokaryotic composition of modern microbialites 

forming under seasonal anoxic conditions, discovered at depth in the Lake Alchichica water 

column. We characterized and assessed the evolution over time of microbial communities 

associated with microbialites under strict anoxic conditions using 16S rRNA gene 

metabarcoding. We characterized firstly the in situ phylogenetic prokaryotic diversity 

associated with deep microbialites. Then, by monitoring the evolution of microbial 

communities associated with microbialites incubated under continuous anoxia, we showed that 

community acclimation occurs through variations of relative taxonomic abundances rather than 
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through direct variations of OTUs diversity, potentially driven by a prevalence of anoxygenic 

photosynthesis in anaerobic microbial communities. 

Introduction 

 Microbialites are organosedimentary structures formed by benthic microbial 

communities that can induce/influence the precipitation of mineral phases in a diversity of 

environments (Burne and Moore, 1987). When laminated, they are called stromatolites. As both 

biotic and abiotic factors intervene in their formation, microbialites constitute emblematic 

geobiological structures to study mineral-life interactions. Notably, some Archean fossil 

stromatolites dated back to 3.43 Ga are among the oldest non-ambiguous traces of life on the 

Earth (Allwood et al., 2006; Schopf et al., 2007; Awramik, 1991). Once their biogenicity clearly 

established, fossil stromatolites may contain information about microbial communities that 

prevailed under past conditions. Consequently, applying the principle of actualism, modern 

microbialites can provide valuable information to interpret paleobiologies and reconstruct 

paleoenvironments evidenced by fossils (Bosak et al., 2013; Visscher et al., 2020). In modern 

environments, the microbialites under formation are mainly carbonated (Chagas et al., 2016). 

They may result from trapping-binding of detrital particles and/or authigenic precipitation often 

involving a major contribution from cyanobacteria (Dupraz and Visscher, 2005; Riding, 2000; 

Grotzinger and Knoll, 1999). When occurring in situ, carbonate precipitation can include the 

direct or indirect role of microorganisms. For example, extracellular polymeric substances 

(EPS) produced by microorganisms can in some cases provide nucleation centers for carbonate 

precipitation (Dupraz et al., 2009). Several microbial activities such as photosynthesis, sulfate 

reduction or ureolysis, among others, can also induce alkalinization, leading to a local 

supersaturation of the solution and consequently favoring carbonate precipitation (Görgen et 

al., 2021; Dong et al., 2022; Zhu and Dittrich, 2016). Carbonate precipitation can also be 

genetically controlled by microorganisms. In this case, some microorganisms can produce 

carbonatogenic conditions intracellularly, even when the extracellular solution is not 

supersaturated with carbonate phases (Görgen et al., 2021, Couradeau et al., 2012). 

Accordingly, microbes have different ways of influencing carbonate precipitation in 

microbialites. However, the relationships between environmental geochemistry, microbial 

communities and their activities in these structures remain difficult to assess. The study of 

modern microbialite ecosystems provides an ecological framework to understand selection 

pressures acting on microorganisms and, conversely, the impact of microorganisms on their 
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mineral environment which, in turn, can provide potential information about past processes of 

microbialite formation (Bontognali et al., 2012; Ward et Shih, 2019). 

 Microorganisms play a fundamental role in the biogeochemical cycles of elements such 

as carbon, oxygen or phosphorus and influence the availability of chemical species in their 

environment (Olejarz et al., 2021; Lyons et al., 2021). In particular, microorganisms are known 

to have played a major role in establishing the transition from an anoxic to a permanently 

oxygenated atmosphere (Fournier et al., 2021; Schirrmeister et al., 2015). Before ~2.4 Ga, there 

was globally no oxygen in the oceans or atmosphere (Lyons et al., 2009). Surface benthic 

ecosystems were most likely dominated by phototrophic microbial mats displaying autotrophic 

metabolisms to fuel the carbon cycle, sometimes favoring carbonate precipitation and leading 

to the formation of stromatolites (Tice et al., 2011; Flannery et al., 2011). Early 

photosynthesizers likely used electron donors other than the H2O molecule for carbon fixation, 

such as H2S, Fe2+ or H2, therefore carrying out anoxygenic photosynthesis, i.e. photosynthetic 

processes not conducive to the massive release of molecular oxygen (Canfield et al., 2006; 

Ward et al., 2019; Shen et al., 2001; Kappler et al., 2005). Around 2.4 Ga ago, oxygenic 

photosynthesis had already evolved in cyanobacteria. The diversification and expansion of 

oxygenic phototrophs led to the formation of oxygenic oases, releasing oxygen into the oceans 

and atmosphere (Sánchez-Baracaldo et al., 2022). Following successive events of oxia and 

anoxia recorded in geological archives, several oxygenation events occurred, including the 

Great Oxygenation Event (GOE) at about 2.4 Ga, even though most oceans remained anoxic 

below a given depth during the Proterozoic (Lyons et al., 2009). Later, the Neoproterozoic 

Oxygenation Event (NOE) allowed the atmosphere and oceans to reach the current oxygenation 

levels, likely fostered by the cyanobacterial-derived eukaryotic (algal/plant) photosynthesis. 

This environmental transition modified dramatically the paleobiologies and paleogeochemical 

cycles, both of them co-evolving. The emergence and diversification of oxygenic 

photosynthesis and, concomitantly, aerobic respiration after the GOE, did not lead to complete 

extinction of previous anaerobic metabolisms. These were simply confined to restricted anoxic 

environments. Furthermore, the anoxygenic photosynthesis continued to evolve and diversify 

in parallel, depending on the local redox context (Gutiérrez-Preciado et al., 2018). Among other 

effects of pO2 fluctuations, the bioavailability of chemical species such as iron, sulfur or 

phosphorus, is altered in an anoxic solution (Holland et al., 2006; Raiswell and Canfield, 2012). 

For example, in sulfur-rich environments, the increase in sulfide concentration under reducing 

conditions is often toxic to cyanobacteria and is likely to inhibit oxygenic photosynthesis, 

https://www.nature.com/articles/s41559-018-0683-3#auth-Ana-Guti_rrez_Preciado-Aff1
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causing a general change in the metabolisms of phototrophic organisms (Dick et al., 2018). 

Overall, the Precambrian biogeochemical conditions were drastically different from those 

encountered today where oceans and many lakes are oxygenated, leading most modern 

microbialites to be formed in oxic environments. Since Precambrian microbialites were formed 

under anoxic conditions, can modern microbialites from oxic environments be truly used as 

analogues of those from past, anoxic environments? This opens numerous questions about the 

phylogenetic diversity and metabolic function of microbial communities in anoxia-forming 

microbialites. In particular, how do microbial communities from oxic environments acclimatize 

and adapt to continuous or seasonally anoxic conditions? 

 Here, we specifically studied the microbial community composition of plankton 

throughout the water column and that of microbialites of two Mexican alkaline lakes 

experiencing seasonal stratification: Alchichica and Atexcac (Zeyen et al., 2021; Iniesto et al., 

2021, Iniesto et al., 2022). In these monomictic lakes, the water column becomes anoxic during 

summer-fall below the oxycline depth (Alcocer, 2022). In addition, they host modern carbonate 

microbialites that form a reef around the shores of the lakes (Kaźmierczak et al., 2011; Zeyen 

et al., 2021; Iniesto et al., 2022). Interestingly, microbialites forming at seasonally anoxic 

depths were discovered and collected by divers in these two lakes during field campaigns in 

2019 and 2022. In this study, we characterize the prokaryotic diversity of both plankton and 

microbialites, using 16S rRNA gene-metabarcoding approaches, enabling a comparison 

between the microbial community compositions in the oxic surface lake and anoxic deep 

environments. To better understand how microbialite-associated communities acclimate and/or 

adapt during their seasonal transition to anoxia, we studied the community composition 

variations of surface and deep microbialite fragments placed and maintained in laboratory 

mesocosms under continuous anoxia. The evolution of the microbialite prokaryotic diversity 

was assessed over time using metabarcoding analyses from regularly collected subsamples. 

Last, in order to characterize part of the active microbial communities in microbialites from 

anoxic depths, we isolated microorganisms in cultures under anoxic conditions. Our study 

unveils microbialite communities thriving in anoxic conditions, potentially offering better 

analogues of Precambrian stromatolites. 
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Materials and methods 

Plankton and microbialite sampling 

 Microbialite and plankton samples analyzed in this work were collected in Alchichica 

(19° 25′ N; 97° 24′ W) and Atexcac (19° 20′ N; 97° 27′ W) lakes mainly during two field 

campaigns (May 2019 and October 2022). One microbialite sample was collected in Lake 

Alchichica in January 2012. These two monomictic lakes are located in the Trans-Mexican 

Volcanic Belt (TMVB, Mexico) and stratify from ~April to ~October, becoming totally anoxic 

at depth. 

 In October 2022, water samples were collected from six depths in Lake Alchichica (10, 

30, 35, 37, 40 and 50 m) and five depths in Lake Atexcac (0, 10.2, 20.1, 23.3 and 27 m, Fig. 

3.1, Tableau A3.1). For each depth, five liters of water were sequentially prefiltered through 

200 µm and 30 µm pore-diameter filters, before retaining the planktonic biomass on 0.2 µm 

pore-diameter Nucleopore filters. Biomass-retaining filters were fixed in absolute ethanol and 

stored at -20 °C. In 2019 and 2022, the microbialite samples were collected by divers at six 

depths for Lake Alchichica (5, 10, 15, 20, 40 m) and three depths for Lake Atexcac (0, 20 and 

27 m, Fig. 3.1, Tableau A3.1). Microbialite fragments were either fixed in ethanol for 

subsequent DNA analyses, or placed in sterile containers with water from the lake until they 

could be settled in laboratory mesocosms. One shallow microbialite sample collected at 15 m 

depth in 2012 and treated in a similar way was also used. We also collected samples of biofilms 

growing in the mesocosm walls. The labels of plankton, microbialites and biofilms samples 

contain “pI”, “mb” and “bf” tags, respectively. In situ parameters were measured in May 2019 

and October 2022 using a YSI Exo2 multiparameter probe (Tableau A3.1). 
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Mesocosm incubation and microbial enrichments under continuous anoxia 

 Microbialite fragments from lakes Alchichica and Atexcac measuring ~2x2x2 cm to 

~10x10x10 cm were placed in transparent Plexiglas boxes in a BagCoy glovebox (anoxic N2-

H2-CO2 85:10:5 atmosphere). The solution added to the mesocosms was first the original lake 

water completed with Volvic water (Ca2+ at 0.29 mM, Mg2+ at 0.33 mM, Na2+ at 0.5 mM, K+ 

at 0.16 mM, SO4
2- at 0.08 mM, HCO3

- at 1.16 mM, NO3
- at 0.1 mM, Cl- at 0.38 mM and Si at 

1.13 mM) to fully cover microbialite fragments in boxes. In 2021, a box containing 

microbialites from 15 m depth collected in January 2012 in Lake Alchichica (samples from 

Iniesto et al., 2021) and one containing microbialites from 40 m depth collected in May 2019 

at Alchichica were placed in mesocosms in the glove box. These mesocosms have been under 

natural light conditions (day/night cycles) for about one year and a half. In 2022, a box 

containing microbialites from a depth of 40 m collected in Lake Alchichica in October 2022 

and one containing microbialites from a depth of 27 m collected in Lake Atexcac in October 

2022 were also placed in mesocosms in the glove box for one year. Samples of microbialite 

fragments were subsampled at t=0, 1, 4, 12, 15 and 21 weeks for the two 2022 mesocosms, and 

at t=0, 3, 9 ,13, 30, 53, 59, 64, 67 and 73 weeks for the two 2021 mesocosms. Samples were 

frozen at -80 °C until processing. 

 Four different culture media for photosynthetic bacteria were prepared in triplicates in 

Petri dishes: (i) the BG11 medium classically used to grow cyanobacteria, (ii) a specific 

medium for Chromatium-type bacteria (Chrom) and (iii) a specific medium for Chloroflexi 

(Chlor) (respectively Schmidt and Kamen, 1970 and Zheng et al., 2021). The starting inoculum 

derived from the microbialite collected at a 40 m depth in Lake Alchichica in May 2019 was 

maintained in lake water in a Falcon tube sealed with a septum at room temperature during one 

year. Five microliters of a cell suspension prepared from this microbialite fragment were 

collected and inoculated into each Petri dish containing the previously prepared media. Petri 

dishes were then sealed with parafilm and incubated in the anaerobic chamber under diel cycles. 

Different cell morphotypes were identified from colonies growing on these plates by light 

microscopy. The BG11, Chrom and Chlor Petri dishes in which the first colonies appeared after 

eleven months were opened under anoxic conditions. For each identified morphotype, biomass 

from an isolated colony was transferred into a new dish containing the same medium. The 

remaining organisms from these colonies were transferred to 0.5 mL eppendorf tubes 

containing Tris (10 mM, pH 8.0) for subsequent amplification and sequencing of 16S rRNA 

marker gene fragments. 



Chapitre III-Acclimatation/Adaptation des communautés microbiennes des microbialites à l’anoxie saisonnière 

 

195 
 

DNA purification and 16S rRNA gene amplicon sequencing 

 Microbialite samples were crushed into an agate mortar before DNA extraction. DNA 

from microbialites, plankton and cultures was purified using the Power Soil DNA Isolation Kit. 

For the plankton and microbialite samples, 16S rRNA gene fragments of ~970 bp were 

amplified by PCR using the prokaryote-specific primers U515F (5’-

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) and 1492R (5’-TACCTTGTTACGACTT). Amplicons were 

tagged with 10-nt Molecular Identifiers (MIDs) to allow multiplexing and subsequent sorting 

of amplicons from different samples. The PCR-amplification reaction (25 µL) contained 0.5 to 

3 µL of eluted DNA, 0.2 mM of deoxynucleotide (dNTP) mix, 0.3 µM of each primer, 1.5 mM 

MgCl2 and 0.5 U of the hot-start Platinum Taq Polymerase. PCR reactions encompassed 35 

cycles consisting of three steps (denaturation at 94°C for 30 s, hybridization at 55–58°C for 30–

45 s, polymerization at 72°C for 90 s) preceded by a 2-min denaturation step at 94°C, and 

followed by five additional minutes of polymerization at 72°C. To eliminate dNTPS and 

remaining primers, amplicons were purified with the QIAquick PCR purification kit (Qiagen). 

Then amplicons were sequenced by Nanopore, following the protocol supplied in the V14 

(SQK-LSK114) kit. For the enrichment samples (colonies), two amplification runs were carried 

out. First, an almost complete 16S rRNA gene fragment (~1460 bp) was PCR-amplified using 

the bacteria-specific primers B27F (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCA) and 1492R. Second, 

the cyanobacteria-specific primers CYA106F (5’-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA) and 

CYA 1380R (5’-TCGGTGGTTGTGCCAGTCG) were used to amplify a gene fragment of 

~1270 bp. Since some colonies yielded more than one 16S rRNA gene amplicon (enriched but 

not axenic cultures), we cloned these amplicons to identify organisms co-existing in colonies. 

To do so, we used the TOPO TA Cloning kit (Invitrogen) following the instructions of the 

manufacturer.  After the ligation of the insert DNA in the cloning vector, competent E.coli cells 

were heat-shocked transformed. They were then inoculated into LB-agar medium containing 

ampicillin (100 mg/mL) and incubated at 37°C overnight. Biomass from colonies containing 

the insert was then transferred to 10 mM Tris, pH 8.0 prior to cell lysis and amplification of 

cloned 16S rRNA gene fragments using vector primers. Amplicons were then Sanger-

sequenced (Azenta, Takeley, UK). Individual Sanger sequences were visualized with the Ugene 

software (http://ugene.net/). 
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Sequence analysis 

 In total, we obtained 8,130,276 Nanopore 16S rRNA gene amplicon raw sequence reads, 

which were processed using a bioinformatic in-house pipeline. After quality control, high-

quality, non-chimeric merged reads were first clustered using CD-hit at 100 % identity (Fu et 

al., 2012). As expected from the Nanopore sequence error level, only a limited number of 

sequences clustered at 100%, most other sequences formed singletons. Sequences clustering at 

100 % sequence identity were retained as representative sequences for subsequently defined 

Operational Taxonomic Units (OTUs). OTUs were defined as clusters of sequences sharing at 

least 95 % identity. OTUs were phylogenetically classified based on sequence similarity with 

sequences from cultured/described organisms or from environmental surveys retrieved from the 

SILVA database (Quast et al., 2013). We used the Genome Taxonomy Database (GTDB, Parks 

et al., 2022) as a major taxonomy framework for prokaryotes. OTUs affiliated to chloroplasts 

and mitochondria were removed from our dataset. Sanger sequences obtained from axenic or 

enriched cultures were compared by BLAST with those in the non-redundant GenBank 

database (NCBI) and assigned to the taxon of their closest blast hit as a first step. Subsequently, 

phylogenetic trees were inferred from alignments of our sequences with those of the closest hits 

and 16S rRNA gene reference sequences. Sequences were aligned using MAFFT (Katoh et al. 

2019). Phylogenetic trees were reconstructed by maximum likelihood with the FastTree 

program and visualized with FigTree software (Price et al., 2009). The comparison of the OTUs 

obtained from our samples with those of the "microbial core" from Iniesto et al. (2021) was 

achieved using a phylogenetic tree produced on all the OTUs including those of the core and of 

our samples, via FigTree software (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

Statistical analysis 

 Principal component analysis (PCA) and non-metric multidimensional scaling (NMDS) 

were performed on the diversity and relative proportion of taxa inferred from 16S rRNA gene 

sequences obtained by Nanopore-based metabarcoding using R (Core et al., 2019). Degrees of 

community structure dissimilarity corresponding to Bray-Curtis (BC) distances were assigned 

to each sample. Samples were sorted into several groups according to their nature/provenance: 

biofilms, microbialites, plankton. Dendrograms were then produced using the "ward.D2" 

grouping in R software.  
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Results 

1. Microbialite and plankton prokaryotic communities across the water columns of 

lakes Alchichica and Atexcac 

 In May 2019, the Lake Alchichica water column was anoxic below 20 m in depth, 

whereas in October 2022 it was anoxic below a depth of 36 m. In May 2019, the Lake Atexcac 

water column was anoxic below 20 m in depth, whereas in October 2022 it was anoxic below 

23 m in depth. When extracted from the water column, microbialites samples presented 

differences in colors: biofilms of those from the surface were green and biofilms of those from 

the depths were red and/or black (Fig. 3.1). 
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Figure 3.1. 

Dissolved oxygen depth profiles and overview of Alchichica and Atexcac lakes and microbialite 

samples incubated under continuous anoxia. (a) Depth profile of the dissolved oxygen (in mg.L-1; 

precision at 0.1 mg.L-1)  in the water column of Lake Alchichica in October 2022. The water column 

sampling depths are highlighted by red circles; (b) Depth profile of the dissolved oxygen (in mg.L-1; 

precision at 0.1 mg.L-1)  in the water column of Lake Atexcac in October 2022. The water column 

sampling depths are highlighted by red circles; (c) 15-m-deep sample of Lake Alchichica microbialite 

collected in January 2012; (d) 40-m-deep sample of Lake Alchichica microbialite collected in May 2019; 

(e) 40-m-deep sample of Lake Alchichica microbialite collected in October 2022; (f) Overview of Lake 

Alchichica in October 2022; (g) Overview of Lake Atexcac in October 2022; (h) 27-m-deep sample of 

Lake Atexcac microbialite collected in January 2022. 
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 We characterized the prokaryotic diversity by 16S rRNA gene metabarcoding in 

plankton (cell fraction 0.2-30 µm) and microbialite samples at different depths in lakes 

Alchichica and Atexcac. A total of 24 samples were analyzed (15 planktonic; 9 microbialite-

associated) (Fig. 3.2). The histograms in figure 3.2A show the relative prokaryotic taxa 

abundances in the samples (relative abundance of OTUs based on their number of reads as a 

proxy). The histograms in figure 3.2B show the diversity of OTUs in the samples (the total 

number of different OTUs for each taxon). The « other bacteria » fraction is detailed in Figure 

A3.1. These analyses provide comparative information about (i) the natural microbial 

compositions of microbialites and plankton over a depth transect, (ii) the in situ planktonic vs. 

the in situ microbialite microbial communities and (iii) the natural microbial communities of 

2019 and 2022 field campaigns with those analyzed by previous studies (e.g. Iniesto et al., 2021 

and Iniesto et al., 2022). 

 Overall, the Alchichica and Atexcac 2022 water columns exhibited relatively consistent 

prokaryotic diversity profiles with depth, even if a slight increase in the Verrucomicrobiota and 

Firmicutes diversity was observed with depth, as well as a decrease in the Alphaproteobacteria 

diversity. However, as expected, the relative abundance of the different taxa varies much more 

according to the depth. Bacteria dominated the planktonic communities and particularly 

Gammaproteobacteria and Bacteroidota prevailed in the planktonic fraction (covering 

respectively about 27 % and 31 % of the total normalized relative abundance in Alchichica). In 

addition, the Burkholderiales members appeared to dominate the Proteobacteria planktonic 

fraction, with a notable peak of Chromatiales members at the oxycline depth in the Alchichica 

water column (Fig. 3.2A and A3.2). A rise in the proportion of Firmicutes, Desulfobacterota 

and Rhodocyclaceae (Gammaproteobacteria) members at depth was also observed in the 

planktonic fractions of lakes Alchichica and Atexcac (Fig. 3.2, Fig. A3.2, respectively until ~27 

% and ~16 % for the Firmicutes). Moreover, the relative proportion of Cyanobacteria and 

Alphaproteobacteria-associated OTUs tended to slightly decrease with depth. 
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Figure 3.2. 

Prokaryotic community composition in water column plankton and microbialite samples collected 

at different depths in Lake Alchichica and Lake Atexcac. (a) Relative abundance of the different 

dominant phylogenetic taxa in water column plankton and microbialites based on the relative proportion 

of 16S rRNA gene amplicon sequences. (b) Diversity of OTUs from the different taxa in water column 

and microbialites. 

 Moreover, in Alchichica microbialites, the diversity of OTUs belonging to high-rank 

taxa was also more conserved than the relative abundance of taxa (Fig. 3.2). In Atexcac, the 

diversity of microbialite OTUs assigned to Gammaproteobacteria increased whereas that of 

Cyanobacteria decreased with depth (Fig. 3.2B).  In both lakes, bacteria dominated the 

prokaryotic fraction of microbial communities. Proteobacteria dominated in Alchichica and 

Atexcac microbialites (~25 % and ~39 % on average, respectively) with an increase in 

Desulfobacterales with depth at Atexcac. In Alchichica microbialites, the microbial community 

structure profiles varied differentially between the epilimnion and hypolimnion, with seemingly 
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a threshold at the oxycline depth (respectively ~20 m and ~36 m depth in 2019 and 2022). For 

example, cyanobacteria increased in relative abundance at the oxycline depth in Alchichica 

microbialites, whereas they decreased with depth in Atexcac. In microbialites of both lakes, the 

proportion of reads associated with Pleurocapsales increased with depth, as previously 

documented (Saghaï et al., 2015). Members of the Chloroflexi showed little diversity for a very 

low relative abundance. 

 Overall, the natural microbial composition analyses in Alchichica and Atexcac lakes 

revealed significant differences between the microbialites and the plankton. This was 

particularly apparent in the Cyanobacteria/Gammaproteobacteria relative abundance ratio. 

2. Acclimation/adaptation of the prokaryotic communities under continuous anoxia 

in the laboratory 

Microbial community composition of microbialites and plankton over time under continuous 

anoxia 

 We incubated microbialites in mesoscosms under continuous anoxia over one year and 

a half with the aim of characterizing the evolution of the microbial composition over time in 

response to this major change in their environmental conditions. To this end, two types of 

mesocosms (mesocosms A and B) were prepared with two objectives: (i) Compare how 

community composition changed during ~1.5 years in microbialites from the same lake 

(Alchichica), but from different depths: one from a permanently oxic environment (shallow 15-

m-deep samples collected in 2012) vs. one from a seasonally anoxic environment (40-m-deep 

sample collected in 2019). These were called mesocosms A and were settled in 2021. (ii) 

Compare community structure changes during ~5 months in microbialites collected from 

seasonally anoxic environments between two different ecosystems (Alchichica vs. Atexcac 

lakes with respectively a 40-m-deep sample and a 27-m-deep sample both collected in 2022 

below the oxycline depth). These were called mesocosms B and were set up in 2022. 

 First of all, we observed a general color change of the microbialites and associated 

biofilms after about five months (Fig. A3.3). In mesoscoms A, the surface of the shallow 

microbialites became pink while that of the deep microbialites became green. In mesocosms B, 

the Alchichica microbialite fragment surface turned light red, while Atexcac microbialites 

stayed grey. In order to characterize the time-evolution of the microbial communities associated 
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with the microbialites in response to continuous anoxia, we regularly collected samples and 

produced 16S rRNA gene amplicon metabarcoding analyses (Fig. 3.3 and Fig. A3.4). 

Figure 3.3. 

Prokaryotic community composition variations over time in microbialite samples from Lake 

Alchichica and Lake Atexcac maintained in anoxic mesocosms. (a) Histograms showing the relative 

abundance of major phylogenetic lineages in mesocosms based on16S rRNA gene amplicon sequences; 

(b) Diversity of OTUs belonging to different major taxa (i.e. number of different OTUs per taxon). 

 For all mesocosms, the diversity of microbialite OTUs belonging to high-rank taxa was 

high and, as expected, showed less variations over time than the relative abundance of those 

taxa. This suggests that, all OTUs present at the beginning of the experiment were kept over 

time under continuous anoxia, but their relative abundance changed. The plankton and biofilms 

growing in the mesocosm also exhibited, as expected, a distinct microbial composition. 

However, local differences were visible in the diversity of some samples (such as in Alchichica 

2012, t=9 weeks sample). In some of these, very local differences might be due to sample 
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heterogeneity and the stochasticity of sampling. Consistently with the microbial composition 

from the starting natural samples, Bacteria and specifically Proteobacteria taxa dominated the 

prokaryotic diversity (~34 % in average of the total taxa proportions in all samples). Especially 

in Alchichica microbialites, proteobacterial relative abundances decreased until t=15 weeks, 

then increased. The Bacteroidota, Verrucomicrobiota, Actinobacteriota and Planctomycetota 

groups were also abundant, covering from ~14 % to ~45 % of the total taxa relative proportions. 

Overall, despite a high heterogeneity in taxa abundances reflecting local-scale differences in 

microbial communities associated with microbialites (for example the starting Alchichica 2019 

sample in which we assume that we collected spatially extended Dependentiae colonies), we 

identified several general trends of microbial composition evolution over time. 

 (i) We noted that heterotrophic and/or sulfate-reducing bacteria represented a high 

proportion of the microbial communities associated with Alchichica and Atexcac microbialites. 

For example, Firmicutes and Desulfobacterales lineages tended to slightly increase over time 

under continuous anoxia (Fig. 3.3). 

 (ii) Other lineages such as NB1-J or Dependentiae groups were observed in the 

microbial structure of the microbialites and biofilms samples over time, but in minor amount 

compared with those previously mentioned, or only locally for some microbialite samples (Fig. 

3.3). For example, it is noteworthy that the NB1-J phylogenetic group was more represented in 

the mesocosms B, and especially over-represented in the Atexcac deep samples (up to 13 % of 

the total reads number at t=4 weeks). 

 (iii) OTUs assigned to anoxygenic phototrophs represented variable relative abundances 

through time, covering ~17 % of the total taxa proportions in Atexcac microbialites, ~8 % in 

deep Alchichica microbialites, and showing a significant rise up to ~27 % on average after t=15 

weeks in shallow Alchichica microbialites. While a relatively high number of Rhodobacterales 

members (~33 % in average of the total anoxygenic phototrophs) were conserved in all samples, 

the relative proportions of some other anoxygenic phototrophs belonging to Alpha- and 

Gammaproteobacteria varied over time (Fig. 3.4, Fig. A3.2). This was the case for 

Chromatiales members, which appeared and increased significantly at mid-time in shallow 

Alchichica microbialites (until a peak at ~90 % of the anoxygenic phototrophs) as well as 

Gemmatimonadota members. This was also the case for Rhizobiales, which decreased 

significantly in deep Alchichica microbialites after t=15 weeks. In Atexcac microbialites, the 

relative abundance of Chlorobia and Rhodospirillales increased after t=15 weeks (~56 % at 
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t=21 weeks for the two orders). In addition, anoxygenic photosynthetic members of the 

Chloroflexi group were present in all samples but in minor proportions (maximum at ~0.8 % of 

the total taxa abundances). 

Figure 3.4. 
Change of anoxygenic photosynthesizer communities associated to microbialite, biofilm and 

plankton samples from Lake Alchichica and Lake Atexcac exposed to prolonged anoxia. The 

versatile anoxygenic photosynthetic cyanobacteria are not represented in these plots. (A) Histograms 

showing the 16S rRNA gene amplicon-based relative abundances of anoxygenic photosynthetic lineages 

in plankton and microbialites from Lakes Alchichica and Atexcac. (B) Variation of the relative 

abundance of major anoxygenic photosynthetic taxa in microbialites from the mesocosms A and B 

maintained under continuous anoxia plotted over time. 

 (iv) Oxygenic photoautotrophs represented by Cyanobacteria were present in every 

sample but in varying proportions from 1 % in Atexcac sample at t=12 weeks to ~32 % at t=67 

weeks in Alchichica 2019 deep sample (Fig. 3.3, A3.2). In total, a global decrease in the 

Cyanobacteria relative abundances was observed in Alchichica and Atexcac microbialites until 
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t =15 weeks under continuous anoxia, while they increased in Alchichica microbialites after t 

= 15 weeks. Interestingly, the Leptolyngbyales members represented a non-negligible part of 

the Alchichica and Atexcac cyanobacterial lineages especially in both shallow and deep 

Alchichica samples where they accounted for most of the Cyanobacteria increase observed after 

t=15 weeks (~90 % of the Cyanobacteria at t=67 weeks in Alchichica 2019 deep sample, Fig. 

A3.2). Moreover, Pleurocapsales-associated reads showed a slight decrease in Atexcac 

samples. 

 (v) The microbial composition of the biofilms collected on the walls of the boxes and 

of the planktonic fraction in mesocosms A differed in relative abundance of the different taxa 

compared with the Alchichica microbialite samples (Fig. 3.3). After 30 weeks, the biofilm on 

the walls of mesocosms A was largely dominated by Rhodobacterales members (sample from 

15 m depth), while both gamma- and alpha-proteobacteria (Rhizobiales) dominated the samples 

collected from 40 m in depth. Regarding the plankton, Proteobacteria dominated in mesocosms 

A after 53 weeks, with co-dominance with Planctomycetota at the surface and Bacteroidota at 

depth. 

Conservation of a core microbial community in microbialites samples 

 In order to represent the taxonomic distance between the different microbialite, plankton 

and biofilm samples and assess their dissimilarities over time under anoxia, we conducted a 

PCA and an ordination analysis based on Bray-Curtis distances (NMDS analysis) (Fig. 3.5). 

For the latter method, we generated a correlation matrix taking into account the 

presence/absence of OTUs, which was then used to associate a degree of similarity with 

samples in pairs, and to prioritize them into clusters. Then, we compared the OTUs present in 

the microbialite samples from our study with the OTUs present in the microbial core defined 

by Iniesto et al. (2021) based on the analysis of microbialites from nine crater lakes in the trans-

Mexican volcanic belt. To do so, we reconstructed a phylogenetic tree including the previously 

defined “microbialite-core” OTUs and the OTUs defined in the present study (Fig. 3.5D, Fig. 

A3.5). 

 These analyses showed that the microbialite, plankton and biofilm samples could be 

distinguished from one another based on their OTUs diversity. Even if their taxonomic 

variability is not fully explained by the diagrams in figure 3.5A (explaining a total of 22.9 % of 

their variance), the planktonic microbial diversity carried in particular by Actinobacteria-

Bacteroidota is clearly different from the diversity associated with microbialites collected in 
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situ in the lakes, carried mainly by Cyanobacteria-associated OTUs. In addition, the microbial 

diversity of microbialites appeared different between those coming from Lake Atexcac and 

those coming from Lake Alchichica. Within the Alchichica microbialite samples, those 

collected in 2019 differed from those collected in 2022, particularly through the cyanobacterial 

diversity present in 2019 (Fig. 3.5B). 

Figure 3.5. 

Statistical comparisons of prokaryotic community composition in samples from microbialites, 

plankton and biofilms of mesocosms maintained under anoxia over time. For these analyses, 

samples were grouped into different groups (see color code on the top of the figure): biofilms (green), 

microbialites collected in situ (dark blue), microbialites collected in glovebox between t=0 and 15 weeks 

(yellow), microbialites collected in glovebox between t=15 and 73 weeks and plankton (light blue). (A) 

PCA on the sequenced samples explaining 22.9 % of the samples variance. (B) NMDS analyses of the 

samples clearly showing a distinction based on the Bray-Curtis distance between the same groups of 

samples as in the image A analysis; (C) Histograms of relative abundances of taxa showing the 

contribution of sequences belonging to the microbial core found by Iniesto et al. (2021) in the 

microbialite samples groups in situ, collected under continuous anoxia early (between t=0 and 15 weeks) 

and collected under continuous anoxia late (between t=15 and 73 weeks). 

 Interestingly, there was a notable distinction in phylogenetic diversity between 

microbial communities in microbialites incubated under continuous anoxia sampled early 

during the first 15 weeks and those sampled late at t=15 to 73 weeks. In addition, the 2022 

samples are decorrelated from the 2012-2019 samples. The diversity of OTUs in mesocosms tended 
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to be relatively reduced over time, particularly after 15 weeks under continuous anoxia (Fig 

3.5A). Finally, the core of microbial OTUs found by Iniesto et al. (2021) in Mexican 

microbialites was also found in all our microbialites samples, and the microbial diversity 

associated with microbialites incubated under continuous anoxia sampled late tended towards 

the OTUs diversity of the microbial core (about 70 % of diversity is shared with OTUs from 

the microbial core after 15 weeks under continuous anoxia, Fig. 3.5D). 

Cultivation of prokaryotes from Alchichica microbialites under anoxic conditions 

 To investigate whether microorganisms from deep microbialites undergoing seasonal 

anoxia can really grow anaerobically, we carried out cultivation attempts to enrich and/or isolate 

organisms from a 40-m-deep Alchichica microbialite collected in anoxic waters on different 

culture media. In total, seven isolates (MT1 to 7) were obtained after one year under continuous 

anoxia, including four isolates grown in the BG11 medium and three grown in the Chromatium-

specific culture medium. A diversity of filamentous to coccoid morphotypes were observed for 

these colonies using optical microscope (Fig. A3.6). Moreover, a wide range of mineral phases 

including calcium and magnesium carbonates, magnesium silicates and iron sulfides were 

directly observed by SEM near the cells or even encrusting them (Fig. A3.7). The 16S rRNA 

gene from the seven morphotypes was amplified, cloned if necessary, then amplicons were 

purified and Sanger sequenced. The obtained high-quality ~1500 bp sequences are available in 

Tableau A3.2. The 16S rDNA sequences of these enriched organisms were compared by 

BLAST to the sequences on GTDB and SILVA databases. Finally, they were aligned to 

reference sequences and their closest BLAST hits to reconstruct phylogenetic trees (Fig. 3.6). 

Overall, four isolates grown in BG11 medium were affiliated to the Cyanobacteria taxa (MT1 

to 4). Interestingly, three corresponded to Leptolynbyales and one to Elainellales (following the 

GTDB classification). Among these four Cyanobacteria members, three appeared similar to 

uncultured bacterial clones previously sequenced from Lake Alchichica ([JN825337], 

[JN825331] and [JN825340]). Two other sequences (MT5 and MT6) belonged to the 

Alphaproteobacteria, more precisely to the genus Salinarimonas, but were not previously 

identified in Alchichica microbialites in metabarcoding studies. Finally, the last morphotype 

belonged to the Acidobacteria order and was similar to the [HQ681952] clone already found in 

Lake Alchichica (MT7). 
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Figure 3.6. 

Maximum likelihood phylogenetic trees of microorganisms enriched under anoxic atmosphere in 

a glove box from a Lake Alchichica 40-m-deep microbialite. The trees were constructed from 16S 

sequences of reference organisms in the NCBI, Silva and GTDB databases and maximum similarity 

sequences with those obtained for morphotypes 1 to 7 (MT1 to 7, in bold red in the trees). The scale 

indicates the number of mutations per site for a given branch length. (a) Phylogenetic positions of 

morphotypes 1 to 4 (MT1 to 4) for the cyanobacteria phylum. (b) Phylogenetic positions of morphotypes 

5 to 7 (MT5 to 7) for the Proteobacteria and Acidobacteria phyla. 
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Discussion 

Global conservation of a core prokaryotic phylogenetic diversity in redox-stratified 

Alchichica and Atexcac lakes 

 Here, a 16S rRNA marker gene amplicon metabarcoding approach showed that the 

prokaryotic microbial diversities in the microbialites of lakes Alchichica and Atexcac at t=0 

week are nearly the same as those previously estimated using metabarcoding/metagenomics by 

Saghaï et al. (2015), Iniesto et al. (2021), Alcocer et al. (2022). Strikingly, we found the 

microbial core assessed by Iniesto et al. (2021) in all microbialite samples (50 to 70 % of the 

total OTUs diversity, Fig. 3.5), including those collected in situ during seasonal anoxia or in 

mesocosms incubated under continuous anoxia (Fig. 3.5, Fig. A3.5). This indicates that the 

original diversity can be maintained in mesocosms despite the shift of conditions to permanent 

anoxia. Interestingly, Iniesto et al. (2021) suggested that this specific microbial core shared by 

different Mexican microbialites belonging to the TMVB lakes and forming an alkalinity-

salinity gradient (including Alchichica and Atexcac), may play an active role in the formation 

of the microbialites. Similarly, the conservation of a microbial core specific to microbialites 

also dominated by Proteobacteria, followed by Cyanobacteria and Acidobacteria has been 

observed in Pavilion Lake by metagenomics along a depth gradient, also suggesting that a 

specific group of microbial communities may be involved in the formation of microbialites 

(White et al., 2016). The fact that we found this particular shared group of OTUs in our samples 

supports the hypothesis that a specific combination of microbial communities is involved in the 

formation of these Mexcian microbialites, despite the relatively different environmental 

conditions. This cluster of OTUs would provide a phylogenetic and metabolic diversity 

accompanying carbonatogenesis in the microbialites even during environmental anoxia. 

Whether they are directly responsible for carbonatogenesis or whether they are selected by 

those environmental conditions remains, however, an open key question. This also suggests that 

the microbial diversity in microbialites tends to decrease towards the diversity of the microbial 

core when they are constrained to continuous anoxia conditions. Accordingly, the 

acclimation/adaptation to anoxia would be mainly achieved by changes in the 

dominances/activity, i.e. the relative organism abundances, within the microbial mats. 

 Regarding the plankton in the water columns of lakes Alchichica and Atexcac, the depth 

prokaryotic profiles showed high diversity that was relatively constant with depth. As expected, 

more pronounced diversity variations with depth were observed here than for microbialite-
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associated communities (Fig. 3.2). Differences in microbial diversity have already been 

observed in several ecosystems (including Alchichica and Atexcac) between microbial mats in 

general (and in particular associated to microbialites) and plankton (White et al., 2016), 

consistently with our 16S rRNA gene metabarcoding results. These variations are expected and 

clearly related to the different lifestyles associated to planktonic vs. benthic organisms. They 

involve differences in the metabolisms and motility of organisms imposed by benthic sessile 

conditions and biomineralization metabolic pathways on the one hand (in microbial 

mats/biofilms associated to microbialites) vs. planktonic environmental conditions on the other 

hand. Thus, given the relative conservation of phylogenetic diversities over time and over depth 

transects observed in the microbial communities of the microbialites, the general acclimation 

of prokaryotes to anoxia is likely to be driven by local variations of relative abundances of 

different taxa, which would be selected according to the physicochemical environmental 

fluctuations. 

Variations in the Alchichica and Atexcac microbial community compositions reflect 

adaptation to anoxia and sulfidic conditions 

Changes of natural Alchichica and Atexcac microbialite communities as a function of lake 

sampling period and depth 

 The dissolved oxygen depth profiles measured in lakes Alchichica and Atexcac showed 

that the hypolimnion becomes anoxic at depth from ~April to ~October. Hence, a major 

environmental selection pressure for the microorganisms in these two lakes may be driven by 

the development of seasonal anoxia. In addition, we measured a significant difference in 

dissolved sulfur concentration between Alchichica (~11 mM) and Atexcac (~3 mM) lakes water 

columns, which also likely constitute a major environmental constraint as part of this sulfur is 

transformed to sulfide upon anoxia. Microbial communities must therefore adapt to these 

physico-chemical variations over time and depth. Overall, our 16S rRNA gene metabarcoding 

analyses for plankton and microbialites sampled in May 2019 and October 2022 suggested that 

the relative abundances of microbial communities vary (i) depending on the time of sampling 

and (ii) depending on the depth. 

 (i) It was already shown that global physico-chemical parameters related to salinity-

alkalinity are the main drivers of microbial community structure in Alchichica and Atexcac 

planktonic fraction, even if the season also play a role (Iniesto et al, 2022). However, in October 
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2022, Gammaproteobacteria mainly represented by Burkholderiales members dominated the 

planktonic fraction with a relative proportion significantly higher than those previously found 

for these groups in the water column of Alchichica and Atexcac in January 2012 and May 2014 

(Iniesto et al., 2022). This observation could be partly due to a sulfur-oxidizing bacteria bloom 

occurring during lake stratification, even if the bacterioplankton relative abundance in the water 

column is often reduced in October (Alcántara-Hernández et al., 2022). Representatives of the 

Burkholderiales are likely to be involved in the sulfur cycle of the lakes via dissimilative sulfate 

reduction/oxidation processes and the use of thiosulfate (Konrad, 2023). In addition, the fact 

that their proportion is more pronounced in October 2022 than in May 2014 may reflect a lag 

time in the growth of sulfur-related bacteria between the start of the stratification (April-May), 

when nitrogen and phosphorus concentrations in the water column are the highest of the year, 

and the end of the stratification period when the anoxic zone has been established for six 

months. Thus, the visible differences in the microbial planktonic community compositions in 

October 2022 could be partly driven by variations of the availability of different chemical 

species in the water column following stratification and the occurrences of different blooms 

over the seasons. In addition, Alphaproteobacteria and specifically anoxygenic photosynthetic 

Rhizobiales as well as Cyanobacteria such as Pleurocapsales dominated the prokaryotic 

communities in microbialites, thus suggesting an involvement of these taxa in carbonatogenesis 

possibly through oxy- or anoxygenic photosynthesis. Last, the in situ prokaryote communities 

between the start and the end of the lake stratification period were similar in diversity when 

compared with previous data from Saghaï et al. (2015) and Iniesto et al. (2021). 

 (ii) The May 2019 and October 2022 16S rRNA gene metabarcoding data also suggest 

that the in situ natural prokaryotic communities adapt to the water column stratification through 

variations of the relative abundances of taxa. In fact, the oxycline appeared to be a determining 

depth for the planktonic microbial communities, since a peak of proteobacteria was observed 

in both lakes at this depth, represented mainly by Chromatiales members in the Alchichica 

water column. Hence, it is possible that the adaptation of microbial communities in rapid 

transitions from an oxic to an anoxic environment involves a significant and local rise in the 

abundance of Proteobacteria, particularly anoxygenic phototrophs in the case of Alchichica. 

Below the critical oxycline depth, the observed increase in the relative proportions of 

anoxygenic phototrophs and/or sulfate reducers such as the Rhodocyclaceae, Chlorobia and 

Desulfobacterales members reflects the selection of certain planktonic taxa by anoxia in both 

lakes (Madigan et al., 1997). In addition, a decrease of oxygenic photosynthesis in anoxic water 
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column may be pointed out by the decrease of the abundance of planktonic Cyanobacteria 

members with depth. Similarly, in the in situ microbial communities associated with the 

microbialites, a decrease with depth in the relative abundance of Cyanobacteria was observed 

to the benefit of Proteobacteria. Interestingly, the highly represented Pleurocapsales, 

contrasting with the low Synechococcales abundances in Alchichica and Atexcac deep 

microbialites support previous observations reporting the increase of Pleurocapsales at depth, 

at the expense of Nostocales and filamentous Synechococcales (Couradeau et al., 2011; Saghaï 

et al., 2015; Águila et al., 2021).  

 However, Iniesto et al. (2021) have highlighted the spatial heterogeneity of 

microbialites, with relative taxon abundances varying at a local scale. This heterogeneity may 

be due to the sampling of well-developed colonies, or to organisms that are larger than others 

and therefore relatively less abundant at a local scale. For instance, differences were observed 

between the in situ communities of Alchichica microbialites between 2019 and 2022, with for 

example much more abundant Cyanobacteria members in 2019 than in 2022 (Fig. 3.2). This 

could be attributed to local heterogeneities. However, it is also likely that these differences in 

abundance between the sequenced communities in 2019 and 2022 microbialites at t=0 week are 

due to the fact that they were not sampled at the same time of the year (i.e. beginning vs. end 

of stratification) where, as for the plankton, the long-lasting anoxia could have selected the 

microbial communities. 

 In any case, even if spatial heterogeneity was largely observable in our samples and a 

multitude of factors that are difficult to distinguish intervene, the trends in natural community 

structures reflected some fluctuations in the relative abundance of lineages depending on the 

oxygenation of the solution. 

Adaptation of microbial communities in Alchichica and Atexcac microbialites to anoxia 

 We studied the changes imposed by anoxia to the prokaryotic microbiome of 

microbialites by exposing shallow (from the oxic water column, Alchichica) and deep (from 

the anoxic water column in both lakes Alchichica and Atexcac) microbialites to continuous 

anoxia for almost a year. The obtained data support the previous in situ observations, showing 

that, under anoxia, some microbial communities are favored and increase in relative abundance 

at the expense of others. 
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 (i) In the case of mesocosms A comparing the microbial composition of oxic 

microbialites (shallow samples, Alchichica 2012) with microbialites already adapted to 

seasonal anoxia (deep samples, Alchichica 2019), the variations in response to continuous 

anoxia mostly consisted in a massive increase of Chromatiales over time for the shallow 

samples, whereas the deep microbial mats tended to favor the growth of Cyanobacteria, with 

an over-representation of Leptolyngbyales in 2019. Interestingly, it has been shown that some 

members of the Leptolyngbyales specifically adapted to sulfidic conditions are not only 

versatile regarding photosynthesis, but also that their switch from oxygenic to anoxygenic 

photosynthesis can be regulated by both H2S concentrations and irradiance in the medium 

(Hamilton et al., 2018). Accordingly, it is possible that we favored the use of anoxygenic 

photosynthesis on H2S by members of this order, after transitioning conditions to strict anoxia. 

This would also be consistent with the subsequent enrichment of these cyanobacteria under 

continuous anoxia. As for the increase in Chromatiales in surface microbial mats, it is possible 

that their Alchichica representatives have developed preferentially within a microbiome already 

adapted to oxic conditions in laboratory, perhaps because of the existence of specific anoxic 

microenvironments in biofilms grown under general oxic conditions and/or also an oxic-anoxic 

versatility. 

 (ii) However, the change of microbialite microbiomes seems relatively dependent on 

the original composition of the microbiomes already present in the starting communities. Apart 

from local variations in Actinobacteria or Dependentiae which can be linked to spatial 

heterogeneities, locally related to predation and/or parasitism bursts, the NB1-J group present 

in Atexcac microbialites at t=0, for example, keeps a significant proportion of the number of 

reads over time, whereas it is almost entirely absent from Alchichica. Interestingly, it has been 

suggested that members of the NB1-J group, whose functional capabilities are as yet poorly 

understood, are involved in, e.g., the degradation of organic matter via metabolic pathways 

using nitrogen and sometimes in association with algae (Pushpakumara et al., 2023; Voogd et 

al., 2015). Moreover, the microbial communities composing the biofilms grown on the walls of 

the mesocosms appeared different from those intrinsically associated with microbialites, with 

in particular a dominance of Cyanobacteria that had already been observed for Alchichica and 

Atexcac. In mesocosms A, the colors of the biofilms that formed on the walls and partly on top 

of the microbialite fragments changed in around six months and the high-throughput sequencing 

of their 16S rRNA gene amplicons showed a drastic replacement of the original communities 

by Proteobacteria, with a minor proportion of Cyanobacteria remaining (Fig. A3.4). In 
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particular, the biofilm of the mesocosm containing the shallow microbialites from 2012 was 

over 80 % composed of phototrophic Alphaproteobacteria of the order Rhodobacterales, which 

may, for example, explain the observed pink pigmentation (Fig. A3.3; Imhoff et al., 2005). In 

addition, long-lasting anoxia-exposed microbialites showed a slight increase in Firmicutes 

members, suggesting a potential role for these heterotrophs in the formation of microbialites at 

Alchichica, as already observed in lake Las Eras (Spain) where they appeared alkaliphilic and 

influenced the precipitation of Mg-rich carbonates (Sanz-Montero et al., 2019). Similarly, a 

common feature of the four mesocosms incubated under anoxia was their non-negligible 

proportion of reads assigned to the Desulfobacterales potentially linked to an increase in H2S-

reducing members coupled with an enhanced sulfur cycle of the alkaline environment, such as 

in Laguna Bacalar, Mexico (Yanez-Montalvo et al., 2020).  

 (iii) Overall, a stable state may have developed under continuous anoxia, with a 

relatively higher representation of anoxygenic phototrophic organisms. The general basis of 

microbial consortia in anoxia-grown microbialites was seemingly carried by Proteobacteria 

(notably Gammaproteobacteria covering between 20 and 45 % of the total relative abundances), 

which dominate the prokaryotic fraction of Alchichica and Atexcac microbialites, associated 

with a group of Desulfobacterales, Acidobacteria, Planctomycetota, Cyanobacteria and 

Bacteroidota in varying proportions. Following this stabilization of the microbial community 

structure, the OTUs variability was reduced, approaching the same OTUs diversity as in the 

core microbialite community found by Iniesto et al. (2021) (Fig. A3.5D). 

 Overall, considering that metabolic functions can be inferred from taxonomic groups, 

microbialites thus constitute an ecological niche where microbial structure is adaptable to 

environmental fluctuations and can be stabilized thanks to a wide diversity of metabolic 

potentials in the communities. Moreover, these observations support the hypothesis of a 

microbial adaptation to anoxia through variations of the relative abundance of the community 

members, sharing a common microbial core with OTUs present both in low and high depths in 

Alchichica and Atexcac lakes. 
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Implications of anoxia-adapted organisms in the carbonatogenesis of deep 

microbialites from Alchichica and Atexcac 

 Among the seven bacterial species cultured from anaerobically growing 40-m-deep 

Alchichica microbialites, four corresponded to cyanobacteria, including three very closely 

related to phylotypes already identified in native Alchichica microbialites by past studies 

(Couradeau et al., 2011). Therefore, despite a major change in environmental conditions 

including water chemistry and irradiance, but above all a switch to continuous anoxia, these 

cyanobacteria were able to grow anaerobically, showing that they are facultatively anaerobic 

organisms. In the case of Leptolyngbyales, metabolic versatility between oxygenic and H2S-

dependent anoxygenic photosynthesis was already hypothesized (Hamilton et al., 2018) based 

on their presence in Alchichica microbialite samples maintained under continuous anoxia. Here, 

we enriched the over-represented Leptolyngbyales present in mesocosms. In addition, one of 

the isolates from Alchichica microbialites was phylogenetically close to Leptolyngbyales 

members isolated from microbialites in alkaline and sulfur-rich environment (Sodaleptolyngbya 

stromatolitii, Dziani Dzaha, Mayotte, Cellamare et al., 2018). This suggests a selection of 

communities in Alchichica microbialites not only based on their ability to live in oxia and 

anoxia, but also a primary selection by the high alkalinity and relatively high sulfur 

concentrations in the water column. 

 The case of Elainellales is more complex to interpret since very little information is 

currently available on this new genus described by Jahodářová et al. (2018). At least, we know 

that these cyanobacteria can grow under strict anoxic conditions and are phylogenetically very 

close to other Leptolyngbyales. Whether these cyanobacteria perform anoxygenic 

photosynthesis with H2S as electron donor remains difficult to determine. It would also be 

possible that they are still using H2O and, hence, doing oxygenic photosynthesis, but the 

prevalent anoxic conditions would not allow for O2 to accumulate and oxidize the atmosphere. 

However, as the role of Cyanobacteria in carbonatogenesis via alkalinization of the 

environment has been widely emphasized in microbialites in general and in Alchichica 

microbialites in particular (Couradeau et al., 2012; Saghaï et al., 2015; Iniesto et al., 2021), a 

possibility is that the strains isolated here are also involved in carbonatogenesis in microbialites, 

and specifically in those found at depth under seasonally anoxic conditions. This would require 

a better characterization of the carbonatogenic capabilities of the sequenced morphotypes under 

both oxic and anoxic conditions. 
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 Interestingly, two Alphaproteobacteria species were also enriched in culture. These two 

isolates have been assigned to the order Rhizobiales, phylogenetically very close to 

Salinarimonas. Anoxygenic phototrophs Salinarimonas are described as facultatively 

anaerobic (Liu et al., 2010; Cai et al., 2011). Strikingly, several species phylogenetically very 

close to the isolates have been described in alkaline and/or saline environments where they can 

produce biofilms (e.g. the Beijerinckiaceae sp. strain comes from tuffs from Greenland and was 

deposited directly in NCBI by Stougaard, Aarup and Prieme). A hypothesis is that these 

Alphaproteobacteria may play a role in the formation of microbial mats in the deep biofilms at 

Alchichica during the stratification period, by alkalinizing the medium through anoxygenic 

photosynthesis. 

 The last enriched organism was ascribed to the Acidobacteria, and the nearest neighbors 

in the phylogenetic tree are unclassified, with a sequence already found in Alchichica 

([AF498727.1], Couradeau et al., 2011). It is therefore possible that this organism has not yet 

been referenced. One of its close neighbors comes from an environment where bacteria are 

involved in anaerobic ammonium-oxidizing metabolic pathways ([HM769665.1] deposited in 

NCBI by Sun, Sierra-Alvarez and Field), which could provide a clue to a metabolic 

interpretation. In any case, this Acidobacteria can grow in continuous anoxia and could 

participate in the formation of microbialites, for example via photoheterotrophic pathways. 

 Overall, despite a culture bias of enriched organisms linked to the selected culture media 

and general physico-chemical conditions differing from their natural environment, the genus of 

the seven cultured organisms are widespread in the microbialite samples from the mesocosms, 

as shown by the 16S rDNA metabarcoding analyses (Fig. 3.3). Thus, the isolates obtained from 

the starting deep microbialites are able to live in an anoxic environment and could participate 

in the carbonatogenesis of the deep microbialites during periods of lake stratification, notably 

using anoxygenic photosynthesis. 
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Conclusion 

 In the alkaline, monomictic Alchichica and Atexcac lakes (Mexico), the deep water 

column becomes seasonally anoxic and contains microbialites. High-throughput 16S rRNA 

gene marker metabarcoding analyses of the microbiomes associated with these deep 

microbialites have shown that they have prokaryotic community compositions similar as the 

shallow microbialites developing in the oxic part of the water column. Moreover, through an 

experimental approach of permanent exposure to anoxia in the laboratory, we have shown that 

the microbial communities of Alchichica and Atexcac microbialites can adapt over time under 

anoxic conditions. In particular, anoxygenic phototrophs and anaerobic heterotrophs expand in 

an early phase, until they reach a state of equilibrium after about four months where 

Proteobacteria largely dominate in abundance the rest of the community members. Differences 

in the local abundance of taxa such as the anoxygenic photosynthetic Chromatiales or the 

Cyanobacteria Leptolyngbyales reflect probably differences in the composition of the original 

samples, that grew either at shallow depth under permanent oxic conditions or at depth under 

seasonal anoxic conditions. In particular, metabolic versatility seems to be favored by deep 

microbial communities, as suggested by microbial enrichments performed in an anaerobic 

chamber. Thus, some cyanobacteria seem able to shift from an oxygenic towards an anoxygenic 

photosynthetic pathway or they continue to do oxygenic photosynthesis but the O2 is consumed 

by the reducing environment. The obtained isolates form colonies associated with mineral 

precipitates. This suggests that these organisms are active in deep, anoxic microbialites, and 

possibly involved in the carbonatogenesis in anoxic environments. Consequently, this study 

supports the previously advanced hypothesis of a microbial core involved in the formation of 

microbialites, containing a shared group of OTUs covering a wide range of metabolic 

potentials, enabling them not only to live in environments with high alkalinity and variable 

sulfur concentrations, but also to alternatively adapt to variations in oxygen levels until strict 

anoxia. 
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3. Données supplémentaires 

3.1. Figures et tableaux supplémentaires du texte principal 

 Les 7 figures et les 2 tableaux supplémentaires du manuscrit sur l’acclimatation des 

communautés microbiennes des microbialites à l’anoxie sont regroupés en annexes (pages 360 

à 369). La partie qui suit porte sur d’autres enrichissements qui ont été faits dans la boîte à gants 

mais n’ont pas été retenus dans le manuscrit précédent. 

Quatre organismes enrichis en anoxie appartenant à l’ordre des Acinetobacter 

 Au cours d’une année environ sur laquelle nous avons voulu isoler des organismes 

présents dans les tapis microbiens associés aux microbialites de 40 m de profondeur à 

Alchichica, les croissances de quatre souches que nous n’avons pas citées dans le texte principal 

ont été observées. Ces colonies se sont formées et ont été repiquées dans des milieux spécifiques 

aux Chromatium et aux Chloroflexi. A l’œil nu, elles présentaient une couleur rouge foncé sur 

les boîtes de Pétri. Les observations au microscope optique ont montré que ces organismes 

avaient des phénotypes en bacille (Fig. A3.8). 

 Suite à l’extraction d’ADN de ces isolats et au séquençage des amplicons d’ARNr 16S 

obtenus par la méthode Sanger (avec les amorces B27 F et 1492 R), nous avons pu replacer les 

séquences obtenues dans un arbre phylogénétique contenant ses plus proches voisines par blast 

sur NCBI (Fig. A3.8C). Les organismes correspondant aux quatre isolats ont été assignés à des 

gammaprotéobactéries du genre Acinetobacter. Ces genres étant régulièrement associés à des 

pathogènes développant des résistances aux antibiotiques dans la littérature, ils ne proviennent 

probablement pas des tapis microbiens de départ sur lesquels nous voulions effectuer des 

enrichissements (Perez et al., 2007 ; Peleg et al., 2008 ; Antunes et al., 2014 ; Harding et al., 

2018). Cette hypothèse d’une contamination est d’autant plus plausible que la boîte à gants dans 

laquelle les organismes du tapis microbien de 40 m de profondeur ont été enrichis puis isolés 

n’est pas un milieu strictement stérile, même s’il peut être maintenu relativement propre à 

travers la filtration continue de l’air par des filtres à 0.2 µm (mais à un taux de filtration inférieur 

à celui d’une hotte à flux laminaire). Ces organismes ont donc été attribués à des contaminants 

potentiels et ont été mis à l’écart des isolats présentés dans le texte principal. 
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Perspectives d’enrichissement d’une espèce de Pleurocapsales facultativement anaérobie 

 Parmi les organismes enrichis sous anoxie continue pendant environ un an, un isolat 

repiqué sur du milieu BG11 n’a pas pu être séquencé. A l’œil nu, ces colonies avaient une 

couleur verte-jaune et sous microscope optique, elles présentaient deux types de cellules 

différenciées : un type filamenteux et ramifié majoritaire et un type présentant des formes plus 

rondes pouvant s’apparenter à des baeocytes (Fig. 3.7, Pinevich et al., 2008). 

Figure 3.7. 

Comparaison des phénotypes de l’isolat ressemblant à un membre des Pleurocapsales obtenu sous 

anoxie continue. Les échelles n’étaient pas présentes lors de la prise des images et ont été évaluées à 

partir des échelles des images MEB acquises pour cet organisme. (a) Images en microscopie optique de 

l’isolat présentant des formes filamenteuses ramifiées (flèche blanche); (b) Images en microscopie 

optique d’un isolat du même organisme présentant un phénotype plutôt en baeocytes. 

 Cette différence phénotypique rappelle celle de certaines cyanobactéries de l’ordre des 

Pleurocapsales qui peuvent découpler leurs fonctions métaboliques en étant présentes sous 

formes de macrocytes (produits d’une fission binaire) ou sous forme de baeocytes (produits 

d’une fission multiple) (Pinevich et al., 2008 ; LeCampion-Alsumard, 1985), et qui sont a priori 

plus abondantes en profondeur (Saghaï et al., 2015 ; Couradeau et al., 2011). La résistance à la 

lyse des cellules des Pleurocapsales due à leur capsule épaisse d’EPS pourrait expliquer 

pourquoi nous n’avons pas pu séquencer cet isolat malgré plusieurs tentatives. Dans ce cas, un 

protocole approprié serait nécessaire pour obtenir la séquence du gène de l’ARNr 16S de cet 

organisme (purification de l’ADN, Picopure). En considérant cette similarité phénotypique de 

l’isolat avec l’ordre des Pleurocapsales, il sera intéressant de savoir si cette différentiation 
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phénotypique des cellules pourrait être corrélée à l’oxygénation du milieu. Une hypothèse serait 

que, dans le cas d’un tapis microbien, l’enfouissement des cellules vers des couches plus 

profondes, donc un passage à des conditions d’anoxie, pourrait déclencher un signal aux 

cellules leur permettant de produire des formes plus motiles comme des baeocytes qui auraient 

la possibilité de migrer en surface. Pour répondre à cette question, des colonies de cet organisme 

enrichi ont été inoculées dans deux plaques 96 puits avec différentes dilutions, recouvertes d’un 

film perméable aux gaz : une laissée dans la boîte à gants sous atmosphère anoxique et l’autre 

sortie de la boîte à gants et laissée dans les mêmes conditions de lumière et de température, 

mais dans des conditions oxiques. Quelques observations en microscopie ont été faites au bout 

deux semaines environ, mais les colonies n’étaient pas assez développées. L’hypothèse d’une 

différentiation phénotypique en fonction de l’oxygénation du milieu reste ici à l’état 

d’hypothèse mais méritera d’être testée dans le futur. De plus, la question de quels 

métabolismes sont utilisés par cette souche se pose, à savoir par exemple si elle utilise la 

photosynthèse oxygénique (à partir de la molécule d’eau) ou anoxygénique (à partir de soufre 

par exemple). Un test simple pour savoir si ces organismes font de la photosynthèse oxygénique 

sera d’ajouter au milieu liquide de la résazurine, un indicateur qui virera au rose en présence 

d’oxygène. Pour savoir si d’autres donneurs d’électrons sont utilisés tels que le soufre, il 

faudrait a priori envisager un dosage au cours du temps, ce qui nécessiterait de plus grandes 

quantités de milieu. De plus, les organismes qui ont été enrichis lors de la mise en anoxie des 

microbialites de profondeur d’Alchichica mettent longtemps à former des colonies visibles dans 

ces conditions, ce qui ne permet pas forcément d’en obtenir rapidement et de grandes quantités. 

Le suivi en oxie/anoxie en milieu liquide de ces souches sur le long terme permettrait de savoir 

par la suite si les phénotypes changent réellement ou non en fonction de la teneur en oxygène 

dans leur environnement. De la même manière, une extraction d’ADN appropriée suivie d’un 

séquençage du gène du 16S de cet isolat pourra confirmer ou non son appartenance à l’ordre 

des Pleurocapsales. Plus généralement, ces expériences d’exposition à long terme en conditions 

d’oxie ou d’anoxie pourraient également s’imaginer sur les autres organismes enrichis tels que 

les deux Alphaprotéobactéries. Cela permettrait de savoir dans quelle mesure certains 

organismes précis qui se sont développés en anoxie et qui sont connus pour leur 

photoautotrophie anoxygénique comme les Rhizobiales s’acclimatent à des conditions 

oxygénées, ou non.  
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3.2. Perspectives sur d’autres milieux naturels 

 La fraction planctonique de la colonne d’eau du lac La Preciosa a aussi été 

échantillonnée pendant la campagne de terrain de 2022 au Mexique. Le lac La Preciosa est un 

des lacs voisins d’Alchichica et d’Atexcac et contient aussi des microbialites actuelles. Il se 

trouve à une altitude de 2330 m (19°22’N, 97°23’W), avec un pH environ à 8,8 et est classé 

comme mésotrophique (Sánchez-Medina et al., 2016). La Preciosa a aussi une colonne d’eau 

qui se stratifie saisonnièrement, dont la température diminue d’environ 2 °C en profondeur. 

Globalement, le lac la Preciosa présente donc des caractéristiques similaires en termes de 

stratification que les lacs Alchichica et Atexcac. 

Figure 3.8. 

Prokaryotic community composition in water column of Lake La Preciosa along a depth transect. 

(A) Histogram of the phylogenetic microbial composition of the planktonic fraction showed by the 

relative proportions of 16S rRNA gene amplicon sequences. (B) Microbial diversity in the planktonic 

fraction of the same samples as in A, showed by the relative abundance of OTUs. 

 Pour ce qui est de la fraction procaryote planctonique du lac, les données de 2022 

séquencées par métabarcoding sur le 16S indiquent que, comme pour Alchichica et Atexcac, 

alors que la diversité des OTUs (dominance de protéobactéries, puis Bacteroidetes et 

Verrucomicrobiota) est importante et constante le long de la colonne d’eau, la composition de 

la communauté planctonique (c’est-à-dire ~34 % de protéobactéries, ~28 % de Bacteroidetes et 

~12 % de Verrucomicrobiota en moyenne) varie un peu plus (Fig. 3.8). Dans l’ensemble, les 
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abondances taxonomiques du lac sont largement dominées par les Protéobactéries (40 % 

environ), par les Bacteroidetes (38 % environ) et par les Verrucomicrobiota dans une moindre 

mesure (15 % environ). Ces données sont cohérentes avec celles qui avaient été détaillées par 

Iniesto et al. (2021), malgré une proportion beaucoup plus faible de cyanobactéries dans la 

colonne d’eau (< 5 %) possiblement expliquée par la date d’échantillonnage en octobre 2022 

qui ne correspondait pas à une période d’efflorescence de cyanobactéries. A partir de 24 m de 

profondeur, les proportions relatives de gammaprotéobactéries et de Firmicutes augmentent. 

Un seul échantillon (le plus profond) présente une plus forte abondance de Chromatiales (~8 

%) parmi les gammprotéobactéries, suggérant l’importance de la photosynthèse anoxygénique 

à cette profondeur. La répartition des communautés microbiennes planctoniques du lac La 

Preciosa est donc globalement semblable à celles qui ont été reportées pour les lacs Alchichica 

et Atexcac à l’échelle des classes/ordres phylogénétiques, à la différence d’une plus faible 

abondance de Desulfobacterota sous l’oxycline (potentiellement en lien avec une plus faible 

concentration en soufre dans la colonne d’eau). 

 Malgré des tendances en abondances relatives observables selon le transect en 

profondeur, il est important de noter l’ampleur des différences (entre ~1 et 10 % des proportions 

totales de séquences) entre deux échantillons d’eau prélevés au même moment et au même 

endroit (réplicats présents pour chaque profondeur échantillonnée à La Preciosa). 

 Dans le futur, il sera intéressant de comparer les compositions microbiennes des 

microbialites de profondeur. Par exemple, est-ce que les différences de concentrations en soufre 

plus faibles à La Preciosa (~1,23 +/- 0,06 mM en 2022) influencent la répartition des 

communautés dans les microbialites ? Est-ce que l’on retrouve également le même groupe 

commun de communautés microbiennes dans les microbialites plus profondes ? Est-ce qu’en 

enrichissant les organismes des microbialites de profondeur à La Preciosa et à Atexcac on 

retrouverait les mêmes organismes que ceux enrichis d’Alchichica ? 

 Ces questions restent ouvertes et permettront de renforcer ou non les hypothèses faites 

sur l’acclimatation des procaryotes de la colonne d’eau et des tapis microbiens associés aux 

microbialites d’Alchichica et d’Atexcac. 
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3.3. Perspectives sur des suivis biogéochimiques en laboratoire 

 L’acclimatation et l’adaptation à l’anoxie des communautés microbiennes associées aux 

microbialites a été testée en laboratoire dans cette thèse. Toutefois, les conditions physico-

chimiques des mésocosmes se sont a priori éloignées de celles des colonnes d’eau d’Alchichica 

et d’Atexcac. Des suivis géochimiques à chaque temps de prélèvement auraient été utiles pour 

comparer l’évolution des abondances relatives taxonomiques. Néanmoins, des mesures des 

concentrations en cations majeurs et en éléments traces ont été faites sur les mésocosmes A 

(Alchichica, 15 m, 2012 et Alchichica, 40 m, 2019) après un an. Les concentrations en calcium 

et en magnésium ont très légèrement diminué par rapport à la composition de la colonne d’eau 

du lac (respectivement à 0,18 mM pour 0,22 mM en moyenne dans la colonne d’eau et 18 mM 

pour 18,4 mM en moyenne dans la colonne d’eau). En revanche, les concentrations en soufre 

total dissous sont nettement moins élevées que dans la colonne d’eau avec une moyenne de 0,08 

mM des mésocosmes pour environ 11 mM dans la colonne d’eau d’Alchichica et 3 mM dans 

la colonne d’eau d’Atexcac. Les concentrations en DIC n’ont pas été mesurées pour les 

mésocosmes, ce qui manque également pour estimer l’évolution de l’état de saturation de la 

solution vis-à-vis des carbonates au cours du temps. Dans l’ensemble, pour les cations majeurs, 

la chimie des mésocosmes au bout d’un an commence à se stabiliser avec la chimie de la 

solution qui est ajoutée au fur et à mesure (pour compenser l’effet de l’évaporation dans les 

mésocosmes à l’intérieur de la boîte à gants), mais l’effet des communautés microbiennes sur 

la géochimie générale de ces systèmes fermés est resté peu défini. Tous les paramètres qui 

influencent la disponibilité des espèces chimiques en solution n’ont donc pas été contrôlés. 

Même si dans le cas de notre expérience la condition d’anoxie continue était le paramètre 

majeur à contraindre pour évaluer l’acclimatation des communautés microbiennes, d’autres 

perspectives pour ce type d’expérience sont de mieux contrôler tous les autres paramètres qui 

pourraient avoir un rôle dans les diversités phylogénétiques et fonctionnelles des communautés 

microbiennes. Ces paramètres comprennent l’hydrochimie mais aussi, par exemple, la lumière. 
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4. Conclusions et perspectives 

 Dans ce chapitre, nous avons cherché à évaluer l’acclimatation/adaptation à l’anoxie de 

communautés microbiennes associées à des microbialites vivantes provenant de milieux 

oxiques et anoxiques au moment de l’échantillonnage. Pour cela, trois approches ont été 

utilisées : (i) observer l’évolution des communautés microbiennes dans l’environnement naturel 

selon un transect en profondeur par du métabarcoding du gène de l’ARNr 16S, (ii) évaluer 

l’acclimatation des communautés microbiennes au cours d’environ un an et demi en laboratoire 

sous des conditions d’anoxie continue par métabarcoding  également et (iii) enrichir des 

organismes provenant des tapis microbiens associés aux microbialites de profondeur 

acclimatées à l’anoxie saisonnière et les identifier par séquençage Sanger de leur gène d’ARNr 

16S. Les compositions des communautés microbiennes naturelles ont été évaluées pour les 

communautés associées aux microbialites et à la colonne d’eau, ce qui a permis de faire un suivi 

dans la continuité des travaux qui avaient déjà été faits sur les diversités planctoniques et 

benthiques des microbialites (Iniesto et al., 2021 ; Couradeau et al., 2011 ; Saghaï et al., 2015). 

 Globalement, ces analyses ont montré des variations relativement faibles de la diversité 

d’OTUs procaryotes (c’est-à-dire quels OTUs sont recensés) entre des microbialites de milieux 

oxiques et des microbialites de milieux saisonnièrement anoxiques. En revanche, la 

composition des communautés, c’est-à-dire la diversité et l’abondance relative des membres 

des différentes lignées phylogénétiques, varie en fonction de leur exposition à l’anoxie, malgré 

une large dominance des gammaprotéobactéries dans tous les échantillons. Dans l’ensemble, 

les proportions de phoautototrophes oxygéniques, i.e. des cyanobactéries, diminuent 

légèrement dans des conditions d’anoxie, au profit de photoautotrophes anoxygéniques comme 

certaines gammaprotéobactéries et de communautés hétérotrophes anaérobies. De plus, lors 

d’une exposition continue à l'anoxie en laboratoire, les microbialites d'Alchichica et d'Atexcac 

conservent eux aussi la même diversité microbienne que les échantillons naturels, diversité qui 

contient a priori une gamme suffisante de potentiels métaboliques pour s’acclimater à des 

conditions d'anoxie permanente. Les changements d’oxygénation du milieu (entre autres) ont 

donc vraisemblablement été accommodés dans les microbialites via une association dynamique 

de communautés microbiennes dans les tapis microbiens, capables d’attendre (potentiellement 

en dormance ou simplement en changeant leur métabolisme) l’arrivée de nouvelles conditions 

oxiques. Un état stable dominé par les gammaprotéobactéries s’atteint grâce à la prolifération 

où le déclin de certains groupes de microorganismes. En considérant que l’on peut inférer des 
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fonctions métaboliques à des groupes taxonomiques, les microorganismes en anoxie ont a 

priori été sélectionnés en fonction de leurs capacités métaboliques telles que les voies de 

fixation du carbone en conditions anaérobies. Ce travail soutient donc l'hypothèse 

précédemment avancée d'un noyau microbien partagé par les microbialites des lacs mexicains 

de la TMVB (Iniesto et al., 2021), contenant un groupe de départ de communautés microbiennes 

pouvant alternativement s'adapter aux variations des niveaux d'oxygène. En particulier, les 

communautés microbiennes des microbialites profondes semblent favoriser des métabolismes 

versatiles, comme le suggèrent la culture et l’isolement de cyanobactéries réalisés en anoxie. 

Certaines cyanobactéries habituellement phototrophes oxygéniques peuvent s'orienter vers des 

voies photosynthétiques anoxygéniques. Elles font alternativement de la photosynthèse 

oxygénique (sans toutefois pouvoir respirer aérobiquement la nuit, et en développant des voies 

d’obtention d’énergie alternatives telles que la fermentation) mais l’oxygène est éliminé dans 

les conditions réductrices environnantes. Les isolats obtenus suggèrent que ces organismes sont 

actifs dans les microbialites profondes, et donc potentiellement impliqués dans la 

carbonatogenèse dans les environnements anoxiques. Dans l'ensemble, l'étude montre que les 

microbiomes des microbialites couvrent une large gamme de potentiels métaboliques, ce qui 

permet aux communautés microbiennes non seulement de vivre dans des environnements 

présentant une alcalinité élevée et des concentrations variables en soufre, mais aussi de 

s'accommoder d'une absence continue ou temporaire d'oxygène dans l'environnement.  

 Dans ce chapitre, l’adaptation des communautés microbiennes aux changements 

environnementaux a été testée sur l’anoxie, et évaluée en utilisant une technique de séquençage 

à large échelle ciblant les procaryotes. Toutefois, les eucaryotes peuvent aussi participer à la 

formation des microbialites, donc contribuer à la composition du microbiome global et modifier 

leur écosystème local. Des évaluations de la diversité taxonomique eucaryote ont déjà été 

menées sur les microbialites d’Alchichica et d’Atexcac et ont montré une proportion dominante 

d’organismes photosynthétiques à hauteur d’environ 80 % de la diversité eucaryotique, 

notamment des algues vertes et, parfois, des diatomées (Saghaï et al., 2015 ; Iniesto et al., 2021). 

Cependant les procaryotes dominent les communautés, comme le montrent des études 

métagénomiques (Saghaï et al., 2015). Le même type d’expérience pourrait être envisagé sur 

les communautés eucaryotes des microbialites exposées à l’anoxie continue, possiblement sur 

les mêmes ADNs. Ici, il a été vu que les abondances relatives des communautés microbiennes 

varient en fonction de leurs potentiels métaboliques suite à une exposition temporaire ou 

continue à l’anoxie. Pour autant, il est difficile d’obtenir une distribution précise des 
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métabolismes utilisés au sein d’un tapis microbien de microbialite dans ces conditions. D’autres 

méthodes existent pour caractériser les communautés microbiennes et leurs potentiels 

métaboliques, comme la métagénomique. L’utilisation de ce type de séquençage pourrait 

permettre dans le futur d’évaluer de manière plus locale et précise les transitions métaboliques 

qui ont lieu au cours du temps dans le tapis microbien associé aux microbialites sous anoxie 

continue. La métatranscriptomique pourrait également donner ce type de données en informant 

sur les gènes exprimés à un moment donné dans les communautés microbiennes, malgré des 

interprétations plus complexes, et même si en général chez les procaryotes les métabolismes 

utilisés peuvent être relativement bien corrélés aux séquences des gènes séquencés par 

métagénomique. 

 Par ailleurs, les concentrations en soufre du lac Alchichica sont élevées, ce qui a 

vraisemblablement une influence sur la sélection des communautés microbiennes de la colonne 

d’eau et des tapis microbiens associés aux microbialites. Dans le futur, les influences de cette 

condition en particulier sur les microbialites pourraient être intéressantes à tester, par exemple 

en comparant les communautés microbiennes des microbialites à Alchichica et à Atexcac 

exposées à différentes concentrations en soufre dissous. Dans le but d’évaluer qui sont les 

procaryotes actifs dans les tapis microbiens des microbialites de milieux anoxiques, les 

enrichissements d’organismes provenant de ces milieux permettent de donner accès à leur 

taxonomie. Pour autant, dans le cas des expériences sur un an et demi environ qui ont été faites 

sur les microbialites en boîte à gants, certains biais ont influencé les résultats obtenus. 

Notamment, l’utilisation au départ de milieux de culture spécifiques à certains ordres/classes 

de phototrophes anoxygéniques comme les cyanobactéries, les Chromatiales ou les Chlorobi 

sélectionne les communautés qui se développent et peut aussi influencer les conclusions sur 

l’utilisation de la photosynthèse anoxygénique dans ce type de systèmes. De nombreux 

hétérotrophes participent également à la mise en place de la structure microbienne des 

microbialites via des métabolismes phototrophes ou chimiotrophes. Des voies métaboliques 

comme la sulfato-réduction, l’oxydation des sulfures, la méthanotrophie, etc, pourraient 

également être défavorisées dans ce type de milieux, ou au contraire fortement favorisées. Par 

conséquent, il serait intéressant pour notre cas de tester d’autres types de milieux nutritifs 

ciblant d’autres organismes/métabolismes. Par exemple, le fer ferreux peut constituer une 

source d’électrons importante pour certains organismes lors de la photosynthèse anoxygénique, 

voire leur seul donneur d’électron. Bien que le fer soit sous formes de traces dans les lacs 

Alchichica et Atexcac, il est possible que certains organismes l’utilisent dans la zone profonde 
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des lacs pendant la période de stratification. Des milieux comme ceux utilisés par Ehrenreich 

et Widdel (1994) riches en FeS ou en FeCO3 qui ciblent ces organismes auraient pu 

complémenter nos enrichissements, ou alors des milieux apportant des sulfures en tant que 

donneurs d’électrons. De nombreux autres donneurs d’électrons primaires sont susceptibles 

d’être utilisés dans les environnements anoxiques comme H2, H2S, S0, Fe2+, CH4, NH4
+, CH2O, 

lors de voies métaboliques anaérobies telles que les photosynthèses anoxygéniques, la réduction 

des sulfures, la réduction du fer via H2, l’acétogenèse, la disproportionation du soufre, 

l’oxydation anaérobie du méthane, de l’ammonium, etc (Canfield et al., 2006). Dans l’autre 

sens, des accepteurs d’électrons primaires tels que CO2, CO, SO4
2-, S0, NO3

- et NO2
- peuvent 

aussi être utilisés en anaérobioses lors de la méthanogenèse, les photosynthèses anoxygéniques, 

la réduction des sulfates et des sulfures, la dénitrification, la réduction des nitrates, etc (Canfield 

et al., 2006). Plus spécifiquement par rapport aux phototrophes anoxygéniques, on pourrait 

aussi imaginer inoculer des biofilms de microbialites provenant des zones saisonnièrement 

anoxiques d’Alchichica et Atexcac sur des milieux plus spécifiques d’Alphaprotéobactéries 

comme les Rhizobiales, de Firmicutes (Heliobacterales), Chloroflexi, Gemmatimodatetes, ou 

Acidobactéries (Chloracidobacterium). De plus, malgré des milieux ciblant spécifiquement 

certains organismes, il est possible que d’autres s’y développent à la place. Dans le cas des 

milieux spécifiques aux Chromatiales que nous avons utilisés, par exemple, ce sont des 

Alphaprotéobactéries de l’ordre des Rhizobiales qui s’y sont développées. Il y a donc 

probablement une part qui n’a pas été contrôlée dans la croissance des différentes souches que 

nous avons enrichies. De plus, malgré cela, nous ne pouvons pas être totalement sûrs des 

métabolismes utilisés par ces organismes, ce qui nécessiterait d’autres types d’analyses encore. 

Dans le cas des quatre souches de cyanobactéries qui ont été enrichies, nous ne savons 

particulièrement pas quels sont les donneurs d’électrons utilisés dans leurs photosynthèses 

anoxygéniques.). De plus, de manière intéressante dans le cas des microbialites d’Alchichica et 

Atexcac incubées sous anoxie continue, ce sont des cyanobactéries qui ont été le plus enrichies. 

Potentiellement, ces cyanobactéries sont susceptibles de faire des transitions entre une 

photosynthèse oxygénique et une photosynthèse anoxygénique. Peut-être qu’en faisant des 

enrichissements sous anoxie continue sur ce type de système, de nouvelles souches de 

Cyanobactéries versatiles vis-à-vis de la photosynthèse pourraient être découvertes. 

 De plus, dans le cas des communautés microbiennes qui ont été séquencées ici, les 

échantillonnages ont toujours eu lieu le jour. Même si en profondeur ces cycles sont 

probablement atténués en termes d’intensités lumineuses, on pourrait s’attendre à ce que la 
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composition des communautés microbiennes soit la même de jour comme de nuit mais avec 

une variation de l’expression des gènes. Dans ce cas, des analyses en métatranscriptomique 

pourraient être adaptées, voir en métaprotéomique pour avoir accès aux protéines synthétisées.  

 Enfin, de manière intéressante, il a été proposé que des Firmicutes associés aux 

microbialites d'un lac alcalin (Las Eras, Espagne) puissent jouer un rôle dans la précipitation de 

carbonates riches en magnésium tels que l'hydromagnésite ou la huntite (Sanz-Montero et al., 

2019). Une perspective pourrait être d’estimer plus précisément l’influence de certains 

organismes/métabolismes sur la formation des phases minérales de manière générale dans les 

microbialites d’Alchichica et d’Atexcac (par exemple avec des suivis MEB/MET) et en 

particulier les impacts de la classe des Firmicutes sur la formation des carbonates de 

magnésium, à plus forte raison en ayant observé que les abondances relatives des Firmicutes 

dans les microbialites augmentent légèrement avec la profondeur pendant la période de 

stratification des lacs et sous anoxie continue. En parallèle, la présence de huntite, un carbonate 

de calcium et de magnésium, a été montrée uniquement en profondeur dans les microbialites 

du lac Alchichica. Il est possible, de manière très spéculative, de faire l’hypothèse d’une 

corrélation entre la présence croissante avec la profondeur de certains groupes d’organismes 

comme les Firmicutes dans les microbialites et la présence en profondeur de la huntite. De plus, 

les cas des microbialites profondes d’Alchichica et d’Atexcac sont non seulement des structures 

géobiologiques intéressantes du point de vue de l’enregistrement de l’anoxie, entre autres, mais 

aussi parce qu’elles se forment dans des environnements où l’accès à la lumière pour les 

organismes est faible. Les conditions de luminosité n’ont pas été testées sur ces échantillons en 

particulier, mais on peut se demander dans quelle mesure ces conditions ont affecté les 

communautés microbiennes, quelle que soit l’oxygénation du milieu. Il est possible que leur 

distribution soit sous-évaluée puisqu’elles sont plus difficiles à échantillonner, ce qui soulève 

la possibilité d’en chercher dans des lacs déjà connus pour abriter des microbialites actuelles. 

Par exemple, un critère pour essayer de trouver ce type de microbialites profondes pourrait être 

la transparence de l’eau, donc plutôt des milieux oligo à méso-oligotrophiques. Par ailleurs, le 

cœur de communautés microbiennes communs aux microbialites de la TMVB et participant 

potentiellement à leur formation (Iniesto et al., 2021), constitue une information clairement 

intéressante à rechercher dans d’autres microbialites actuelles dans le futur, afin d’évaluer si les 

potentiels métaboliques de départ sont similaires ou non, et ce même dans des environnements 

chimiquement différents.
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1. Introduction 

 Les microbialites enregistrent les conditions physico-chimiques et biologiques de leur 

environnement de formation dans les compositions minéralogiques/l’arrangement spatial de 

leurs phases minérales et dans l’abondance/la nature des communautés microbiennes de leurs 

biofilms. Des mécanismes biologiques/chimiques peuvent modifier les espèces chimiques 

présentes dans le milieu juste avant leur enregistrement dans les microbialites : par exemple, il 

est très probable que les espèces du soufre en solution soient modifiées dans les biofilms des 

microbialites avant que ceux-ci ne soient encroûtés. Par conséquent, le lien entre les paramètres 

physico-chimiques et biologiques de la solution de formation et les enregistrements physico-

chimiques et biologiques des microbialites à un temps zéro sont complexes et pas forcément 

directs. Ajoutés à cela, l’enfouissement des microbialites et l’induration des sédiments 

notamment sont susceptibles de modifier leurs structures organo-minérales. Ces modifications 

sont regroupées sous le terme de diagenèse, qui englobe tous les processus post-dépôts ayant 

un impact sur les propriétés chimiques, mécaniques et pétrophysiques des sédiments, ainsi que 

sur leurs fabriques initiales, leurs assemblages biologiques et leurs enregistrements 

géochimiques/géochronologiques (Bathurst, 1970). Dans ce chapitre, nous nous sommes 

intéressés à la distribution spatiale et la nature des phases minérales en lien avec la diagenèse 

dans les microbialites du lac Alchichica. Lorsque ces processus interviennent dès le dépôt des 

sédiments, ils sont regroupés sous le terme de diagenèse précoce. De manière générale, la 

diagenèse précoce affecte les sédiments des milieux marins et non-marins, via la modification 

de signatures isotopiques du carbone, de l’oxygène, du magnésium, du calcium entre autres, ou 

encore via la perte d’indicateurs paléo-rédox comme les anomalies du cérium (Tostevin, 2021). 

Les mécanismes de la diagenèse sont variés mais globalement les modifications d’une phase 

primaire en une phase secondaire sont liés par exemple à de la micritisation, du néomorphisme, 

de la cimentation, de la dissolution, de l’altération mécanique, etc (Martín-García et al., 2009 ; 

de Boever et al., 2017). La distribution et le degré de l’altération liée à ces processus dépendent 

notamment de la réactivité des phases minérales initiales analysées dans leurs contextes 

géochimique et biologique (de Boever et al., 2017). 

 Dans les microbialites, la diagenèse a été relativement peu documentée. Pourtant, au 

même titre que les autres dépôts sédimentaires, les microbialites actuelles et fossiles y sont 

soumises, donc les phases minérales peuvent être transformées, et leurs signatures 

minéralogiques, biologiques, isotopiques, perdues/modifiées au cours du temps. Ces altérations 
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post-dépôts sont relativement peu détaillées dans le cas des microbialites actuelles, même si des 

mécanismes généraux incluant la dolomitisation, la carbonatation ou la silicification ont été 

rapportés (Planavsky et Ginsburg, 2009 ; Koeshidayatullah et al., 2015 ; Buongiorno et al., 

2019 ; Bosence et al., 2015, entre autres). Par exemple, des microbialites actuelles du lac 

Clifton, en Australie, présentent un encroûtement primaire des cellules par de la stévensite 

((Ca,Na)xMg3-x(Si4O10)(OH)2.nH2O) qui préserve bien leurs formes, suivi par un remplacement 

quasi-total de cette matrice par de l’aragonite (Burne et al., 2014). En l’occurrence, comme la 

minéralisation aragonitique efface les traces morphologiques primaires biogéniques dans le cas 

de ces microbialites, les auteurs ont proposé ce mécanisme comme une piste pour expliquer le 

manque de preuves de biogénicité dans les microbialites carbonatées fossiles (Burne et al., 

2014). D’autres microbialites d’environnements modernes subissent une étape de carbonatation 

qui pourrait être attribuée à une phase précoce de diagenèse. C’est le cas de microbialites 

actuelles du lac Mono, en Californie, qui présentent une carbonatation diagénétique des 

biofilms préalablement stabilisés par des silicates de magnésium, mais où cette fois les vestiges 

des structures biologiques ne sont que partiellement effacées (Souza-Egipsy et al., 2005). Cette 

séquence a été retrouvée également dans des tapis microbiens minéralisant actuels du Grand 

Lac Salé aux Etats-Unis, où une étape supplémentaire permettant le remplacement partiel de 

l’aragonite par de la dolomite a été observée (Pace et al., 2016). A l’inverse, dans le lac Van 

(Turquie), des biofilms associés à des microbialites actuelles favorisent la précipitation primaire 

d’aragonite dont les grains sont remplacés rapidement par des silicates authigènes de 

magnésium-aluminium-fer, interprétés comme le résultat d’une diagenèse précoce (Kremer et 

al., 2019). Par ailleurs, d’autres cas de diagenèse précoce à tardive ont été documentés dans des 

microbialites fossiles (souvent dans un cadre industriel pour approximer la qualité du réservoir) 

mais les étapes de leur mise en place restent floues et ne permettent pas d’estimer précisément 

dans quelle mesure les signatures primaires ont été conservées/modifiées/effacées (Tan et al., 

2018 ; Tang et al., 2022). 

 Les conséquences de la diagenèse, précoce ou tardive, peuvent donc être majeures après 

l’encroûtement des biofilms et dans les phases minérales, et sont vraisemblablement des sources 

de biais dans les interprétations des enregistrements géologiques passés tels que des 

stromatolites fossiles. Pour mieux comprendre ce que disent vraiment les microbialites, il est 

nécessaire, en conséquence, de chercher à distinguer les signatures primaires des signatures 

issues de modifications ultérieures et d’évaluer les différents mécanismes de diagenèse ayant 

eu lieu dans les microbialites, Dans ce but, nous nous sommes intéressés à la nature et à 
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l’arrangement spatial des différents carbonates dans les microbialites actuelles d’Alchichica, en 

comparant de nouveau des microbialites récoltées en surface avec des microbialites récoltées 

en profondeur. Nous avons mis en évidence la formation massive de huntite, un carbonate 

double de magnésium et de calcium, dans les microbialites de profondeur. Nous l’avons 

interprétée comme le résultat d’une diagenèse précoce poussée en profondeur, à l’aide 

d’analyses par diffraction des rayons X (DRX), spectroscopie infrarouge à transformée de 

Fourier (FTIR), microscopies optique, confocale à balayages laser (CLSM), électronique à 

balayage (SEM) et électronique en transmission (TEM) et de cartographie en fluorescence des 

rayons X (XRF). Le manuscrit qui a été écrit sur cette partie sera probablement soumis à ACS 

ou Chemical Geology. 
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Abstract 

 Microbialites are sedimentary rocks formed under the influence of microbial 

communities and hence, particularly suited to look for traces of life and reconstruct 

paleoenvironments. However, mineral phases composing them and the signals they carry do 

not always reflect primary conditions but may result from secondary alteration during, e.g., 

early diagenesis. Therefore, it is crucial to distinguish between primary and diagenetic phases 

and assess how primary signals are affected by diagenesis in microbialites. Here, we analyzed 

early diagenetic transformations in shallow to deep modern microbialites formed in the 

seasonally stratified lake Alchichica, Mexico. For this purpose, we combined bulk analyses 

such as X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), with 

spatially resolved techniques, including petrographic microscopy, confocal laser scanning 

microscopy (CLSM), X-ray fluorescence mapping (XRF), scanning electron microscopy 
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(SEM), focused ion beam (FIB) milling and transmission electron microscopy (TEM). We 

showed the massive diagenetic formation of huntite (CaMg3(CO3)4), a rare carbonate, in 

microbialites developing only at depths ≥ 20 m in the seasonally stratified water column of 

Lake Alchichica, Mexico. Huntite replaced aragonite (CaCO3) and hydromagnesite 

(Mg5(CO3)4(OH)2.4H2O), the main primary phases forming Alchichica microbialites. Bulk 

isotope composition measurements of carbon and oxygen in carbonate phases supported an 

early diagenetic origin of huntite. We propose that specific conditions restricted to the pore 

water physicochemistry within the deep microbialites control the destabilization of the primary 

carbonates and the precipitation of huntite. Moreover, the loss of luminescence in deep 

microbialites in comparison with shallow microbialites suggests that some signals contained in 

the primary mineral phases are at least partially erased by the early diagenetic formation of 

huntite, potentially affecting the preservation of mineralogical and biological signatures of 

microbialites over time.  

Keywords 

Microbialites; early diagenesis; huntite; aragonite; hydromagnesite; luminescence; FIB 

Introduction 

 Carbonate phases comprise a significant part of terrestrial and marine sediments 

(Deocampo, 2010; Capezzuoli et al., 2014). They may be derived from bioclast accumulation 

or precipitate through biologically or purely physico-chemical processes (Scoffin, 1986). 

Solution saturation states, pH and temperature are key geochemical parameters controlling the 

formation of authigenic carbonates (Given and Wilkinson, 1985). Moreover, some 

microorganisms can impact the local solution chemistry (e.g., by alkalinization of water through 

photosynthesis) and/or the energetics of nucleation, or even control carbonate formation 

intracellularly (Görgen et al., 2020). This results in biologically induced, influenced or 

controlled mineralization, respectively. Thus, the diversity of carbonates in terms of their 

formation environments and mechanisms, and their reservation over geological time make them 

prime targets to mine for proxies allowing to reconstruct paleoenvironmental conditions 

(Johnson et al., 2013; Frisia et al., 2014; Saenger et al., 2014). Specifically, microbially-formed 

carbonates can preserve traces of their biogenic origin in the form of encrusted fossil cells 

(Couradeau et al., 2013), stable isotopes ratios and/or nanometer-scale assemblages of organic 

polymers (e.g., extracellular polymeric substances or EPS) with carbonate crystals (Benzerara 
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et al., 2006). In addition, they provide paleoclimatic and paleoenvironmental information 

acquired through the isotopic fractionation of diverse elements (Andrews et al., 1997). In this 

context, microbialite carbonates have received particular interest for the search of 

paleobiogeochemical signatures and/or as archives of paleoenvironmental parameters (Chagas 

et al., 2016). Microbialites are organo-sedimentary deposits formed by benthic microbial 

communities (Burne and Moore, 1987). They form via trapping/binding of detrital particles by 

biofilms and/or via biologically influenced/induced carbonate mineralization (Burne and 

Moore, 1987). They occur abundantly in the fossil record back to 3.43 Ga, existing in a wide 

range of forms and formation environments, and some are still forming today (Allwood et al., 

2007; Bosak et al., 2013, White et al., 2020; Caumartin et al., 2023).  

 Similarly to other carbonates, the primary features of microbialite carbonates can be 

altered over time. Diagenesis refers to all post-depositional processes impacting the chemical, 

mechanical and petrophysical properties of sediments, as well as their initial fabric, biological 

assemblages, geochemical and geochronological signatures (Bathurst, 1970). For example, 

some primary isotopic signatures together with some paleo-redox proxies such as cerium 

anomalies are likely to be lost during diagenesis (Hood et al., 2018; Lau and Hardisty, 2022; 

Tostevin, 2021). The extent/degree of transformation depends on the initial phase reactivity as 

well as the physico-chemical conditions of the environment (de Boever et al., 2017; Ahm et al., 

2018). Therefore, deciphering the different degrees of primary diagenetic alteration of primary 

carbonates within their respective sedimentary context seems essential for the proper 

interpretation of their formation conditions. For example, diagenetic alterations of carbonates 

in marine sediments are relatively detailed (Tucker and Bathurst, 2009; Godet et al., 2016). 

Diagenesis also plays a clear role in the arrangement and nature of carbonate assemblages in 

non-marine sediments (de Boever et al., 2017; Armenteros, 2010). Diagenesis can start 

immediately after sediment deposition and is then referred to as early diagenesis (Bathurst, 

1983). For instance, we recently evidenced early diagenesis transformations occurring in the 

first centimeters of the sediments deposited at the bottom of Lake Alchichica, Mexico (Muller 

et al., 2023). These transformations resulted in the replacement of amorphous silica from 

decaying diatoms and hydromagnesite, a Mg-carbonate phase (Mg5(CO3)4(OH)2.4H2O), by 

stevensite, a hydrated Mg-silicate phase. Interestingly, this lake contains also actively growing 

microbialites (Iniesto et al., 2021). However, the potential occurrence of similar transformations 

in microbialites, and in particular early diagenetic carbonate transformations, has been more 

rarely investigated (Zeyen et al., 2021).  
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 Here, we looked for evidence of early diagenesis in modern microbialites in the alkaline 

Lake Alchichica, Mexico. The mineralogical composition of shallow microbialites in this lake 

has been thoroughly analyzed before (Zeyen et al., 2017; Kaźmierczak et al., 2011; Zeyen et 

al., 2019). These microbialites are primarily composed of hydromagnesite, aragonite (CaCO3) 

and to a lesser extent pyroaurite (Mg(II)6Fe(III)2(CO3)(OH)16.4H2O) and/or iowaite 

(Mg(II)6Fe(III)2Cl2(OH)16.4H2O), two Fe-Mg layered double hydroxide phases. The primary 

formation of hydromagnesite has been explained by the high dissolved Mg/Ca ratio of Lake 

Alchichica (Zeyen et al., 2021), while the formation of aragonite may involve specific lineages 

of cyanobacteria, notably the Pleurocapsales or Chroococcales (Gerard et al., 2013; Couradeau 

et al., 2013; Saghaï et al., 2015). In the present work, we report the existence of microbialites 

down to 40 meters in the lake and showing signs of early diagenesis that we further characterize 

to understand the involved mechanisms and assess the extent to which it alters the 

biogeochemical markers in these objects.  
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Material and methods 

Description of the lake and geological context 

 Lake Alchichica (19°24’49.45’’N et 97°24’11.25’’W) is an endorheic crater lake at an 

altitude of 2,326 m. It is located in the Trans-Mexican volcanic belt (TMVB), a Neogene-

Eocene continental volcanic arc in the Serdán-Oriental Basin of central Mexico (Ferrari et al., 

2012; Zeyen et al., 2021; Chako-Tchamabé et al., 2020). Lake Alchichica has the highest 

alkalinity/salinity among a series of Mexican lakes (including Atexcac, Quechulac, La Preciosa, 

Aljojuca, and Tecuitlapa) that formed by phreato-magmatic eruptions and spread along an 

alkalinity/salinity gradient (Zeyen et al., 2017). Alchichica is a monomictic lake, seasonally 

stratified with one mixing event per year, during winter. Its water column becomes anoxic 

below 30-36 m usually from April to October (Alcocer 2000; Alcocer et al., 2022). It is an 

oligotrophic alkaline saline lake with a high concentration of dissolved magnesium (17.5 mM), 

mainly fed by groundwater inflows (Zeyen et al., 2019). The lake chemistry has been analyzed 

since at least 1941 and shows a slight increase in salinity over time, linked to the gradual drying 

of the lake (Alcocer et al., 2022). Furthermore, Lake Alchichica is particularly well known for 

the modern microbialites forming a reef along its shore (e.g., Kaźmierczak et al. 2011; Centeno 

et al. 2012; Valdespino-Castillo et al. 2018).   

Rocks and water samples 

Collection of microbialites samples ranging from 0 to 40 meters in depth 

 Alchichica microbialites were sampled during field campaigns conducted in May 2019 

and October 2022 on the western and northern areas of the lake. Microbialites fragments were 

sampled from four different depths in 2019 (5, 10, 20 and 40 m) and from five depths in 2022 

(3, 10, 20, 30 and 40 m) (Table A4.1, Annexes). The microbialites were collected by divers. 

The water column of Lake Alchichica was anoxic (i.e., dissolved dioxygen below detection 

limit) at depths below 20 m in 2019, and below 36 m in 2022. We assume that all analyzed 

microbialites were active at the time of sampling because the associated microbial communities 

were brightly pigmented and the pigments changed as a function of depth, with microbialites 

thriving in anoxic layers being purple-greenish and those in more surficial waters, greener. 

Likewise, cells from the surface of microbialites under the optical microscope were active and 

did not show signs of decay. Bulk chemical analyses of three shallow samples collected during 
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the field campaign in January 2012 (Zeyen et al., 2019) were compared with those of May 2019 

and October 2022 to assess trends in mineralogical composition over a larger data set/period. 

Water samples 

 Samples of the water column were collected in May 2019 and October 2022, using a 

Niskin bottle, from a boat anchored close to the center of the lake (Table A4.2, Annexes). Depth 

of collection was evaluated based on labels added to the rope every meter starting from the 

Niskin bottle and using the depth gauge of a dive watch attached to the bottle. Overall, a total 

of 22 samples were collected at different depths between 0 and 55 m between 2019 and 2022 

(Table S2). In parallel, measurements of temperature, pH, O2 and conductivity depth profiles 

were carried out in situ using an YSI Exo2 multiparameter probe with precisions for these 

measurements of 0.01 °C, 0.1 pH unit, 0.1 mg.L-1 and 0.001 mS.cm-1, respectively. Water 

samples were filtered a few hours after collection through 0.2 μm polyethersulfone (PES) filters 

and kept in sterile tubes for chemical analyses. For each depth, 6 mL of filtered water were 

acidified with 2% nitric acid for cation analysis. The remainder was not acidified and used for 

major anion analyses. For dissolved inorganic carbon (DIC) measurements, 12 mL Exetainer 

tubes were filled with 0.2 µm filtered solutions. 

Methods 

Chemical bulk analyses of microbialites 

 Each microbialite sample was crushed in an agate mortar and between 1.5 and 2 g of 

powder were analyzed by the Service d'Analyse des Roches et Minéraux (SARM, Centre de 

Recherches Pétrographiques et Géochimiques, Nancy, France) for major and minor element 

compositions. Major element analyses were performed using an ICP-AES ICap 6500 (Thermo 

Fischer) after alkali fusion of rock samples with LiBO2 followed by dissolution in HNO3. The 

uncertainties were between 2% and 25% on the major element measurements and between 5 

and 20% for the minor element measurements, depending on their concentrations (Table A4.3, 

Annexes). Bulk analyses of organic carbon were carried out after decarbonation with 2% 

H2O+HCl, using SARM's carbon-sulfur elemental analyzer (HORIBA EMIA320V2). Bulk 

analyses of total carbon were carried out on the same analyzer using a second piece of the 

sample, but without the decarbonation step. 
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X-ray diffraction (XRD) 

 The bulk mineralogical composition of the microbialites was assessed with XRD using 

one gram of finely ground powder deposited on an aluminum holder. These measurements were 

conducted using a Panalytical X'Pert Pro MPD diffractometer equipped with a cobalt anode 

(Co-Kα) at IMPMC. Data acquisitions were performed at 45 kV, 40 mA, in a continuous-scan 

mode between 5 and 100° (2θ), with steps of 0.008°/s and a total counting time of ~4h30 per 

sample. Diffractograms for each sample were analyzed using the QualX software, allowing 

background subtraction, peak finding and matching with XRD patterns of reference mineral 

phases from the database. 

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy analyses 

 The mineralogical composition of the microbialites was also assessed by FTIR. KBr 

pellets were prepared by mixing ~250 mg KBr and 1.5 to 2 mg of the finely ground sample in 

an agate mortar and pressing the resulting powder mixture twice under 8 tons for 1 minute. The 

pellets were placed in an oven at 95 °C for 24 h, then pressed again for 1 minute under a pressure 

of 8 tons. Transmission spectra were recorded between 400 and 4000 cm-1 with a Nicolet 6700 

(ThermoFisher) spectrometer at IMPMC. Spectra were analyzed with the Spectragryph 

software. 

Preparation of thin sections and polished thick sections of microbialites 

 Light-transparent petrographic thin sections measuring ~30 µm in thickness were 

produced for four microbialite samples collected in 2019 (at 5, 10, 20 and 40 m depth) and five 

samples collected in 2022 (at 3, 10, 20, 30 and 40 m depth). For this purpose, they were 

impregnated in LR-white resin at Bourgogne Lithologie in Dijon. Petrographic thin sections of 

microbialite samples were analyzed using a Leica DM2500P optical microscope with x5 to x40 

objectives, in plane polarized mode (PP) and crossed polarized mode (CP). In parallel, thick 

polished sections were prepared from non-impregnated samples for SEM analyses. Slabs of 

microbialite samples were cut to achieve a thickness between 5 and 7 mm. These slabs were 

polished with a mechanical polisher EM TXP using successively 15.3, 9, 3, 2 then 0.5 µm 

abrasive pastes under a stream of milli-Q water. The polished sections were then rinsed in 

ultrasonic baths with milli-Q water.  
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X-ray fluorescence (XRF) analyses 

 Areas of ~4 x 2,5 cm2 chosen within microbialite thin sections were scanned with a 

Bruker M4 Tornado µXRF spectrometer at Laboratoire Geo-Ocean (IUEM, Plouzané) and 

Biogéosciences in Dijon. Elemental maps of major and trace elements were obtained for three 

thin sections of the 2022 samples (AL22_mb_10m, AL22_mb_40m and AL22_mb_40m_bis) 

and a thin section slab of the 40 m deep sample collected in 2019 (AL22_mb_10m, 

AL22_mb_40m and AL22_mb_40m_bis) and a thin section of the 40 m deep sample collected 

in 2019 (called AL19_mb_40m_bis). Measurements were achieved under a 20-mbar vacuum, 

using an X-ray excitation energy of 50 kV and a current of 600 or 270 µA in Brest and Dijon, 

respectively. Elemental maps were up to 2000 x 1500 pixels and were acquired over up to 4.5 

hours, with a spot size of 20 or 25 µm and a dwell time of 5 or 10 ms per pixel in Brest and 

Dijon, respectively. 

Scanning electron microscopy (SEM) 

 The thick polished non-resin-embedded sections obtained for each microbialite sample 

were mounted on aluminum stubs using double-sided carbon tape. They were carbon-coated. 

SEM analyses were conducted using a Zeiss Ultra 55 field emission gun SEM at IMPMC. 

Backscattered electron images were obtained using an accelerating voltage of 15 keV, a 

working distance of ~7.5 mm an aperture of 60 µm, at high current, and an angle selective 

backscattered (AsB) detector. Elemental compositions of selected areas of the samples were 

acquired by energy dispersive X-ray spectrometry (EDXS) using an EDS QUANTAX detector. 

Several EDXS elemental maps were semi-quantified via the ESPRIT software (Brucker) using 

the same method as described by Debrie et al. (2022). 

Focused ion beam (FIB) milling 

 Two ultrathin foils were cut by FIB milling from a 40-m-deep microbialite sample 

collected in 2022: one at an aragonite-huntite interface; another one at a hydromagnesite-huntite 

interface. FIB milling was conducted using a Zeiss Crossbeam Neon40 at IMPMC. The lift-out 

procedure was followed as described by Debrie et al. (2022). A platinum strap (3 µm x 20 µm, 

2 µm thickness) was first deposited on the region of interest. Then, a 30 keV Ga+ beam operated 

at ca 5 nA was used for initial milling, resulting in rough excavation on both sides of the thin 

foil. It was decreased down to 1 nA in a second step. Then, the thick lamella was pre-cut just 

before being attached to an in situ micromanipulator. For the last step, this lamella was welded 
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to the TEM grid with a deposition of platinum (Ga+ beam operated at 20 pA). Further thinning 

from both sides of the foil was achieved with the Ga+ beam operated at a low and decreasing 

current (from 500 pA to 100 pA), to get the sample thinner, until it was electron transparent 

(~100 nm in thickness) for TEM analyses. 

Transmission electron microscopy (TEM) 

 The two 40-m-deep microbialite FIB foils were analysed with a JEOL 2100F 

transmission electron microscope at IMPMC, operated at 200 kV and equipped with a field 

emission gun, a STEM device allowing Z-contrast imaging in the high-angle annular dark field 

(HAADF) mode and a JEOL EDXS detector. The elemental maps acquired by EDXS in the 

STEM mode were analyzed with the JEOL analysis station software. The mineral phases were 

identified using selected area electron diffraction (SAED). The SAED patterns were processed 

using ImageJ. 

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) 

 All petrographic thin sections of microbialites were analysed with a Zeiss LSM 710 at 

IMPMC using the exact same conditions, i.e. a 488 nm wavelength excitation and 15 % of the 

maximum laser intensity. Emission spectra were collected in the lambda mode in the 400-750 

nm wavelength range, with a 34 multi-channel Quasar T-PMT detector. Data were processed 

with the Zen Blue software (Zeiss). 

Raman microspectroscopy 

 Petrographic thin sections of the 2019/2022 samples were analyzed with Raman 

spectroscopy using a Renishaw InVia spectrometer coupled with a Leica DM2500 microscope 

and using a x50 objective. Samples had low autofluorescence so that Raman spectroscopy could 

be conducted using a laser diode at 785 nm. Energy calibration was achieved on a silicon wafer. 

Planar resolution was ~5 µm2. The signal was analyzed using a RENCAM CCD detector and 

Renishaw's WIRE 4.1 software.  

Chemical analyses of water solutions and speciation modelling 

 The water chemistry data for Lake Alchichica used in this study have been acquired 

over five different field campaigns in Mexico, conducted in January 2012, May 2014, May 

2016, May 2019 and October 2022. The data from January 2012 and May 2014 were compiled 
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using the study by Zeyen et al. (2019). The data for the field campaign conducted in May 2016 

have not been published before. Chemical analyses of the May 2019 field campaign were 

partially published by Muller et al. (2022) and Havas et al. (2023a; 2023b). Data acquired in 

October 2022 correspond to this study. In situ measurements of pressure, temperature and pO2 

as a function of depth are only available for May 2019 and October 2022.  

 All chemical analyses of Lake Alchichica solutions were carried out at the Institut de 

Physique du Globe de Paris (Table S4). Concentrations of major and minor cations (Na2+, K+, 

Ca2+, Mg2+, Al3+, B3+, Ba2+, Cu2+, Fe2+, Li+, Mn2+, Sr2+, Zn2+, Ti2+) were measured with 

inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES). Concentrations of major 

anions (F-, Cl-, NO3
2-, PO4

3- and SO4
2-) were measured with ion chromatography. DIC 

measurements were performed using an analytical Precision 2003 gas chromatography isotope-

ratio mass spectrometry (GC-IRM) for the 2019 and 2022 samples, following the protocol 

described in Assayag et al. (2006). 

 The activities of chemical species, including CO2(aq) activity, as well as the saturation 

indices (SI) of the solutions with respect to various mineral phases, were calculated using the 

PHREEQC software (Parkhurst and Appelo, 2013) and the "thermoddem.dat" database (Blanc 

et al., 2012). Calculations of activities and solubility products were based on the Hückel-Debye 

method, which takes temperature into account. For all speciation models obtained for Lake 

Alchichica samples, the electric charge balance was better than 10%. SI was defined as the 

logarithm of the ratio between the ionic activity product (IAP) and the solubility constant (Ks) 

(formula (1)): 

SI = log (IAP/Ks) (1) 

 When SI>0, solutions are supersaturated with respect to a given mineral phase. 

Saturation indices of Lake Alchichica water column samples were calculated with respect to 

aragonite and calcite (Plummer and Busenberg, 1982, logKs = -8.34 and logKs = -8.48, 

respectively), amorphous calcium carbonates (ACC1 and 2 respectively measured by 

Kellermeier et al., 2014, at Ks = -7.63 and Brečević and Nielsen, 1989, at Ks = -6.4), amorphous 

magnesium carbonates (AMC, Fukushi and Matsumiya, 2018, logKs = -5.59) and huntite 

(Robie and Hemingway, 1973, logKs = -30.16). Mineral solubility diagrams for 

calcium/magnesium carbonates were produced with the GWB Community software (Act2), 
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using the physico-chemical parameters of Lake Alchichica and the chemical activities of the 

dissolved species defined via PHREEQC, as inputs. 

Isotopic measurements 

 Measurements of carbon and oxygen isotopic compositions of carbonates (δ13Ccarb, 

δ18Ocarb) were carried out on bulk powdered microbialites at the GISMO platform (Dijon). 

Sample aliquots (70-140 μg) were loaded in glass vials and analyzed using a Kiel IV carbonate 

preparation device coupled with a ThermoScientific Delta V Plus isotope-ratio mass 

spectrometer (IRMS, see details in Havas et al., in prep). 

 Both δ13Ccarb and δ18Ocarb are reported relative to the international standard VPDB scale. 

NBS-19 certified material (δ13C = +1.95 ‰, δ18O = -2.20 ‰) was used for calibration. 

Reproducibility was better than 0.1 and 0.2 ‰ for δ13C and δ18O, respectively. Bulk sample 

analyses were at least duplicated and showed average external reproducibility of ±0.1 and 

±0.3‰, respectively. The acid-carbonate oxygen isotope fractionations associated with the acid 

digestion of carbonates were corrected according to mineralogy using αCO2(ACID)-carbonate values 

of 1.0087, 1.0091, 1.0099, and 1.0101 for calcite, aragonite, huntite, and hydromagnesite, 

respectively (Kim et al., 2015 and references therein). The weighted averages were calculated 

considering the specific carbonate mineralogy of each microbialite sample, a temperature of 71 

°C, and assuming that the αCO2(ACID)-carbonate of dolomite and magnesite are the best 

approximations of the unknown fractionation of huntite and hydromagnesite fractionations. 

 The equilibrium isotopic composition of DIC and H2O (δ13CDIC-eq and δ18OH2O-eq) from 

which microbialites precipitated were determined considering the specific mineralogy of each 

sample and assuming equilibrium fractionation between water and carbonate (see Havas et al. 

in prep for details). 
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Results 

Aqueous geochemistry of Lake Alchichica 

 Aqueous geochemistry of Lake Alchichica was analyzed multiple times between 2012 

and 2022, as a function of depth, and at different times of the year, during the lake stratification 

or mixing of its water column (Table A4.4, Annexes). Here, we particularly focused on the 

depth profiles of the water SI with respect to aragonite, ACC, AMC and huntite together with 

the main parameters controlling SI with respect to these carbonate phases: concentrations of 

dissolved calcium, magnesium and dissolved inorganic carbon (DIC), pH and temperature (Fig. 

4.1). Stratification/mixing of the water column was inferred from the T and pO2 vertical profiles 

(Fig. 4.1, 4.2). When the water column was stratified, the temperature was on average two 

degrees lower at depths between 35 and 60 m compared with the surface, with a yearly average 

value of 15.8°C. Similarly, during stratification, dissolved oxygen concentration decreased 

from 7.18 to 0 mg/L from the surface to depths below ~30 m (average between May 2019 and 

October 2022). The dissolved Mg and DIC concentrations were high (18.1 mM and 36.2 mM 

on average, respectively), while the mean Ca concentrationwas 0.22 mM, with higher values 

reaching 0.4 mM in January 2012 (mixing period) (Fig. 4.1). These concentrations added to a 

relatively high pH (between 9.02 and 9.22) enabled the solutions to be supersaturated or close 

to saturation at all times and depths with respect to aragonite, ACC and AMC (average SI = 

0.94, 0.28 and 0.05 respectively) (Fig. 4.1, 4.3). Moreover, the lake water was also highly 

supersaturated with respect to huntite (average SI = 7.92), regardless of whether the water 

column was stratified or mixed. In October 2022 (late stratification period), an increase of ~0.06 

of the SI with amorphous carbonates and huntite was visible at the oxycline; however, this was 

not seen in January 2012 (mixing period), May 2014 and May 2019 (beginning of the stratified 

season). Last, pressure rised linearly from atmospheric pressure at the surface of the lake to ~7 

bars at depths of 60 m, and the logarithm of the aqueous CO2 activity averaged -4.54, with no 

major variations with depth (Fig. 4.2). 
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Figure 4.1. 

Depth variations of several physico-chemical parameters in Lake Alchichica at five different dates 

between 2012 and 2022. These profiles were measured at three different periods: the mixing of the 

water column (yellow), the beginning of the stratification (light blue) and the late stratification (dark 

blue). (A to F) Depth profiles of major dissolved chemical species concentrations (Ca2+, Mg2+, DIC; all 

in mM), dissolved Mg/Ca ratio, pH and temperature (precision estimated at 5 % for the ionic 

measurements, 0.1 pH unit for the pH and 0.01 °C for the temperature). (G to J) saturation indices (SI) 

of water column with diverse carbonate phases: aragonite; amorphous calcium carbonates (ACC; 

solubility constant of ACC from Kellermeier et al., 2014); amorphous magnesium carbonates (AMC; 

solubility constant of AMC from Fukushi and Matsumiya, 2018); huntite (solubility constant from 

Hemingway and Robie, 1973); (G) SI with respect to, (H) SI with respect to; (I) SI with respect to (J) 

SI with respect to. 
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Figure 4.2. 

Depth profiles of the logarithm of the CO2(aq) activity (precision at 5 %) and dissolved oxygen (in 

mg.L-1; precision at 0.1 mg.L-1)  in the water column of Lake Alchichica in October 2022 (A, B) 

and May 2019 (C, D). 

Figure 4.3. 

Solubility diagrams showing the activities of Ca2+, Mg2+ and CO3
2- in Lake Alchichica (sampled in 

2012, 2014, 2019 and 2022) compared with solubilities of diverse carbonate phases. (A) Calcium 

carbonate solubility diagram showing the shallow (blue squares) and deep (orange squares) solutions. 

The dotted lines from top to bottom correspond to the solubility lines of amorphous calcium carbonates 

(ACC), aragonite and calcite. (B) Magnesium carbonate solubility diagram showing the shallow (blue 

squares) and deep (orange squares) solutions. The dotted lines from top to bottom correspond to the 

solubility lines of amorphous magnesium carbonate (AMC) and hydromagnesite. 
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Detection of huntite in deep (≥ 20 m) Alchichica microbialites 

Bulk chemical analyses 

 The elemental compositions of microbialites sampled in May 2019 and October 2022 

were plotted in a CaO-MgO-2SiO2 (mol%) ternary diagram (Fig. 4.4; Table A4.3, Annexes). 

No correlation was identified between the depth of microbialites and their bulk chemical 

composition. As shown by Zeyen et al. (2021) for the shallow microbialites, the chemical 

compositions of all microbialites mostly distributed along a line between aragonite and 

hydromagnesite with limited amounts of Si (mol%). 

 

 

Figure 4.4. 

Plot of the bulk chemical compositions of microbialites sampled in Lake Alchichica between 0 and 

40 m in depth in May 2019 and October 2022 in a Mg-Ca-2*Si ternary diagram. The small empty 

squares represent the stoechiometries of hydromagnesite, huntite and aragonite. The red squares 

correspond to the ≥ 20 m deep microbialites and the blue squares to the < 20 m deep microbialites. 

  



Chapitre IV-Modifications diagénétiques des microbialites d’Alchichica et d’Atexcac 

   

249 
 

FTIR analyses 

 Consistent with bulk chemical analyses, two carbonate phases were detected in all 

samples: hydromagnesite (Mg5(CO3)4.(OH)2.4H2O) and aragonite (CaCO3) (Fig. 4.5, A4.1, 

Annexes). This agrees with bulk infrared analyses of shallow microbialites performed by Zeyen 

et al. (2015, 2017). Hydromagnesite was characterized by absorption bands at 1120 cm-1 

(υ1CO3), 1420 and 1481 cm-1 (υ3CO3) (stretching vibrations of CO3
2-), 797, 850 and 886 cm-1 

(υ2CO3) (bending vibrations of CO3
2-), 595 cm-1 (Mg-O group), and 3448, 3515 and 3648 cm-1 

(stretching vibration of the hydroxyl group), based on Farmer (1974), Raade (1970), White 

(1971) and Zeyen et al. (2015). 

Figure 4.5. 
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FTIR spectra of two microbialites sampled in Alchichica in May 2019 (A, B, C). Depths of 

collection (5 and 40 m) are indicated in the sample name for each spectrum. Bands are indexed using 

the following abbreviations: H for hydromagnesite; A for aragonite; Hu for huntite and LDH for layered 

double hydroxide, i.e. pyroaurite and iowaite. (A) Spectra between 400 and 1800 cm-1 of microbialites 

sampled in 2019 at 5 (top) and 40 (bottom) meter depths; (B) Spectra between 3300 and 3800 cm-1 of 

the same samples as in (A); (C) Close-up over the 810-920 cm-1 range of the spectra shown in (A) with 

bands characteristic of huntite. 

 Aragonite was characterized by absorption bands at 700, 713 cm-1 (υ2CO3), 854 cm-1 

(υ2CO3), and 1084 and 1484 cm-1 (symmetrical and asymmetrical stretching vibrations of 

carbonate in aragonite, respectively) based on Farmer (1974) and Zeyen et al. (2015). A third 

phase already detected by Zeyen et al. (2019), i.e. a layered double hydroxide (LDH) phase, 

was observed in microbialites collected in 2019 and 2022 at depths of 5, 10, 20 and 40 m, based 

on an absorption band at 1484 cm-1. 

 In addition to the previously detected phases, we report here an additional carbonate 

phase that was not evidenced before: huntite (CaMg3(CO3)4). Huntite was unambiguously 

evidenced based on absorption bands at 870 and 891 cm-1 (υ2CO3), affiliated to Mg-CO3 

bonding as well as shoulders/bands at 1443 and  1510 cm-1 (υ3CO3) associated with Ca-CO3 

bonding in huntite (Farmer, 1974; Şen, Madakbaş and Kahraman, 2014; Seki et al., 2013). 

Huntite was detected in deep microbialites, i.e., those collected at 20 and 40 m in 2019 and 30 

and 40 m in 2022 but was absent from the nine surface microbialites (Fig. A4.2, Annexes). The 

limitation of this phase to deep microbialites explains why it was missed in previous 

mineralogical studies, which only analysed samples collected down to a maximum depth of 15 

m depth (Saghaï et al. 2015).  

XRD analyses 

 Bulk XRD analyses of the 2019 and 2022 microbialites agreed with FTIR, although 

overlaps between some diffraction peaks made phase distinction more difficult in some cases 

(Fig. 4.6, A4.3, Annexes). Surface microbialites mainly showed peaks from hydromagnesite 

and to a lesser extent aragonite. For deep (≥ 20 m) samples, hydromagnesite also predominated. 

The presence of huntite in deep samples was confirmed by peaks at 3.284 Å (31.617° 2θ), 2,834 

Å (36.804° 2θ), 2.376 Å (44.238° 2θ), 1.988 Å (53.49° 2θ), and 1.973 Å (53.931° 2θ) (Barbieri 

et al., 1974; Seki et al. 2013; Kinsman, 1967; RRUFF ID: R040126; Dollase and Reeder, 1986). 

The LDH phase previously identified in Zeyen et al. (2019) was detected in the 30-m-deep 

sample from October 2022 only, with a peak at 3.79 Å (27.3° 2θ).  



Chapitre IV-Modifications diagénétiques des microbialites d’Alchichica et d’Atexcac 

   

251 
 

Figure 4.6. 

Powder X-ray diffraction patterns of Alchichica microbialite samples. Hydromagnesite (H), 

aragonite (A), huntite (Hu), LDH and detrital mineral phases (D) such as albite, anorthite and/or 

pyroxene were detected in these samples. (A) XRD pattern of a 5-m-deep microbialite sampled in 2019; 

(B) XRD pattern of 40-m-deep microbialite sampled in 2019. 

Raman microspectroscopy and electron microscopy analyses 

 Spatially resolved analyses also confirmed the presence of huntite in deep microbialites 

(Fig. 4.7). It was unambiguously identified by the 1 internal symmetric stretching band of the 

C-O bond in the CO3
2- group at 1122.5 cm-1 and by the band at 878 cm-1 corresponding to the 

2 bending mode of the CO3
2- group (Edwards et al., 2005; RRUFF ID: R040126; Fig. 4.7A, -

B). Moreover, the lattice vibration bands of huntite were observed at 119, 155.7, 252.3, 272 and 

317.4 cm-1 (Edwards et al., 2005, RRUFF ID: R040126). Consistently, SEM-EDXS analyses 

of the 20, 30 and 40-m-deep microbialites showed areas enriched in both calcium and 

magnesium with an average Mg/Ca ratio of ~3, consistent with the stoichiometry of huntite 

(Fig. 4.7E, -F, -G, -H). Huntite appeared dark grey under plane-polarized light microscopy (Fig. 

4.7A). It often occurred as aggregates measuring 5 to 6 µm in diameter, forming large porous 

patches as observed under SEM (Fig. 4.7E, -F, -G, -H). These aggregates were composed of 
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flat, rectangular and/or rounded crystals measuring 1 to 2 µm (Fig. 4.7C, -D). The texture and 

grain size of huntite were globally similar in 20 and 40 m deep microbialites. 

Figure 4.7. 

SEM and Raman detection of huntite in deep Alchichica microbialites, sampled in 2022. (A) Plane 

polarized optical microscopy image of huntite grains (Hu, dark grey) surrounded by hydromagnesite (H, 

light phase) and aragonite (A, black phase) in a 40-m-deep sample. (B) Raman spectrum collected on 

the area outlined in image A (white circle inside huntite grain) showing peaks characteristic of huntite 

(see text for more information). (C) SEM inLens image of huntite crystals. (D) SEM backscattered 

electron image of huntite agreggate in a hydromagnesite matrix. (E) SEM backscattered electron image 

of a 40 m deep sample showing huntite in light grey within a hydromagnesite matrix in dark grey. Dark 

areas correspond to porosity. (F) EDX spectrum from the area outlined in image E by the white circle. 
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This spectrum is characteristic of huntite with a Mg/Ca quantified around 3. (G) EDXS map of calcium 

(yellow) over the area shown in image E. (H) EDXS map of magnesium (blue) over the area shown in 

image E. 

 Two FIB foils were cut along hydromagnesite-aragonite interfaces in a 40-m-deep 

sample (one is shown in figure 8). Huntite appeared particularly abundant at these interfaces 

(Fig. 4.8A). STEM-EDXS analyses evidenced the presence of one Ca-rich (aragonite), one Mg-

rich (hydromagnesite) and one Ca-Mg-rich (huntite) carbonate phases. The selected area 

electron diffraction (SAED) pattern obtained on the Ca-Mg-rich phase (Fig. 4.8D) was mostly 

powder patterns displaying diffuse spots and arcs at 2.835 Å, 2.607 Å, 2.376 Å, 1.990 Å, 1.766 

Å, 1.584 Å and 1.445 Å, corresponding to the (202), (003), (220), (401), (024), (330) and (422) 

lattice planes of huntite, respectively. 

 

Figure 4.8. 
Electron microscopy analyses of a FIB foil cut across an aragonite (A)-hydromagnesite (H) 

interface, containing huntite (Hu) in a 40-m-deep microbialite, collected in 2022. (A) SEM image 

in the backscattered electron mode of the 40-m-deep sample, showing the area where a FIB foil was cut. 

(B) STEM-HAADF image of huntite at the contact with hydromagnesite. (C) STEM-EDXS map of 

calcium (blue) and magnesium (green) of the area highlighted by a black rectangle on the image (B). 

The huntite zone show a mixed color between blue and green; (D) SAED pattern of the circled area 

corresponding to huntite in the image (C); (E) EDXS spectrum of the area corresponding to huntite, 

circled in the image (C). The peak at 8.046 keV corresponds to copper, present in the FIB foil holder. 

Decrease of autofluorescence in deep microbialites 

 Confocal laser scanning microscopy (CLSM) analyses were performed on shallow and 

deep microbialite thin sections, keeping all excitation and detection settings constant (Fig. 4.9). 

These two types of microbialite samples displayed a similar luminescence emission spectrum 

with emission over a broad wavelength range between 480 and 680 nm and a maximum in the 
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green at around 500-560 nm. The spectrum shape was relatively similar for the different 

carbonate phases composing Alchichica microbialites and resembled the spectra measured for 

red-algal calcite by Pedone et al. (1990), and green autofluorescence (GAF) by Tang and Dobbs 

(2007) (Fig. 4.9I, -J, -K). However, it was significantly different from the luminescence 

spectrum of Mn2+-doped calcite measured by Pedone et al. (1990) (Fig. 4.9I, -L). Strikingly, 

the luminescence intensity significantly varied depending on the mineral phase and the 

sampling depth. In shallow microbialites, the fluorescence was pervasive in the aragonite 

associated with microbial cells and LDH, and with detrital grains (Fig. 4.9A, -B, -C). By 

contrast, hydromagnesite had a weak fluorescence at all depths. Huntite was almost not 

fluorescent (Fig. 4.9D, -E, -F, -G, -H). Moreover, the luminescence intensity in all phases within 

deep microbialites was lower than in shallow microbialites.  

Figure 4.9. 

Distribution of the fluorescence emission signal in the shallow and deep microbialite thin sections 

with aragonite (A), hydromagnesite (H), huntite (Hu), layered double hydroxydes (LDH). All 

fluorescence maps (shown in C, F and H) were acquired with one single excitation at 488 nm, the same 

laser intensity, the same settings for the detector (gain) and the same counting time. These maps are 

overlays of three fluorescence images corresponding to (i) emission between 420 and 507 nm (in blue), 

(ii) emission between 507 and 605 nm (green) and (iii) emission between 605 and 702 nm (red). .(A) 

Plane polarized optical microscopy image of an aragonite (dark brown) and hydromagnesite (light 

brown) zone close to the surface of a 3-m-deep microbialite (sampled in 2022); The surface of the 

microbialite is indicated by a white arrow. (B) Close-up of the contact between detrital 

aragonite/hydromagnesite grains (bottom right hand corner) and a massive hydromagnesite zone topped 
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by aragonite and biofilms; (C) Fluorescence map of the zone indicated by a white rectangle in image 

(B); (D) Plane polarized optical microscopy image of a contact between a mixed aragonite-

hydromagnesite-huntite zone (dark brown) and a porous huntite zone from a 40-m-deep microbialite 

(sampled in 2022); (E) Close-up on the zone outlined by a white rectangle in image (D); (F) Fluorescence 

map of the zone indicated by a white rectangle in image (E); (G) Plane polarized optical microscopy 

image of huntite grains (dark grey) surrounded by hydromagnesite (light phase) and aragonite (black 

phase) from a 40-m-deep microbialite (sampled in 2022). The zone is the same as that shown in figure 

7A. (H) Fluorescence map of the zone indicated by a white rectangle on image (G); (I) Fluorescence 

emission spectra of the 1, 2 and 3 spots indicated  in images (C) and (H); (J) Fluorescence emission 

spectrum of green autofluorescence (GAF) derived from Tang and Dobbs (2007); (K) Fluorescence 

emission spectrum of calcite containing organic matter (Red-algal biogenic calcite) derived from Pedone 

et al. (1990); (L) Fluorescence emission spectra of synthetic calcite containing manganese activators 

(Mn-calcite) derived from Pedone et al. (1990). 

Microscopy analyses of mineral textures/distribution 

 Petrographic thin sections of deep microbialites were systematically observed using 

XRF (Fig.  4.10A, -B). The XRF maps underlined features consistent with thin sections 

observations (Fig. 4.10). Overall, we observed that:  

 (i) areas located at the external rim of the microbialites mostly comprised aragonite (Fig. 

4.10A, -B), organized in different relatively dark layers, sometimes in association with the 

microbial biofilm intermixed with the microbialite surface (Fig. 4.10C). In general, the surface of 

microbialites was formed by an alternation between these aragonitic layers and detrital layers, 

the latter being composed of carbonate grains trapped in a micritic matrix (Fig. 4.10F). These 

features were observed at all depths. 

 (ii) hydromagnesite was the dominant phase (estimated at ~70% as surface coverage) 

below the surface of the samples in many areas (Figure 4.10A, -B). Iron-bearing, brown laminae 

appeared at the interfaces between aragonite and hydromagnesite, in both shallow and deep 

microbialites (Fig. 4.10D, -E). These iron rich laminae are consistent with in the presence of 

pyroaurite and iowaite (both LDH phases), as shown by Zeyen et al. (2019). Iron-rich detrital 

grains infilling cavities were also found (red in Fig. 4.10B). 

  (iii) some areas contained both Mg and Ca (Fig. 4.10B). They sometimes corresponded 

to aragonite-hydromagnesite mixtures but most often they corresponded to huntite in the form 

of diffuse patches, as suggested by SEM-EDXS and Raman microspectroscopy analyses. Over 

large scales, broad masses/patches of huntite seem to pervade from the surface of the 

microbialites and/or fractures toward the interior of the microbialites, forming some sort of 

reaction front (e.g., Fig. 4.10B).  



Chapitre IV-Modifications diagénétiques des microbialites d’Alchichica et d’Atexcac 

   

256 
 

Figure 4.10. 

Comparison of the spatial distribution of the main phases composing shallow and deep Lake 

Alchichica microbialites. The surfaces of the microbialites are indicated by a white arrow on light 

microscopy images. XRF maps of petrographic thin section from (A): a 10-m-deep microbialite sampled 

in October 2022 (AL22_mb_10m) and (B): a 40-m-deep microbialite sampled in October 2022 

(AL22_mb_40m_bis). Magnesium is shown in blue (pronounced blue highlighting hydromagnesite 

zones), calcium in yellow (highlighting the aragonite zones on the edges of the microbialite) and iron in 

red for AL22_mb_40m_bis. Huntite appears in turquoise, where the color is intermediate between blue 

and yellow. (C) Plane polarized optical microscopy image showing biofilms (Bf) associated to aragonite 

on the top of a 10-m-deep microbialite; (D) Plane polarized optical microscopy image showing different 

aragonitic layers on the top of a 10-m-deep microbialite. The brownish layers correspond to the LDH; 

(E) Plane-polarized optical microscopy image showing diffferent surface layers of aragonite intercalated 
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with LDH layers (in brown) on the top of a 40-m-deep microbialite, and a deeper hydromagnesite zone 

(light grey). Note that no huntite is visible in/close to the LDH layers; (F) Plane-polarized optical 

microscopy image showing several carbonate detrital layers joined by a micritic phase, visible at the 

surface of a 40-m-deep microbialite. 

 More specifically, several petrological and textural modifications affecting Alchichica 

microbialites were observed by combined analyses with light microscopy, XRF and SEM-

EDXS. (i) First, under optical microscopy and SEM, fracturing of microbialites at the 

millimeter-scale was observed at all depths, but was particularly pronounced in deeper 

microbialites (Fig. 4.11). 

Figure 4.11. 

Fracturation patterns in shallow and deep microbialites. (A) Plane-polarized optical microscopy 

image of fractures visible in aragonite (A) (with cementation highlighted by the white arrow) and LDH 

layers on the top of a 10-m-deep microbialite (sampled in 2022); (B) SEM image in the backscattered 

electron mode of a section of a 10-m-deep microbialite (sampled in 2019). The white area correspond 

to aragonite and the dark area to hydromagnesite (H); (C) Plane-polarized optical microscopy image of 

fracturation visible in a 40-m-deep microbialites (sampled in 2022). The lighter phase corresponds to 

hydromagnesite and the darker brown phase on the edge of the microbialite to the aragonite; (D) SEM 

image in the backscattered electron mode of a section of a 40-m-deep microbialite (sampled in 2022). 

The white areas correspond to aragonite and are highly fractured, while the dark grey areas correspond 

to hydromagnesite. 
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These fractures affected preferentially the aragonite at the surface of the microbialites. (ii) 

Patterns resulting from mechanical compaction were observed at all depths. They appeared in 

the form of interpenetrated/interspersed grains as a result of pressure-dissolution (Fig. 4.12A, -

B). 

Figure 4.12. 
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Petrological and textural modifications in Alchichica microbialites at all depths. (A) Plane-

polarized optical microscopy image of carbonate grains encrusted in sparitic aragonite (noted A in the 

image) cement (green arrow) in a 5-m-deep microbialite (collected in 2019). The intricated grains show 

compaction-dissolution patterns (white dashed rectangle); (B) SEM image in the backscattered electron 

mode of compacted hydromagnesite (H) grains (pressure-dissolution figures framed by the white dashed 

rectangle) in a 40-m-deep microbialite, sampled in 2019. The dark grey areas correspond to 

hydromagnesite and the white grains to aragonite. The green arrow points to early cementation of 

hydromagnesite grains by fibrous aragonite crystals. (C) Plane -polarized optical microscopy image of 

an aragonite-encrusted biofilm on the top of a 20-m-deep microbialite (sampled in 2022). The blue 

arrows point to the secondary porosity formed at the base of the biofilm. (D) SEM image in the 

backscattered electron mode of fractures cross-cutting the aragonitic cementation and biofilm 

encrustment at the surface of a 40-m-deep microbialite (sampled in 2022). The blue arrows point to the 

secondary porosity formed at the aragonitic surface layer of the microbialite. (E) Plane-polarized optical 

microscopy image of intragranular secondary porosity formed in some hydromagnesite-huntite patches 

(blue arrow) in a 40-m-deep microbialite (sampled in 2022). (F) SEM image in the backscattered 

electron mode of secondary porosity formed by the huntite aggregates close to the aragonite-

hydromagnesite interface in a 40-m-deep microbialite (sampled in 2019). 

 (iii) Additionally, an aragonite and hydromagnesite cementation sealed the intergranular 

porosity, showing several stages of growth (Fig. 4.12A, -B). The aragonitic cement was either 

sparitic, forming large patches between the detrital aragonite and hydromagnesite grains, or 

fibrous, occurring at grain contacts. The cementation was also highly developed in the fractures 

crosscutting aragonite at the surface of microbialites (Fig. 4.11A, Fig. 4.12A, -B).  

 (iv) Last, different stages of porosity formation/infilling were notable (Fig. 4.12C, -D, -

E, -F). For example, numerous dissolution-precipitation features were visible at all depths (e.g. 

in the aragonitic cements) as well as a secondary intragranular porosity formed by the 

dissolution of the matrix (usually hydromagnesite). A secondary porosity was also formed by 

the fracturation of aragonite pervading into the deeper parts of the microbialites (Fig. 4.11, Fig. 

4.12D, -F). Moreover, hydromagnesite was partially dissolved in several deep zones of the 

microbialites, often in association with fractures, forming large porous patches (Fig. 4.12E). 

Interestingly, huntite was regularly observed at the bottom and along the edges of these 

fractures, in deep microbialites only (Fig. 4.10B, Fig. 4.13). No dissolution-precipitation pattern 

was clearly detected in the huntite phase at depth.  

 We systematically scrutinized the interfaces between aragonite and hydromagnesite at 

the surface of microbialites in both shallow (< 20 m) and deep (≥ 20 m) microbialites (Fig. 

4.14). While these interfaces did not show any apparent trace of huntite in shallow microbialites 

(Fig. 4.14A, -B, -C), huntite steadily replaced aragonite and hydromagnesite in deep 

microbialites according to the SEM-EDXS analyses (Fig. 4.14D, E, -F, -G). Sometimes, cracks 
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filled with hydromagnesite cut across the huntite patches. Moreover, pyroaurite and iowaite, 

which are found in these aragonite-hydromagnesite interfaces as well, were observed in 

locations distinct from huntite (Fig. 4.10E). 

Figure 4.13. 

Huntite at the bottom and along the edges of the fractures in deep microbialites. The top of the 

microbialites are indicated by a white arrow. (A) Plane-polarized optical microscopy image of an 

aragonite (A)-to-hydromagnesite (H) fracture from the top of a 40-m-deep microbialite (sampled in 

2022). Huntite (Hu) is present at the bottom of the fracture (light grey area highlighted by dashed white 

line). (B) SEM image in the backscattered electron mode of a section of a 40-m-deep microbialite 

(sampled in 2022). The white areas correspond to aragonite, the dark areas correspond to 

hydromagnesite and the light grey areas correpond to huntite. (C) Plane-polarized optical microscopy 

image of fracture network filled by huntite (grey area) in a aragonite-to-hydromagnesite zone from the 

top of a 40-m-deep microbialite (sampled in 2022). (D) SEM image in the backscattered electron mode 

of aragonite infiltration pattern (white) into hydromagnesite (dark grey) from a 40-m-deep microbialite 

(sampled in 2022). Huntite is visible at the end of this aragonite infiltration (light grey). (E) Plane-

polarized optical microscopy image of an aragonite-to-hydromagnesite fracture from the top of a 40-m-

deep microbialite (sampled in 2022). Huntite is visible as nodules of around 6 µm that accumulate at the 

end of the fracture and form more massive dark aggregates on either side. (F) SEM image in the 

backscattered electron mode of a section of a 40-m-deep microbialite (sampled in 2022) showing huntite 

agregates formed at the bottom of a fracture in a hydromagnesite patch. 
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Figure 4.14. 

Comparison of hydromagnesite (H)-aragonite (A) interfaces in shallow and deep Alchichica 

microbialites. (A, B, C) SEM images in the backscattered electron mode of a 10-m-deep microbialites 

(sampled in 2019 for images A and C, and 2022 for the image B). The aragonite (A)-hydromagnesite 

(H) interface shows no huntite (Hu). (D) SEM image in the backscattered electron mode of a huntite 

area between hydromagnesite and aragonite patches in a 40-m-deep microbialite (sampled in 2019). (E) 

SEM image in the backscattered electron mode of huntite at a hydromagnesite-aragonite interface in a 

40-m-deep microbialite (sampled in 2022). (F) EDXS map of the same zone as in image E, showing the 

Ca-rich zone (yellow, aragonite) vs the Mg-rich zones (blue, hydromagnesite). The intermediate light 

blue color indicate the presence of huntite; (G) SEM image in the backscattered electron mode of close-

up of the images E and F on huntite aggregates (2) at the aragonite (3)-hydromagnesite (1) interface in 

a 40-m-deep microbialite sampled in 2022. (1) EDXS spectrum of hydromagnesite from image G, (2) 

EDX spectrum of huntite from image G, (3) EDXS spectrum of aragonite from image G. 

Carbon and oxygen stable isotope signatures of huntite-bearing microbialites 

 Microbialite δ13Ccarb measured at a bulk scale showed values relatively constant with 

depth, from 5 to 40 m, averaging 6.2 ± 0.1 ‰. By contrast, δ18Ocarb increased markedly from 

4.0 to 5.6 ‰ in microbialites collected from above 20 m (without huntite) to below 20 m in 

depth (with huntite) (Fig. 4.15; Table A4.5, Annexes). 
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Figure 4.15. 

Microbialites bulk carbonate carbon and oxygen isotope compositions (A) and recalculated 

dissolved inorganic carbon (DIC) and water oxygen isotope compositions at equilibrium with the 

microbialites (B), modified from Havas et al., in prep. Green triangles represent the isotopic 

compositions of shallow microbialites from lake Alchichica composed mainly by hydromagnesite 

(sampled in 2019). White squares represent the isotopic signatures of shallow microbialites sampled in 

October 2022 from Lake Alchichica. Grey squares represent the isotopic signatures of deep microbialites 

sampled in October 2022 from Lake Alchichica. Error bars correspond to standard deviations from a 

minimum of two replicate analyses. 
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Discussion 

1. Evidence of huntite, a rare carbonate phase, in Lake Alchichica deep microbialites 

 Here we unambiguously show the presence of huntite (CaMg3(CO3)4) in deep (≥ 20 m) 

microbialites of Lake Alchichica. This is supported by XRD, FTIR, Raman, SEM/STEM-

EDXS and TEM-SAED analyses. FTIR was instrumental for evidencing huntite based on 

diagnostic bands at 870, 891 and 1502 cm-1. By contrast, because of interferences with other 

mineral phases, huntite was detected with more difficulty by XRD. Raman microspectroscopy 

also provided unambiguous evidence for the presence of huntite and allowed to localize it in 

microbialites at the micrometer-scale. However, the pervasive intense autofluorescence of most 

modern microbialites due to organics and/or some trace elements prevents the meaningful 

application of Raman spectroscopy to analyze these structures (Sanchez-Beristain et al., 2010), 

autofluorescence being often higher than Raman signals. Here, the low autofluorescence of 

deep microbialites and especially huntite, allowed the unambiguous detection of Raman 

spectra. Last, SEM-EDXS also provided pieces of diagnostic information for huntite, by 

evidencing a distinct phase with a Mg/Ca consistent with the stoichiometry of huntite. However, 

this again requires a fine and at least semi-quantification of chemical analyses. Overall, this 

suggests that FTIR and Raman spectroscopies are privileged methods for detecting minute 

amounts of huntite in complex carbonate assemblages and that its presence may be overlooked 

by incomplete analyses of microbialites.  

 Huntite has been abundantly found in Lake Alchichica microbialites at depths of more 

than 20 m, although it is an uncommon mineral phase, or at least not well documented. Huntite 

is a double and ordered carbonate which has been reported mainly in three types of paragenesis 

(Kinsman, 1967; Faust, 1953; Dollase and Reeder, 1986; Graf and Bradley, 1962): (i) as a near-

surface alteration product in magnesium-rich outcrops (e.g. in serpentinites and/or dolomites), 

in which huntite is unlikely to be preserved in the long term because of its presence within the 

weathering front where late alteration carbonate phases within fractures/porosities can occur 

after meteoric water percolation (Faust, 1953; Vitaliano and Beck, 1963; Skinner, 1958; 

Golovanov, 1958, Carpenter, 1961; Andrews et al., 2018; Stanger and Neal, 1994; Zachman, 

1989, Bashir et al., 2009). For example, huntite was evidenced in volcanic tuffs associated with 

magnesite and dolomite resulting from the previous passage of a hydrothermal fluid (Faust, 

1953) at Currant Creek, Nevada, and interpreted as a late product of conversion of magnesite 

within fractures. This is also the case at Gabbs, Nevada, where dolomite and brucite are 
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converted into huntite after an intermediate precipitation of hydromagnesite (Vitaliano and 

Beck, 1963); (ii) huntite was also reported as a diagenetic phase in lacustrine sediments 

sometimes in an evaporative context (Kinsman, 1967; Kuscu et al., 2018). For example, 

Kinsman (1967) described the presence of huntite at Trucial Coast in the Persian Gulf, in recent 

supratidal sediments where part of the primary aragonite has been dolomitized. The interstitial 

solution becomes progressively enriched in salts through evaporation, and huntite is found in 

contact with halite, anhydrite and gypsum. In this case, huntite is the product of an early 

diagenesis phase allowing a better preservation over time (Kinsman, 1967); (iii) Last, huntite 

appears as an authigenic phase in some caves, directly precipitating from a Mg-rich solution 

(for instance provided by surrounding carbonated rocks) at the surface of an aragonite precursor 

(Alonso-Zarza and Martin-Perez, 2008; Baron et al., 1959; Thrailkill, 1971). Additionally, 

huntite has also been shown to precipitate in the laboratory, in contact with bacteria such as 

Chromohalobacter marismortui (Rivadeneyra et al., 2006, Davies et al., 1977). The few 

occurrences of huntite reported so far are thus mainly interpreted as the result of carbonate 

alteration (early or late stages of diagenesis), or as an authigenic precipitation from a Mg-rich 

solution. The formation of huntite in microbialites, such as in the deep microbialites from Lake 

Alchichica, adds to this list. Whether there are only few reports of this phase because of the 

difficulty to detect and identify it, and/or because it requires unusual environmental conditions 

to be precipitated remains to be determined. 
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2. Formation mechanisms and conditions of huntite formation in Lake Alchichica 

deep microbialites 

2.1 Primary formation of aragonite and hydromagnesite in Lake Alchichica microbialites is 

likely kinetically controlled 

 In order to assess the stability of the different mineral phases present in the Alchichica 

microbialites, the solutions of the lake Alchichica water column were plotted in two stability 

diagrams: one representing the activity of CO3
2- anions (in Log) as a function of pH and the 

second one the Log([Ca2+]/[Mg2+]) as a function of Log(pCO2[bar]) (modified from 

Königsberger et al., 1999) (Fig. 4.16). 

Figure 4.16. 

Stability diagrams for Lake Alchichica solutions sampled in 2019 and 2022 (respectively beginning 

and late water column stratification). (A) Stability diagram of mineral phases as a function of pH vs. 

logarithm of carbonate ion activity, produced with the GWB Community software. Note that the 

solutions from the shallow water column of Lake Alchichica are represented by the blue squares and the 

deeper solutions are represented by the orange squares. All samples from the water column are 

distributed within the huntite stability range. (B) Stability diagram of mineral phases as a function of the 

logarithm of pCO2 (bar) vs. the logarithm of the Ca/Mg ratio. This diagram is modified from figure 5.b. 

of Königsberger et al. (1999). 

 All the solutions appeared inside the huntite stability range versus aragonite, calcite and 

hydromagnesite stability ranges. Additionally, we also noticed that huntite is more likely to be 

formed than dolomite under these thermodynamic conditions, even if Lake Alchichica solutions 

are close to the huntite-dolomite boundary (Fig. 4.17). Therefore, under the thermodynamic 

conditions prevailing in Lake Alchichica, primary huntite should precipitate in microbialites, at 

all depths. However, a metastable aragonite-hydromagnesite assemblage is observed in all 

microbialites instead (Kaźmierczak et al., 2011; Gérard et al., 2013; Zeyen et al., 2021). This 

suggests that other parameters affect the kinetics of carbonate precipitation in the microbialites, 
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preventing the precipitation of a more stable phase, similarly to what has been shown for 

dolomite for example (Rhada et al., 2012).  Conversely, it was proposed that aragonite 

precipitation in the Alchichica microbialites may be favored by the presence of specific 

members of microbial communities, namely Pleurocapsa-like cyanobacteria, which would be 

able to favor extracellular aragonite precipitation or act as nucleation centers in specific local 

environmental conditions (Gérard et al., 2013; Couradeau et al., 2013). 

Figure 4.17. 

Stability diagram of mineral phases as a function of pH vs. logarithm of carbonate ion activity, 

produced with the GWB Community software. This diagram shows the stability range of dolomite 

instead of aragonite. Note that the solutions from the shallow water column of Lake Alchichica are 

represented by the blue squares and the deeper solutions are represented by the orange squares. All 

samples from the water column are distributed within the huntite stability range. 

2.2 Huntite forms secondarily through aragonite and hydromagnesite destabilization 

 Textural observations in Lake Alchichica deep microbialites suggest that early 

diagenesis transformations result in the formation of huntite through the destabilization of 

aragonite and hydromagnesite (Fig. 4.10B, 4.13D, 4.14D). This is especially shown by the 

preferential distribution of huntite in reactive fronts progressing from aragonite layers within 

hydromagnesite patches, in association with fractures. While huntite was only found in deep 

microbialites, fracturing, pressure-dissolution patterns, cementation and secondary porosity 

were observed in all the studied shallow and deep microbialites. These features may favor the 
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transformation of the hydromagnesite-aragonite assemblages at depth. For example, 

mechanical alterations, such as the fracturing of primary deposits, increase the water/rock ratio 

inside the microbialite by accelerating the infiltration of water into the carbonates (de Boever 

et al., 2017). It is also possible that increasing pressure at depth can influence the size and 

abundance of fractures, and thus further increase the water/rock ratio. Coupled or not with this 

mechanical alteration, the dissolution of primary carbonates can either enlarge the pore network 

or enable the re-precipitation of another carbonate in contact with a local fluid. This is the case 

for the aragonitic cements visible inside/near the fractures at all depths in the microbialites. 

This shows that if these mechanical transformations are necessary for huntite formation to 

occur, they are not sufficient and that early diagenesis can occur differentially in microbialites, 

depending on their depth. 

 We also note that some huntite patches were crosscut by cracks filled by hydromagnesite 

(Fig. A4.4, Annexes). Two hypotheses can be proposed: (i) some huntite was primary. 

However, no occurrence of primary huntite has been observed in other microbialites, including 

very young ones from the surface (2-year-old), grown on incubated substrates for two years, 

and which were composed of hydromagnesite and aragonite (Iniesto et al., 2021). Moreover, 

the distribution of huntite as reactive fronts between hydromagnesite and aragonite and/or close 

to fractures suggests that at least some of it is secondary. (ii) An alternative hypothesis is that 

once formed, secondary huntite can also be affected by ongoing fracturing and resulting 

fractures get filled by hydromagnesite which spontaneously precipitates from the water 

solution. 

2.3 Conditions favoring the formation of huntite in deep microbialites 

 Based on the coexistence of aragonite, hydromagnesite and huntite in deep microbialites 

at Alchichica, we propose that aragonite and hydromagnesite are the direct precursors of huntite 

during early diagenesis as shown by reaction (1): 

5CaCO3 + 3(Mg5(CO3)4(OH)2.4H2O) + 3HCO3
- ⇆ 5CaMg3(CO3)4 + 3OH- + 15H2O (1) 

 Specific conditions may favor this reaction going towards huntite formation since it is 

observed in deep microbialites only.  

 Based on reaction (1), acidification of the solution may favor aragonite-hydromagnesite 

destabilization. However, no significant decrease of the pH was observed with depth, at least at 
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the water column scale. Similarly, based on reaction (1) an increase in [HCO3
-] should favor 

huntite formation. Again, no such variation was observed at the scale of the water column, at 

least at the time when it was sampled. This is consistent with the fact that Lake Alchichica has 

a high pH-buffer capacity due to high DIC concentrations (Havas et al., 2023a). Alternatively, 

Müller, Irion and Förstner (1972) showed that the identity of the carbonate phase primarily 

formed in lakes depends on the Mg/Ca ratio of the solution from which it precipitates. In the 

case of huntite precipitation, they propose that a Mg/Ca ratio higher than ~40 is necessary. 

However, this condition is again met over the entire water column of Alchichica (Mg/Ca ratio= 

78-100) and is therefore insufficient to explain the precipitation of huntite at depths ≥ 20 m 

only. 

 Solution samples at all depths were distributed close to the amorphous calcium and 

magnesium carbonates solubility lines and therefore the whole Lake Alchichica water column 

was supersaturated with respect to both aragonite and hydromagnesite (Fig. 4.3). Only the 

solutions sampled at the oxycline in October 2022 (late stratification of the water column) 

underwent a drastic rise of the SI with respect to huntite (Fig. 4.1). One hypothesis is that this 

increase may favor huntite formation at these depths and at specific periods according to the 

progress of the seasonal stratification. However, the reproducibility of these measurements over 

the years as well as the vertical movement of this SI front during the establishment of the 

stratification need to be verified, since these conditions have only been observed over a single 

period.  

 Overall, since the formation of huntite may not be explained by global chemical changes 

at the scale of the water column, more local chemical fluctuations might be involved. Here, we 

propose that the transformation of aragonite and hydromagnesite into huntite depends mainly 

on conditions achieved within the microbialite porosity. In other words, ion activities and/or 

pH in the vicinity and/or inside the microbialites could be different compared with the global 

chemical parameters measured in the water column. These conditions may be impacted by the 

microbial communities thriving at the surface of microbialites and differences in the functioning 

of these communities between shallow (oxic conditions) and deep (seasonally anoxic 

conditions) microbialites may overall trigger the achievement of different chemical conditions 

(e.g., pH decrease and/or a [HCO3
-] increase), favoring huntite formation at depth. This 

speculative scenario will require more detailed analyses of the microbial-mineral phase 

interactions in the deep microbialites. 
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3. Implications for the preservation of primary carbonate signatures in Lake 

Alchichica deep microbialites 

 Shallow microbialites show a relatively strong green luminescence. Tang and Dobbs 

(2007) observed a similar green luminescence, referred to as a non-specific green 

autofluorescence (GAF) that they attributed to variably degraded photosynthetic pigments. 

Similarly, the luminescence of Alchichica microbialites share the same spectral properties as 

those of the biogenic calcite characterized by Pedone et al. (1990), which was also attributed to 

the presence of organic matter (Fig. 4.9J, -K, -L). By contrast, the observed luminescence is 

significantly different from that activated by trace elements such as Mn2+ in calcite. Overall, 

this suggests that luminescence in Alchichica microbialites results from some organic 

components. This could explain the higher intensity of this green luminescence in aragonite, 

since it has been shown that this phase is associated with Pleurocapsales biofilms in Alchichica 

microbialites and the luminescence could therefore be related with degrading cell pigments. We 

have observed that the luminescence signal in Alchichica microbialites drastically decreased 

with depth, especially after the formation of huntite that showed no intense autofluorescence. 

Overall, this suggests that the diagenetic replacement of aragonite by huntite may be 

accompanied by a loss and/or transformation of the organic matter (at least degraded/different 

pigments) originally fossilized within aragonite-rich patches. Similarly, the absence of 

autofluorescence in the recrystallized aragonitic cement sealing the volumes between detrital 

grains and the fractures, and the decrease of autofluorescence intensity in hydromagnesite with 

depth may also concur to a global loss of luminescence during early diagenesis.  

 Isotopic compositions of carbonates are another feature often used to infer 

paleoenvironmental conditions. Therefore, it is important to question their evolution upon the 

transformation of primary carbonates into huntite. On a δ13Ccarb‒δ18Ocarb diagram, the huntite-

bearing microbialites plot separately from the non-huntite-bearing ones (Fig. 4.15A). The 

isotopic compositions of waters from which microbialite carbonates precipitated (δ13CDIC-eq and 

δ18OH2O-eq) can be calculated based on the assumption of isotopic equilibrium, known solution-

solid fractionation factors and temperature at which this occurs. These δ13CDIC-eq and δ18OH2O-eq 

also differ between microbialites above and below 20 m (Fig. 4.15B). A difference of ~6 °C in 

temperature between surface and bottom lake waters would be required to explain such a 

δ18Ocarb offset observed from microbialites at 5 to 40 m in depth. This is not consistent with the 

observed ~2 °C temperature difference between surface and bottom lake waters. Moreover, the 

measured water oxygen isotope composition in the stratified water column did not evolve with 
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depth (Havas et al., in prep). This suggests that differences in the microbialites δ18Ocarb are not 

related to isotopic variations of the lake water reservoir but may trace local processes/fluids 

instead. 

 Several hypotheses may explain the local 18O-enrichment of huntite-bearing 

microbialites. The O and C isotopic fractionation factors induced by huntite precipitation have 

not been determined yet and may be different than those for aragonite and hydromagnesite. 

Considering the stoichiometry of equation (1), the C atoms of huntite are mostly from aragonite 

and hydromagnesite (with a small addition of dissolved bicarbonate) explaining why C isotopes 

may remain conservative upon huntite formation and huntite-bearing microbialites have bulk 

δ13Ccarb values indistinguishable from other microbialites. By contrast, O in huntite is only a 

fraction of O in the different functional groups (-CO3, -OH and -H2O) composing 

hydromagnesite and the remaining fraction distributes separately into OH-, and H2O molecules 

(equation 1). This may generate isotopic fractionation and exchanges of O isotopes in the 

microbialites porosity upon hydromagnesite-aragonite transformation into huntite, explaining 

why huntite-bearing microbialites harbor slightly different δ18Ocarb compared with other 

microbialites (Fig. 4.15). Overall, the C isotope composition may be preserved upon huntite 

formation but not the O isotope composition, calling for great care when interpreting the oxygen 

isotope signal of huntite. 
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Conclusion 

 Deep microbialites in the seasonally stratified lake Alchichica contain huntite, a rare 

carbonate phase. This rare phase was unambiguously detected with several techniques including 

FTIR, XRD, Raman, SEM-EDXS and TEM. Huntite is mainly distributed at the interface 

between aragonite and hydromagnesite, as well as alongside fractures. These observations 

suggest an early diagenetic replacement of aragonite/hydromagnesite by huntite. However, the 

presence of huntite only in deep microbialites imply that microbialites of the Lake Alchichica 

undergo a differential early diagenesis depending on their depth. 

 Like for dolomite, the conditions affecting the kinetics of huntite precipitation at low-

temperature are not well understood. For example, it is not clear why huntite forms solely at 

depth since only slight global variations of the chemistry are observed across the water column. 

Alternatively, conditions favoring the formation of huntite may be restricted to the interstitial 

water within deep microbialites, possibly in connection with the metabolic activity of their 

associated microbial communities. 

 Based on textural observations achieved in this study, the following sequence of events 

resulting in the formation of huntite in the deep microbialites can be suggested (Fig. 4.18): (i) 

Slight compaction of the microbialites, involving pressure-dissolution processes, inter-

/intragranular aragonitic cementation and secondary porosity formation; (ii) Fracturing of the 

aragonite at the surface of the microbialites, allowing infiltration of magnesium-rich pore water 

into the microbialites; (iii) Alteration of fractured aragonite and hydromagnesite by the pore 

water, which is more intensive in deep microbialites. Through these alterations, the poral 

solution is enriched in calcium and magnesium ions; (iv) Precipitation of huntite which replaces 

the initial aragonite and hydromagnesite, increasing the total porosity. Given the cyclicity of 

the mixing/stratification periods in Lake Alchichica that influence the lake chemistry and the 

variety of early diagenetic processes in microbialites, it is likely that several steps described in 

the proposed sequence occur simultaneously and/or repeat seasonally. 
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Figure 4.18. 

Summarizing sketch of the early diagenesis sequence occurring in shallow and deep Lake 

Alchichica microbialites. All microbialites (shallow and deep) undergo early diagenesis processes such 

as fracturation, compaction, cementation and secondary porosity formation (step noted 2.). In the deep 

microbialites (≥ 20 m depth), the formation of huntite occurs by replacing the two main carbonate phases 

aragonite and hydromagnesite alongside the fractures and at their interfaces (step noted 3.). 

 Currently, the oldest huntite has been found in sediments dated to the Upper Cretaceous, 

but it is unclear whether it formed during the deposition of these sediments or later on, during 

a secondary alteration stage (Calvo, Stamatakis and Magganas, 1995; Wolberg et al., 1989; 

Bellis and Wolberg,1989). Whether huntite could be preserved over geological timescales, 

conserving traces of such early diagenetic transformations in ancient microbialites remains an 

open question. Moreover, documenting more cases where huntite may replace primary 

carbonates in modern microbialites would be necessary to better assess the rarity/distribution 

of this phase for example as a function of oxygenation conditions, evaluate the probability to 

find it in ancient rocks and provide further guidelines to look for it. 
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3. Données supplémentaires : comparaison avec les microbialites 

d’Atexcac 

 A Atexcac, les structures minéralogiques des microbialites de surface et peu profondes 

ont déjà été étudiées. Des analyses en FTIR, DRX, SEM-EDXS et STXM avaient attesté de la 

dominance d’aragonite et de silicates de magnésium hydratés peu cristallisés (Zeyen et al., 

2015). Notamment, les auteurs avaient montré la préservation remarquable des microfossiles 

par les silicates de magnésium quasi-systématiquement en association avec du carbone 

organique (Zeyen et al., 2015). Cette étude allait également dans le sens d’un modèle de 

remplacement des silicates de magnésium par l’aragonite sur la base d’observations en 

microscopie (Zeyen et al., 2015), comme cela a aussi été proposé pour d’autres cas (Lac Clifton, 

en Australie, Burne et al., 2014). Toutefois, les produits d’altération des phases minérales dans 

les microbialites, apparentés à la diagenèse précoce par exemple, n’avaient pas encore été 

beaucoup documentés pour le lac Atexcac. 

3.1 Biogéochimie de la colonne d’eau 

 Les caractéristiques géochimiques de la colonne d’eau du lac Atexcac par rapport à la 

silice ont été très brièvement reprises dans cette partie. La colonne d’eau du lac étant riche en 

acide orthosilicique, les solutions de formation des microbialites à toutes les profondeurs sont 

sursaturées non seulement par rapport à la sépiolite amorphe, mais dépassent également le seuil 

de nucléation homogène des silicates de magnésium dit « supercritique » pour les échantillons 

de 2019 et de 2022 (Tosca et al., 2011) (Fig. 4.19). De manière frappante, les échantillons d’eau 

se distribuent selon une ligne verticale dans le diagramme de solubilité des silicates, entre les 

lignes de solubilité du quartz et de la silice amorphe et indépendamment de leur profondeur.  

 En parallèle, des efflorescences de diatomées ont été observées annuellement dans la 

colonne d’eau à la fin de la période de mélange du lac et en début de période de stratification, 

au moment où la température commence à augmenter (Alcocer et al., 1998). Spécifiquement, 

des analyses en métabarcoding sur les communautés procaryotes et eucaryotes planctoniques 

du lac Atexcac ont montré que les diatomées pouvaient représenter 80 % du total des séquences 

assignées, au moins à 3 m de profondeur (Iniesto et al., 2022). Par conséquent, une possibilité 

est que la présence et les cycles de vie des diatomées dans le lac Atexcac puissent influencer la 

géochimie de sa colonne d’eau (et peut-être celle des sédiments aussi). En particulier, il est 

envisageable que la valeur du logarithme de l’activité de H4SiO4 sur laquelle sont alignés les 
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échantillons d’eau observés sur la figure 4.19 corresponde à la solubilité moyenne des frustules 

des diatomées du lac. Dans ce cas, une hypothèse pourrait être que, au moins pendant une partie 

de l’année, la précipitation/dissolution de la silice des frustules de diatomées contrôle la 

concentration en acide orthosilicique de la solution de formation des microbialites à Atexcac. 

Le pH et/ou l’activité du Mg2+ en revanche varient au cours du temps. 

Figure 4.19. 

Diagramme de solubilité des silicates dans lequel sont distribués les échantillons de la colonne 

d’eau d’Atexcac. Chaque ligne pleine noire représente la solubilité d’une phase. Les échantillons de la 

colonne d’eau (cercles bleus) sont représentés pour 2014, 2019 et 2022 par leur logarithme de l’activité 

du magnésium sur l’activité des protons au carré en fonction de leur logarithme de l’activité de l’acide 

orthosilicique. La profondeur de chaque échantillon est affichée à côté du point. La ligne verticale grise 

en pointillée représente une solubilité théorique sur laquelle les échantillons sont alignés. 

3.2 Altérations/modifications des phases minérales dans les microbialites d’Atexcac 

Fracturation 

 Comme pour les microbialites du lac Alchichica, les microbialites à Atexcac présentent 

des signes d’altérations des phases minérales comme de la fracturation (Fig. 4.20). Dans les 

échantillons observés, les fractures affectent très majoritairement les silicates de magnésium, 

avec une présence plus répandue en surface des microbialites. En parallèle, des structures 

biogéniques sont visibles sur les bordures de zones fracturées. Notamment, plus on s’enfonce à 
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l’intérieur des microbialites, plus les biofilms présentent un encroûtement prononcé par les 

silicates de magnésium puis l’aragonite. De plus, des microfossiles de cyanobactéries et de 

diatomées sont particulièrement abondants sur les bords des fractures (Fig. 4.20). 

Figure 4.20. 

Fracturation et microfossiles sur les bordures des fractures dans les microbialites d’Atexcac 

composée de silicates de magnésium (SiMg) et d’aragonite (A). (a) Image en microscopie optique 

d’un échantillon de 15 m de profondeur montrant une zone fracturée de silicates de magnésium à côté 

d’une zone sombre aragonitique ; (b) Image MEB en électrons rétrodiffusés de silicates de magnésium 

(phase en gris foncé) enrichis en microfossiles (flèche blanche) sur les bords d’une fracture, entourés 

par de l’aragonite (phase en blanc) dans un échantillon de 20 m de profondeur ; (c) Image zen 

microscopie optique d’une zone fracturée dans les silicates de magnésium enrichie en microfossiles 

(flèche blanche) dans un échantillon de 20 m de profondeur ; (d) Image MEB en électrons rétrodiffusés 

d’une zone fracturée de silicates de magnésium avec des microfossiles (flèche blanche) à côté d’une 

zone peu fracturée d’aragonite. A droite se trouvent les cartographies élémentaires associées en EDXS 

du calcium (rouge), magnésium (vert) et silice (bleu). En-dessous se trouve le spectre EDXS acquis sur 

la zone entourée par un rectangle blanc dans l’image en électrons rétrodiffusés. 

Silicification 

 De manière intéressante, l’échantillon de 15 m de profondeur prélevé en 2019 présente 

un encroûtement des structures minérales déjà formées dans les microbialites par une phase 

siliceuse sans magnésium, venant recouvrir les silicates de magnésium (Fig. 4.21). Par endroits, 
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cette silicification secondaire recouvre des structures tubulaires (de 10 à 20 µm de longueur) 

formées par des fibres d’aragonite entourées de silicates de magnésium (Fig 4.21a, -b). 

Figure 4.21. 

Précipitation de silice sans magnésium (Si) dans un échantillon de microbialite d’Atexcac prélevé 

à 15 m de profondeur présentant des silicates de magnésium (SiMg) et de l’aragonite (A). (a) Image 

MEB en électrons rétrodiffusés d’aiguilles d’aragonite entourées par des silicates de magnésium eux-

mêmes encroûtés dans une phase de silice sans magnésium ; (b) Cartographie élémentaire en MEB-

EDXS sur la zone entourée par un rectangle rouge dans l’image a avec les spectres 1 et 2 associés 

respectivement à la silice (1 sur la cartographie EDXS) et aux silicates de magnésium (2 sur la 

cartographie EDXS) ; (c) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’une zone présentant des silicates de 

magnésium et des aiguilles d’aragonite entourés par une phase de silice sans magnésium ; (d) 

Cartographie élémentaire MEB-EDXS de la zone correspondant à l’image a avec le calcium en rouge, 

la silice en bleu et le magnésium en vert ; (e) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’un zoom sur un 

cristal d’aragonite entouré par une phase de silicates de magnésium puis par une phase de silice ; (f) 

Spectres et cartographies élémentaires du calcium, de la silice et du magnésium en EDXS de la zone de 

l’image e. Le spectre 1 correspond à la silice numérotée 1 sur l’image e. Le spectre 2 correspond aux 

silicates de magnésium notés 2 sur l’image e. 
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Cimentations/précipitations aragonitiques 

 Les microbialites d’Atexcac présentent de plus une proportion non négligeable de 

cimentation par l’aragonite (Fig. 4.22). Plusieurs types de précipitations ont été observés : (i) 

de l’aragonite fibreuse précipitant dans les fractures recoupant les silicates de magnésium, 

notamment sur les bords des microbialites, mais aussi en surface des biofilms (Fig. 4.22a, -f). 

En microscopie optique, cette cimentation n’apparaissait pas sombre comme pouvait l’être 

l’aragonite précédemment observée, mais elle était biréfringente. (ii) De l’aragonite fibreuse 

également formée dans une matrice de silicates de magnésium avec des fibres rayonnant à partir 

d’un centre de nucléation (Fig. 4.22b). (iii) Des aiguilles très fines d’aragonite pouvant mesurer 

plus de 25 µm de long, distribuées dans les échantillons parfois en les recoupant et parfois en 

étant encroûtées par les silicates de magnésium notamment dans les échantillons de 15 m de 

profondeur (Fig. 4.22c). (iv) De l’aragonite sparitique colmatant la porosité des microbialites 

avec des cristaux d’environ 15 µm de long, dont la forme peut s’adapter aux formes arrondies 

des silicates de magnésium (Fig. 4.22d). (v) Enfin, des nodules d’aragonite inférieurs à 1 µm 

de diamètre, formés dans des grains de silicates de magnésium, sans structure particulière 

visible (Fig. 4.22e). 

Figure 4.22. 

Différents types de cimentations aragonitiques dans les microbialites d’Atexcac de 15 et 20 m de 

profondeur. (a) Image en microscopie optique d’une cimentation fibreuse (flèche blanche) d’aragonite 

à l’intérieur d’une fracture dans des silicates de magnésium ; (b) Image MEB en électrons rétrodiffusés 

d’une précipitation d’aiguilles d’aragonite concentriques (flèche blanche) à l’intérieur d’une matrice de 

silicates de magnésium ; (c) Image MEB en électrons rétrodiffusés de précipitations d’aiguilles 

d’aragonite sans orientation préférentielle dans des phases minérales siliceuses ; (d) Image MEB en 

électrons rétrodiffusés montrant (flèche blanche) des cristaux d’aragonite sparitique formant un ciment 

dans une porosité, entre autres précipitations aragonitiques ; (e) Image MEB en électrons rétrodiffusés 

de précipitations de plages d’aragonite au sein d’un grain de silicate de magnésium (flèche blanche 
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numéro 1) et de précipitations fibreuses d’aragonite autour de ce grain (flèche blanche numéro 2) ; (f) 

Image en microscopie optique d’aragonite fibreuse précipitant au-dessus des reste d’un biofilm à la 

surface de l’échantillon. 

3.3. Conservation des signatures bio/minéralogiques après/au cours de la diagenèse 

 Quelques images ont été produites en confocal sur les microbialites de 15 et 20 m de 

profondeur à Atexcac (Fig. 4.23). Les échantillons présentent une émission sur une gamme de 

fluorescence entre 480 et 680 nm environ comme pour ceux d’Alchichica, avec un pic de 

fluorescence dans le vert autour de 530 nm. La fluorescence paraît significativement plus élevée 

dans les silicates de magnésium et certaines phases d’aragonite. Spécifiquement, la figure 

4.23a-d montre une plus forte fluorescence dans des lamines aragonitiques sur une zone de 

surface d’un échantillon de 20 m de profondeur. Par ailleurs, ce sont les bordures des 

échantillons contenant une abondance de microorganismes encroûtés qui atteignaient le 

maximum de fluorescence (Fig. 4.23b). Ces bordures pouvaient soit correspondre à de 

l’aragonite soit par exemple à la phase siliceuse sans magnésium. De plus, des grandissements 

sur des zones contenant des microfossiles de diatomées montraient une préservation d’une 

partie de la fluorescence dans leurs structures (Fig. 4.23). A l’inverse, les phases recristallisées 

comme le ciment aragonitique présent dans les fractures n’a pas, ou très peu, 

d’autofluorescence. 

Figure 4.23. 

Autofluorescence des échantillons de microbialites d’Atexcac provenant de 15 et 20 m de 

profondeur et présentant des phases de silicates de magnésium (SiMg) et d’aragonite (A) 

notamment. (a) Image en confocal de la fluorescence d’une zone de surface d’un échantillon de 20 m 

de profondeur présentant un cône de précipitation aragonitique. La flèche blanche montre des lamines 

potentiellement enrichies en matière organique où la fluorescence est plus intense. Les bordures de 
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l’échantillon présentent également une forte fluorescence et certains microfossiles de cyanobactéries en 

bas à droite présentent une émission de fluorescence dans le rouge ; (b) Image en confocal de la 

fluorescence d’une zone provenant d’un échantillon de 15 m de profondeur. Les bordures d’une zone 

fluorescente de silicates de magnésium fracturés présentent une fluorescence plus intense (flèche 

blanche) ; (c) Image en confocal de la fluorescence d’une zone riche en microfossiles provenant d’un 

échantillon de 20 m de profondeur. La fluorescence est plus marquée sur les contours des microfossiles 

de diatomées (flèche blanche) ; (d) Image en microscopie optique de la zone entourée par un rectangle 

blanc en pointillé dans l’image a ; (e) Cartographie MEB-EDXS d’une zone provenant d’un échantillon 

de 15 m de profondeur dans laquelle des phases contenant uniquement de la silice sont présentes à la 

surface de la microbialite (flèche blanche). Cette image ne correspond pas à la zone de l’image b, elle a 

été mise pour comparaison avec la bordure riche en silice ; (f) Image en microscopie optique de la zone 

correspondant à celle de l’image c.  

3.4. Hypothèses sur les étapes de diagenèse 

 D’après les observations en microscopies optique et électronique de quelques 

échantillons de microbialites d’Atexcac, il semble que l’aragonite soit moins affectée par la 

fracturation que les silicates de magnésium (alors qu’à Alchichica, l’aragonite était plus 

fracturée que les autres carbonates de magnésium/calcium). Une partie de cette observation 

pourrait être expliquée par le colmatage secondaire des fissures par du ciment sparitique ou 

micritique dans les zones riches en aragonite, ce qui visuellement rendrait moins dense la 

fracturation visible dans ces zones. Toutefois, certaines des fractures observées en MEB-EDXS 

sont liées à la préparation de l’échantillon et non à l’altération des phases minérales des 

microbialites. Dans tous les cas, la fracturation fait partie des nombreux processus regroupés 

sous le terme de diagenèse précoce qui affecte vraisemblablement aussi les microbialites 

d’Atexcac. 

 De plus, une phase de silice sans magnésium a été observée dans l’échantillon de 15 m 

de profondeur, autour des grains et des autres structures minérales présente dans l’échantillon, 

ce qui n’avait pas été reporté avant, à notre connaissance. Probablement, à un moment lors de 

la formation de cette microbialite, la saturation de la solution dans/au voisinage des 

microbialites a atteint le seuil de solubilité de la silice amorphe. Ceci peut être en lien avec 

l’équilibre de dissolution/précipitation des frustules de diatomées. De plus, on peut imaginer 

que, à la mort des diatomées qui font des efflorescences en surface, les frustules sédimentent 

dans la colonne d’eau et se déposent sur les microbialites, ou alors que les tapis microbiens à 

15 m de profondeur contiennent plus de diatomées qu’à d’autres profondeurs par exemple. D’un 

autre côté, il est possible que cette caractéristique soit également présente à d’autres 

profondeurs où les silicates de magnésium se font remplacer par l’aragonite. Dans ce sens, nous 

avons observé dans des cartographies en MEB-EDXS de l’échantillon de 15 m de profondeur 

des endroits où un gradient entre la silice et l’aragonite est visible, illustré par un mélange du 
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calcium et de la silice sur les cartographies élémentaires en EDXS (Fig. 4.24a, -b, -c, -d, -e). 

Mais peu d’échantillons ont été analysés pour Atexcac, donc il sera pertinent de vérifier si cet 

encroûtement par de la silice sans magnésium se retrouve à d’autres profondeurs dans les 

microbialites d’Atexcac. De plus, les silicates de magnésium sont peu cristallisés (Zeyen et al., 

2015). Des diffractions en SAED au MET sur cette phase permettraient d’évaluer si par 

exemple la silice est amorphe. Dans quelle mesure cette silicification peut être considérée 

comme de la diagenèse précoce reste une question ouverte, mais il est probable en tout cas que 

les mécanismes permettant sa formation soient encore une fois, comme pour les microbialites 

d’Alchichica, dus à des changements locaux de la chimie de la solution après la précipitation 

des phases minérales primaires. 

 En parallèle, plusieurs types de cristallisations/recristallisations aragonitiques ont été 

observés dans les échantillons d’Atexcac. Ces différences reflètent a priori des différences de 

conditions de précipitation. En considérant le remplacement des silicates par l’aragonite déjà 

évoqué par Zeyen et al. (2015) et le fait qu’une grande part des cristaux d’aragonite recoupent 

les phases silicatées, il est vraisemblable que la majeure partie de l’aragonite précipite 

secondairement dans les microbialites d’Atexcac. Par exemple, les ciments fibreux et 

sparitiques de l’aragonite dans les fractures sont arrivés après la formation de ces fractures qui 

elles-mêmes affectent les silicates de magnésium. De même, dans et autour des grains 

micrométriques à 15 m de profondeur, les aiguilles d’aragonite recoupent non seulement les 

silicates de magnésium mais aussi la phase de silice (Fig. 4.24-a). De plus, dans certains 

endroits localisés en bordure des microbialites et au voisinage de microfossiles, des grains 

arrondis présentent un appauvrissement ponctuel en magnésium et surtout en silice, et sont 

enrichis en calcium (Fig. 4.24f, -g, -h, -i, -j). Il est possible que l’image en MEB-EDXS de la 

figure 4.24f illustre une première étape de remplacement des silicates de magnésium par de 

l’aragonite ; il sera utile d’obtenir sur ces zones des cartographies élémentaires avec un temps 

de comptage plus conséquent. Cela permettrait de les quantifier afin d’obtenir des ratios 

élémentaires et d’essayer de définir la nature précise de la phase minérale permettant la 

transition. 
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Figure 4.24. 

Modifications des phases siliceuses/carbonatées dans des microbialites d’Atexcac. (a) Image MEB 

en électrons rétrodiffusés sur un échantillon de 15 m de profondeur. La zone présente trois phases 

distinctes : de l’aragonite (A, blanc), des silicates de magnésium (SiMg, gris foncé) et la phase siliceuse 

(Si, gris clair). Des aiguilles d’aragonite recoupent toutes les autres phases ; (b) Cartographie en MEB-

EDXS élémentaire de la zone de l’image a avec le calcium en rouge, le magnésium en vert et la silice 

en bleu. La zone entourée par un cercle blanc en pointillés montre un mélange entre la silice de la phase 

siliceuse et le calcium de l’aragonite ; (c) Cartographie élémentaire en EDXS pour la silice de la zone 

présentée dans l’image a ; (d) Cartographie élémentaire en EDXS pour le magnésium de la zone 

présentée dans l’image a ; (e) Cartographie élémentaire en EDXS pour le calcium de la zone présentée 

dans l’image a ; (f) Image MEB en électrons rétrodiffusés sur un échantillon de 20 m de profondeur. La 
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zone présente une phase de silicates de magnésium (SiMg, gris foncé) ayant remplacé la silice d’une 

frustule de diatomée (en haut à droite) et de l’aragonite (blanc) ; (g) Cartographie en MEB-EDXS 

élémentaire de la zone de l’image f avec le calcium en rouge, le magnésium en vert et la silice en bleu. 

Des grains arrondis de 2 à 4 µm de diamètre dans les silicates de magnésium ne contiennent pas/peu de 

silice, présentent un appauvrissement en magnésium et sont enrichis en calcium (flèches blanches) ; (h) 

Cartographie élémentaire en EDXS pour la silice de la zone présentée dans l’image f ; (i) Cartographie 

élémentaire en EDXS pour le magnésium de la zone présentée dans l’image f ; (j) Cartographie 

élémentaire en EDXS pour le calcium de la zone présentée dans l’image f. 

 

 D’un autre côté, toujours dans l’échantillon de 15 m de profondeur, des aiguilles sont 

entourées de silicates de magnésium, elles-mêmes entourées par la phase de silice (Fig. 4.21). 

Ces observations pourraient aussi aller dans le sens d’une précipitation primaire par endroit 

d’aragonite, puis d’un encroûtement par des silicates de magnésium, puis par la phase de silice. 

Par conséquent, il est possible que, comme à Alchichica, des phases successives et/ou 

simultanées de remplacement des minéraux aient lieu dans les microbialites d’Atexcac, en lien 

avec des variations de cinétiques de précipitation. Ajoutée à cela, une succession de lamines 

millimétriques entre des zones riches en silicates de magnésium et des zones riches en aragonite 

ont été observées dans l’échantillon de 15 m de profondeur (Fig. 4.25). Il est donc possible que 

les changements biogéochimiques locaux suivent des cycles répétitifs dans le temps, en 

alternant entre des phases favorisant la précipitation de silicates de magnésium et des phases 

favorisant la précipitation d’aragonite.  

Figure 4.25. 

Image MEB en électrons rétrodiffusés d’un échantillon de microbialites d’Atexcac provenant de 

15 m de profondeur. Les lamines visibles sont délimitées par des lignes en pointillés blancs. Les 

lamines sont soit composées de grains de silicates de magnésium avec peu de cimentation aragonitique 

(zones gris foncé) soit composées de grains de silicates de magnésium avec une forte cimentation 

aragonitique (zone gris clair/blanches), soit composées presque intégralement d’aragonite (zones 

blanches, à droite de l’image). 
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 Pourtant, dans l’ensemble, nous ne pouvons pas être sûrs d’une chronologie de 

précipitation uniquement sur la base de ces observations et des interprétations pétrologiques 

visuelles que l’on en fait. Cela appelle par exemple à d’autres analyses peut être en laboratoire 

où l’on pourrait mimer ces environnements et suivre de manière plus quantitative l’évolution 

des processus de diagenèse précoce dans les microbialites. D’autres phases comme la calcite et 

l’hydromagnésite avaient également été détectées dans les microbialites d’Atexcac et il serait 

intéressant un jour de savoir où elles se localisent précisément et dans quelle étape de la 

précipitation/modification diagénétique des phases minérales elles se situent à Atexcac. 

 Enfin, bien que les images en confocal pour Atexcac n’aient pas été produites dans les 

mêmes conditions exactement que pour celles d’Alchichica (par exemple au niveau du gain), 

l’hypothèse d’une fluorescence des phases minérales induite par leur contenu en matière 

organique reste possible pour ces microbialites aussi. Dans ce cas, comme à Alchichica, les 

phases minérales recristallisées qui apparaissent moins fluorescentes, et notamment l’aragonite 

remplaçant a priori les silicates de magnésium, effacent vraisemblablement certaines des 

signatures organiques des microbialites (par exemple les restes de pigments photosynthétiques). 

Pour autant, il sera pertinent de réellement comparer des échantillons de microbialites peu 

profondes avec des échantillons de microbialites profondes avec les mêmes paramètres, comme 

pour Alchichica, afin d’évaluer les différences entre la surface et la profondeur.  
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4. Conclusions et perspectives 

 Les phases minérales des microbialites subissent des modifications au cours de la 

diagenèse. Dans les microbialites du lac Alchichica, des caractéristiques nombreuses attribuées 

à de la diagenèse précoce sont visibles au-dessus et en-dessous de l’oxycline. Par exemple, des 

figures de dissolution-reprécipitation des phases minérales ont été observées dans les couches 

les plus en surfaces des microbialites, notamment au niveau de grains carbonatés détritiques qui 

fusionnent. Vraisemblablement, la distribution et l’arrangement spatial des combinaisons entre 

les différentes phases minérales dans les microbialites est donc le résultat d’un équilibre entre 

des processus de dissolution (formation d’une porosité secondaire intra-/intergranulaire, 

fracturation, etc) et de précipitation (formation d’un ciment d’aragonite ou d’hydromagnésite 

autour des phases déjà formées ou dans les fractures par exemple). De plus, la diagenèse 

s’exprime vraisemblablement de manière différentielle entre la surface et la profondeur dans le 

lac puisque de la huntite a été observée massivement uniquement dans les microbialites à des 

profondeurs supérieures ou égales à 20 m. Cette huntite a été interprétée comme une phase 

diagénétique. Ce carbonate double contenant trois magnésium pour un calcium se distribue 

préférentiellement aux interfaces entre l’aragonite et l’hydromagnésite et au niveau des fissures 

(dedans, sur les bords et/ou au fond). Par conséquent, il a été proposé que la huntite remplace 

les deux carbonates primaires métastables des microbialites d’Alchichica. Ce phénomène de 

diagenèse précoce implique les déstabilisations de l’aragonite et de l’hydromagnésite à un 

certain moment, au bénéfice de la huntite, potentiellement plus stable localement. Pour autant, 

les analyses en bulk de la chimie des solutions du lac Alchichica à toutes les profondeurs ne 

mettent en avant aucune différence notable pouvant expliquer la différence de stabilité des 

carbonates entre la surface et la profondeur. Il a donc été proposé que des modifications de la 

chimie de la solution atteinte dans la porosité et/ou très localement autour des microbialites de 

profondeur expliquent la présence de huntite. Dans ce cas il sera intéressant dans le futur 

d’analyser la chimie de la solution interstitielle dans les microbialites. Or, contrairement aux 

sédiments qui ne sont pas indurés dans les premiers centimètres et qui permettent l’utilisation 

de rhizons pour récupérer l’eau porale (cf Muller et al., 2023), les microbialites sont indurées. 

Plusieurs options sont imaginables pour extraire l’eau interstitielle. Par exemple, il serait 

possible de plonger l’échantillon de microbialite juste après sa remontée de la colonne d’eau 

dans un bain d’eau déminéralisée en respectant un ratio eau/roche cohérent avec la porosité 

évaluée dans l’échantillon. Après avoir attendu que la solution se mette à l’équilibre avec la 

solution porale de l’échantillon, des analyses par ICP-AES/MS pourraient théoriquement 
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refléter une partie de la chimie de la solution interstitielle. Cette méthode implique toutefois 

que la porosité de l’échantillon soit assez conséquente pour permettre la présence d’eau libre 

(c’est-à-dire qui ne soit pas de l’eau adsorbée/capillaire autour des grains). De plus, même dans 

ce cas, elle ne donnerait accès qu’à la chimie de l’eau de la porosité ouverte des échantillons. 

D’autres techniques de récupération de la solution porale sont utilisées dans l’industrie 

d’extraction de l’eau des aquifères. Par exemple, suivant le même principe que la méthode 

proposée juste avant, il est possible de soumettre l’échantillon à une pression par injection de 

gaz inerte (Hassler Cell, Khadra et al., 2017) et de récupérer l’eau interstitielle du réseau poral 

ouvert. L’efficacité de cette méthode est dépendante des concentrations ioniques de la solution 

de l’échantillon et dure plusieurs jours. Une autre technique, destructive cette fois, consiste à 

placer un échantillon dans une cellule d’extraction où il est comprimé par une presse mécanique 

(Longuet et al., 1973). L’eau porale est récupérée et contient a priori la solution présente dans 

les porosités ouverte et fermée puisque l’échantillon est réduit en fragments. Globalement, une 

fois l’eau porale des microbialites de surface et de profondeur récupérée, l’analyse de sa chimie 

permettra de mieux comprendre les variations locales permettant ou non la formation de la 

huntite. Dans le même sens, il pourrait être imaginé d’utiliser cette approche de manière encore 

plus précise sur différentes parties d’un échantillon de microbialite : par exemple sur la surface 

près des biofilms en comparaison d’une zone plus profonde dans l’hydromagnésite. Cela 

permettrait en théorie d’évaluer la chimie localement dans plusieurs zones où les conditions 

environnementales (par exemple la présence de biofilm) diffèrent. 

 En parallèle, les observations en microscopies optique et électronique qui ont été faites 

sur des lames et sections de microbialites du lac Atexcac à différentes profondeurs montrent 

comme pour celles d’Alchichica des modifications post-dépôt de leur fabrique sédimentaire. 

Notamment, des ciments d’aragonite sparitique ou fibreuse ont été observés dans de 

nombreuses fractures et espaces poreux. Des analyses des isotopes du carbone et de l’oxygène 

dans ces différentes phases recristallisées pourraient donner une idée de leurs séquences de 

précipitations relatives, par exemple. Vraisemblablement, la diagenèse précoce ne se manifeste 

pas de la même manière dans les microbialites en fonction de leurs combinaisons de phases 

minérales (cimentation des espaces poreux avec d’autres phases minérales, étendues et 

distributions des fractures différentes, etc). Par exemple, il serait intéressant de savoir dans 

quelle mesure et sous quelles formes les silicates de magnésium qui dominent leur composition 

minéralogique avec l’aragonite sont affectés par la diagenèse, et si d’autres phases minérales 

remplacent les deux dominantes en profondeur, comme à Alchichica (même si a priori aucune 
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observation en microscopie faite ici ne va dans ce sens). Des images en CLSM montrent des 

différences dans les couleurs de fluorescence émises par les échantillons de microbialites 

d’Atexcac lorsqu’ils sont excités dans le spectre du visible. De plus, comme pour Alchichica, 

cette fluorescence est perdue/appauvrie lorsque les phases minérales sont recristallisées (e.g. 

dans les ciments aragonitiques). Si, comme proposé par Debrie et al. (2024, in prep.) dans le 

cas de stromatolites de Sardaigne, la fluorescence des échantillons est due à la présence de 

pigments photosynthétiques plus ou moins dégradés contenus dans les différentes phases 

minérales, alors ce signal organique est susceptible d’être modifié au cours de la diagenèse. A 

Alchichica, les ciments sparitiques d’aragonite et d’hydromagnésite ainsi que la huntite sont 

très peu à pas du tout fluorescents, ce qui laisse penser que le remplacement des phases 

minérales primaires efface dans le temps les signatures organiques soulignées par la 

fluorescence en profondeur. A Atexcac, les ciments qui colmatent les différentes porosités ne 

présentent pas non plus de fluorescence. Pour autant, il n’a pas été mis en évidence le 

remplacement massif des phases primaires par une phases secondaire comme à Alchichica en 

profondeur, ce qui suggère que, même si les différentes recristallisations observées changent la 

fabrique générale des microbialites, certaines signatures organiques (par exemple la 

fluorescence si on la considère comme telle) pourraient être mieux préservées dans le temps 

qu’à Alchichica. De plus, les microorganismes sont encroûtés par des silicates de magnésium 

dans les microbialites d’Atexcac et une hypothèse est qu’ils se font remplacer par de l’aragonite 

lorsque l’on s’enfonce dans les microbialites (Zeyen et al., 2015). De façon intéressante, il a été 

montré que les silicates de magnésium permettent la fossilisation précoce des cellules dans les 

biofilms et préservent bien les formes initiales en comparaison avec l’aragonite par exemple 

(Zeyen et al., 2015 ; Iniesto et al., 2015). Dans le cas des microbialites d’Alchichica, des 

microorganismes des biofilms de surface présentent une forte concentration en magnésium 

avant d’être encroûtés par l’aragonite directement (la concentration de l’acide orthosilicique en 

solution ne permet pas la précipitation de silicates de magnésium dans ce lac). Même si 

l’aragonite ne préserve les formes que partiellement, les microfossiles restent quand même 

visibles dans cette phase en surface et en profondeur). A l’inverse, aucun microfossile n’a été 

observé dans la huntite des microbialites profondes. Cela suggère que, si la huntite remplace 

bien l’aragonite et l’hydromagnésite dans les microbialites profondes à Alchichica, alors les 

formes des microfossiles encroûtés par l’aragonite seront effacées par la diagenèse, à terme. 

Une question ici serait par exemple de savoir au bout de combien de temps ces signatures 

biologiques seraient complètement effacées, i.e. au bout de combien de temps la huntite aurait 

remplacé toute l’aragonite primaire. 
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Enfin, et pour donner suite aux perspectives déjà soulevées par la thèse de Nina Zeyen, cette 

partie ouvre une question plus générale sur le devenir des microbialites au cours de la diagenèse 

tardive. A l’avenir, il sera intéressant de comprendre dans quelle mesure les processus 

d’enfouissement et d’induration des sédiments modifient les phases minérales et les 

microorganismes encroûtés dans les microbialites d’Alchichica. Par exemple, est-ce que la 

huntite présente en profondeur est susceptible d’être préservée au cours du temps ? Il existe des 

méthodes qui miment la diagenèse en laboratoire. Les échantillons peuvent être confinés dans 

des cellules dans lesquelles il est possible de reproduire la solution d’origine et sur lesquelles 

des pressions et des températures croissantes peuvent simuler des processus plus ou moins longs 

de diagenèse. Soumettre des échantillons de microbialites de surface et de profondeur à de telles 

variations de pression et de température permettra d’évaluer non seulement la stabilité des 

phases minérales présentes dans les microbialites et leurs éventuelles modifications mais aussi 

la préservation des microfossiles encroûtés dans les phases carbonatées calciques et 

magnésiennes au cours du temps. 

 En conclusion, ce chapitre a mis en évidence la présence de modifications pétrologiques 

et texturales caractéristiques de la diagenèse précoce dans les microbialites d’Alchichica surtout 

et un peu d’Atexcac. A Alchichica, la diagenèse se manifeste différemment en fonction de la 

profondeur des microbialites dans la colonne d’eau. En profondeur, un remplacement massif 

des carbonates dominants des microbialites, l’hydromagnésite et l’aragonite, a été observé dans 

les microbialites et questionne sur la préservation des signaux organiques, isotopiques, 

minéralogiques, de fluorescence, etc, au cours du temps. 
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Conclusions principales 

 Dans ce travail de thèse, nous avons étudié des déterminants environnementaux de la 

formation des microbialites actuelles, et caractérisé en particulier des microbialites de lacs 

alcalins du Mexique, saisonnièrement anoxiques. Plusieurs questions générales ont initié cette 

étude. Notamment, existe-t-il des conditions physico-bio-géochimiques nécessaires et/ou 

suffisantes à la formation des microbialites ? Sachant que les plus anciennes microbialites se 

sont formées dans des conditions d’anoxie il y a environ 3,43 Ga, comment ces mêmes 

conditions d’anoxie influencent-t-elles la formation des microbialites actuelles ? L’anoxie, 

même saisonnière, est-elle enregistrée et si oui sous quelles formes par les phases minérales et 

les communautés microbiennes qui composent les microbialites actuelles ? Et enfin, dans un 

contexte où l’on utilise régulièrement les microbialites actuelles en tant qu’analogues des 

microbialites anciennes, dans quelle mesure la diagenèse affecte-t-elle les signatures 

environnementales enregistrées lors de leur formation ? Des éléments de réponse à ces 

questions générales ont été recherchés en s’appuyant d’abord sur des données géochimiques 

d’environnements de formation de microbialites actuelles trouvées dans la littérature. Puis, et 

principalement, les objets d’études étaient des microbialites provenant des zones profondes 

saisonnièrement anoxiques des lacs redox-stratifiés Alchichica et Atexcac (dans une moindre 

mesure), au Mexique. 

 En résumé, nous avons proposé dans cette thèse l’idée selon laquelle il faut qu’une 

solution soit saturée vis-à-vis des ACC et/ou de la monohydrocalcite afin que des microbialites 

carbonatées se forment dans des environnements actuels. Puis, en nous intéressant à des 

microbialites prélevées dans des zones saisonnièrement anoxiques du lac Alchichica, nous 

montrons un enregistrement des états redox de la colonne d’eau non seulement par la 

minéralogie des microbialites profondes via des signatures du soufre, mais aussi par les tapis 

microbiens via des fluctuations d’abondances taxonomiques relatives. Enfin, nous avons 

montré que les microbialites actuelles du lac Alchichica sont soumises à de la diagenèse précoce 

qui peut affecter les signatures organiques et inorganiques, notamment en profondeur où de la 

huntite remplace les carbonates primaires. Ces points sont légèrement détaillés ci-dessous. 
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Conditions géochimiques de formation des microbialites actuelles 

 L’étude globale sur la physico-chimie des eaux dans lesquelles se forment des 

microbialites actuelles a mis en avant leur saturation quasi-systématique vis-à-vis des 

carbonates de calcium amorphes (ACC) et de la monohydrocalcite. Ces observations nous ont 

permis de généraliser l’hypothèse qu’une (sur)saturation des eaux vis-à-vis des ACC est une 

condition nécessaire pour la formation des microbialites actuelles. La variabilité de ces milieux 

est principalement expliquée par la salinité et par l’alcalinité, comme plusieurs études l’avaient 

déjà reporté. De plus, la comparaison de la chimie des environnements contenant des 

microbialites actuelles avec celle de différents milieux aqueux dans le monde (surtout des 

données d’Amérique du Nord et d’Europe dans les bases de données utilisées) a permis de 

définir une liste non-exhaustive de lacs dans lesquels des microbialites sont susceptibles d’être 

présentes, puisque leurs solutions sont saturées par rapport aux ACC. Cette suggestion de 

conditions nécessaires pour la formation des microbialites a plusieurs implications. Si ces 

milieux aqueux sont saturés par rapport aux ACC et/ou la monohydrocalcite, cela suggère que 

la précipitation de ces phases pourrait contrôler la chimie de ces eaux (en tous cas les paramètres 

chimiques impliqués dans la saturation, à savoir les activités en ions Ca2+ et CO3
2-) et sont donc 

potentiellement des phases précurseurs de la formation des microbialites. Ensuite, la biologie 

compte dans la formation des microbialites, mais elle ne permet la formation des microbialites 

a priori que dans certaines conditions environnementales (ici des eaux saturées par rapport aux 

ACC). Les variations d’abondance des microbialites au cours des temps géologiques pourraient 

être dues à des variations de l’indice de saturation des eaux par rapport aux ACC/la 

monohydrocalcite. Par ailleurs, des questions restent ouvertes : par exemple, la question de 

savoir si la saturation du milieu vis-à-vis des ACC est non seulement nécessaire mais aussi 

suffisante ou non à la formation des microbialites actuelles. De plus, nous avons proposé un 

seuil de saturation vis-à-vis des carbonates de calcium nécessaire à leur formation, mais les 

limites supérieures de sursaturation, si elles existent, ne sont pas définies. Enfin, cela interroge 

sur les mécanismes qui permettent d’avoir des eaux très sursaturées. En effet, on devrait 

s’attendre à ce qu’à une certaine saturation, les carbonates précipitent spontanément, ce qui 

contraindrait la composition chimique des eaux à un équilibre avec les phases précipitant. Les 

ACC/la monohydrocalcite étant des phases connues pour avoir une cinétique de précipitation 

rapide, comment peut-on atteindre des états de saturation plus élevés que leur solubilité ? On 

peut alors se demander qui sont les éventuelles espèces chimiques, et leurs concentrations, qui 
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pourraient inhiber la précipitation des phases carbonatées dans de tels environnements 

sursaturés comme des phosphates ou des espèces magnésiennes. 

Enregistrements de l’euxinie dans les microbialites du lac Alchichica 

 Après avoir défini la diversité et l’unicité des conditions de formation des microbialites 

actuelles, nous nous sommes intéressés à la formation des microbialites actuelles dans des 

conditions saisonnières d’anoxie. Particulièrement, nous avons analysé leur contenu en soufre 

et la spéciation de cet élément sensible au redox dans les microbialites d’Alchichica. Pour cela, 

nous avons comparé celles qui se sont formées dans des zones peu profondes oxygénées en 

permanence à celles qui se sont formées dans des zones profondes saisonnièrement anoxiques, 

et sulfidiques. Ces analyses ont d’abord mis en évidence la présence de soufre dans toutes ces 

microbialites actuelles. Le soufre y est principalement présent sous la forme de sulfates. Nous 

avons proposé qu’une partie pourrait être incorporée structuralement dans les minéraux 

carbonatés, notamment l’aragonite, constituant donc des sulfates associés aux carbonates 

(CAS). Une autre fraction pourrait être sous la forme de sulfate organique, vestige des biofilms 

qui ont formés ces microbialites. De plus, bien que dans le cas du lac Alchichica l’anoxie ne 

soit pas continue dans la colonne d’eau profonde, les observations des échantillons ont montré 

des signatures du soufre différentes entre la surface et la profondeur, avec notamment un 

enrichissement en espèces réduites dans les microbialites profondes. Une partie de ce soufre 

réduit est sous la forme de pyrite, une autre sous la forme de soufre élémentaire et une autre 

encore sous forme de fonctions thiols et sulfoxides, a priori. Nous avons proposé l’hypothèse 

que cette différence puisse être due aux variations des états redox de l’environnement. La 

spéciation du soufre dans ces microbialites pourrait donc constituer un indicateur des conditions 

d’oxygénation environnementales au moment de leur formation. Pour autant, dans quelle 

mesure les microbialites que nous avons étudiées se forment pendant les périodes de 

stratification du lac ou pendant les périodes de mélange, ou les deux, reste à définir. 

L’omniprésence des sulfates dans les phases minérales des microbialites d’Alchichica soulève 

également des questionnements sur leur origine et leur éventuelle substitution avec les ions 

carbonates dans les phases minérales carbonatées. De plus, comme les microbialites profondes 

et peu profondes du lac Alchichica ont montré un enrichissement en soufre dans les couches 

aragonitiques souvent trouvées à la surface des microbialites, et spécifiquement sur les contours 

de structures biogéniques, le rôle des microorganismes sur le cycle du soufre dans les 

microbialites reste un point à explorer. 
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Acclimatation des communautés microbiennes des microbialites d’Alchichica et 

Atexcac à l’anoxie 

 Sur les mêmes microbialites actuelles provenant de milieux saisonnièrement anoxiques 

à Alchichica et à Atexcac, des analyses en métabarcoding ont permis d’inférer leurs diversités 

phylogénétique et fonctionnelle. Notamment, cette partie de la thèse a montré une forte diversité 

taxonomique des tapis microbiens associés aux microbialites le long d’un transect en 

profondeur. De manière intéressante, l’acclimatation des communautés microbiennes à l’anoxie 

saisonnière imposée par la stratification de la colonne d’eau dans ces écosystèmes spécifiques 

se manifeste au niveau des abondances relatives des différents organismes plutôt qu’au niveau 

de leur diversité phylogénétique. L’hypothèse proposée ici est qu’un groupe de communautés 

microbiennes englobant une large gamme de potentiels métaboliques est conservé dans toutes 

les microbialites testées, leur permettant de s’acclimater aux changements saisonniers 

environnementaux rapidement. En accord avec ces observations, des expériences en laboratoire 

ont montré que, sous anoxie continue, la diversité phylogénétique microbienne associée aux 

microbialites de surface comme de profondeur est maintenue, alors que les proportions relatives 

taxonomiques varient. Par exemple, il est possible que des organismes phototrophes 

anoxygéniques comme des alphaprotéobactéries du genre Rhizobiales soient actifs dans les 

tapis microbiens de profondeur, comme le suggèrent des enrichissements sous anoxie continue 

faits à partir des microbialites profondes d’Alchichica. Le rôle de ces organismes en particulier 

dans la précipitation des carbonates des microbialites, c’est-à-dire dans leur formation, est une 

question qui se pose en perspective. Notamment, dans quelle mesure les précipitations 

influencées/induites/contrôlées par les communautés microbiennes associées aux microbialites 

de profondeur diffèrent de celles des communautés microbiennes associées aux microbialites 

de surface reste une question ouverte. Par ailleurs, les microorganismes les plus abondants en 

profondeur sont aussi susceptibles d’influencer le cycle du soufre local et donc l’enregistrement 

de cet élément dans les phases minérales des microbialites. 
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Modifications diagénétiques des microbialites d’Alchichica 

 Enfin, nous nous sommes intéressés dans cette thèse à la modification secondaire des 

phases minérales dans les microbialites d’Alchichica, toujours en comparant des échantillons 

prélevés dans des zones peu profondes oxygénées avec des échantillons prélevés dans des zones 

profondes saisonnièrement anoxiques. Si les microbialites de profondeur conservent bien 

l’agencement entre des couches d’aragonite sur la surface, au-dessus de couches 

d’hydromagnésite plus profondes (qui est quasiment tout le temps observé dans les 

microbialites de surface), elles contiennent également un autre carbonate : la huntite, constitué 

à la fois de calcium et de magnésium. Nous avons proposé que la huntite soit le produit d’une 

réaction entre l’aragonite et l’hydromagnésite dans l’espace poral des microbialites de 

profondeur, via un processus de diagenèse précoce. Nous avons également montré que les 

produits de processus de diagenèse précoce comme de la fracturation, de la cimentation et/ou 

la formation d’une porosité secondaire sont visibles dans les microbialites de toutes les 

profondeurs à Alchichica. De plus, il semble que des signatures de fluorescence, 

potentiellement d’origine organique soient effacées dans les microbialites de profondeur à 

Alchichica, plus affectées par la diagenèse précoce et en lien avec la précipitation de la huntite. 

Dans tous les cas, pour cette partie, il reste clairement à comprendre quels sont les mécanismes 

qui permettent une modification différentielle des carbonates en fonction de la profondeur dans 

les microbialites d’Alchichica, c’est-à-dire à expliquer la présence de huntite uniquement en 

profondeur. Par exemple, dans quelle mesure l’oxygénation du milieu et/ou la présence de 

sulfates peuvent influencer les déstabilisations de l’aragonite et de l’hydromagnésite et la 

précipitation de la huntite, reste un questionnement important dans ce contexte. De même, la 

préservation d’autres enregistrements comme ceux laissés par les variations des conditions 

redox dans les microbialites est un point qui méritera probablement d’être approfondi par la 

suite. 
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Perspectives générales 

 Dans un contexte plus général que les questions à court/moyen terme soulevées par 

chaque partie, plusieurs perspectives pourraient être envisagées dans la continuité de ce travail. 

1. Etude intégrative des systèmes contenant des microbialites actuelles 

Les systèmes naturels d’Alchichica et d’Atexcac 

 La compréhension des mécanismes de formation des microbialites nécessite de 

caractériser au mieux leurs milieux naturels. Pour cela, les analyses sur le terrain sont 

essentielles. Dans les cas des lacs mexicains étudiés ici, un objectif pourrait être de mieux 

définir la distribution spatiale des microbialites. De nombreux travaux ont décrit 

géographiquement l’emplacement des lieux d’échantillonnage et la nature des microbialites 

associées. Cependant, peu de campagnes de terrain ont collecté des microbialites en profondeur 

(c’est-à-dire à plus de 20 m à Alchichica et à plus de 15 m à Atexcac) pour l’instant. Nous ne 

savons pas encore non plus précisément dans quelle mesure les microbialites recouvrent toutes 

les parois des lacs autres qu’Alchichica et Atexcac, ni jusqu’à quelles profondeurs. De plus, y 

a-t-il des microbialites en-dessous de 40 m de profondeur à Alchichica (sachant que déjà à cette 

profondeur l’accès à la lumière pour les microorganismes est faible) ? Les microbialites 

deviennent-elles de moins en moins abondantes vers le fond du lac ? L’évaporation des 

colonnes d’eau cause l’émersion des microbialites de surface au cours du temps, et dévoile a 

priori une ceinture de microbialites sur les pourtours des lacs Alchichica et Atexcac, mais ces 

observations permettent difficilement d’estimer si la répartition est homogène ou hétérogène 

sous le niveau d’eau. C’est pourquoi un scan de la bathymétrie du lac avec une haute précision 

permettrait probablement de localiser les endroits où se trouvent les microbialites. Il serait utile 

également de systématiser la prise d’images des fonds/parois des lacs par les plongeurs lors de 

la récupération des échantillons, à partir de la surface. Une meilleure caractérisation des fonds 

de lacs à Alchichica et à Atexcac permettrait donc potentiellement d’évaluer les zones de 

croissance préférentielles des microbialites. Une autre technique pour cela pourrait être 

d’évaluer la répartition des microbialites dans des lacs similaires récemment asséchés (où les 

microbialites ne seraient pas trop dégradées) tels que Rincon de Parangueo (Sánchez- Sánchez 

et al., 2023). De plus, ce type d’approche visant à caractériser les parois des lacs pourrait être 

intéressante également avec d’autres types de mesures dans le but de savoir où se trouvent les 
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résurgences d’eaux/gaz souterrains dans les lacs (par exemple des résurgences riches en fer à 

l’ouest du lac dont l’hypothèse a été proposée par Zeyen et al., 2019). 

 Par ailleurs, la caractérisation des milieux naturels de formation des microbialites 

actuelles passe par l’analyse de plusieurs composants autres que les microbialites, comme la 

colonne d’eau et les sédiments. Dans le cas d’Alchichica, il a été montré que la silice amorphe 

des diatomées se transforme en silicates de magnésium dans les premiers centimètres des 

sédiments (Muller et al., 2023). A Atexcac où la concentration en acide orthosilicique est 

beaucoup plus élevée et se traduit par une précipitation de silicates de magnésium dans les 

microbialites, il sera également intéressant de caractériser une carotte de sédiments prélevée en 

fond de lac, de même que pour le lac La Preciosa. 

 Hormis des caractérisations spatiales géographiques et en fonction de la profondeur, le 

suivi temporel des colonnes d’eau des lacs Alchichica et Atexcac est également important pour 

évaluer leurs variations physico-chimiques et planctoniques au cours des saisons. Ces suivis 

sont déjà largement commencés, à Alchichica en particulier. Mais du métabarcoding sur les 

communautés microbiennes planctoniques procaryotes et eucaryotes au cours d’une année 

(avec un pas au moins mensuel), et sur des transects de profondeur, resterait utile pour continuer 

à modéliser l’évolution des efflorescences (de cyanobactéries, bactéries oxydantes du soufre, 

diatomées par exemple) entre les périodes de mélange et de stratification des lacs selon la 

profondeur. Notamment, à Alchichica, la profondeur de la zone euphotique dans la colonne 

d’eau augmente légèrement pendant la période de stratification en lien avec la présence de 

phytoplancton (Alcocer et al., 2022), comme pour la profondeur de l’oxycline, ce qu’il serait 

intéressant de comparer avec Atexcac. Par la suite, cela pourrait permettre de mieux intégrer 

ces variations biogéochimiques de la colonne d’eau aux variations microbiennes des biofilms 

associés aux microbialites. Au final, cette liste non-exhaustive d’analyses préciserait notre 

compréhension globale des systèmes Alchichica et Atexcac. 

Modélisation des systèmes de formation des microbialites en laboratoire 

 Dans la première partie de cette thèse, nous avons proposé l’hypothèse qu’une saturation 

des eaux par rapport à l’ACC/monohydrocalcite était nécessaire pour la formation des 

microbialites actuelles. Nous nous sommes focalisés sur le système des carbonates car il est le 

plus couramment retrouvé dans les microbialites actuelles qui ont été répertoriées. Toutefois, il 

a été fait mention de l’importance de silicates authigènes comme phases formant les 
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microbialites. La précipitation de phases minérales dans un système plutôt que dans un autre 

dépend bien sûr de la thermodynamique mais peut aussi dépendre de considérations cinétiques. 

Par conséquent, il est compliqué d’évaluer localement à partir d’une solution quelle phase va 

se former à un moment donné, à plus forte raison si l’on prend en compte l’influence des 

microorganismes. Dans l’ensemble, les carbonates et les silicates peuvent largement coexister 

au sein d’une même microbialite et des échanges de cations peuvent avoir lieu entre ces deux 

familles minérales. C’est le cas dans les microbialites d’Atexcac où on retrouve à la fois de 

l’aragonite et des silicates de magnésium par exemple (dans ce cas en revanche, il n’y a pas 

d’échange de cations). Aussi, dans le but de mieux comprendre les paramètres géochimiques 

locaux qui conditionnent la précipitation de carbonates ou de silicates (ou de phosphates) dans 

les microbialites, des expériences en laboratoire peuvent être menées. Dans certains cas, les 

microbialites sont ramenées du terrain et mises dans des solutions dont on peut choisir la chimie 

au départ, ou alors on les laisse évoluer en système fermé dans leur solution d’origine. Par 

exemple, des échantillons de microbialites de 40 m de profondeur d’Alchichica ont été ramenés 

en 2022 et conservés dans la solution dans laquelle elles ont été prélevées. Les solutions ont 

probablement atteint un état d’équilibre et il serait intéressant de caractériser la chimie de la 

solution, les microorganismes et les phases minérales de ces échantillons après un an et demi 

dans un système fermé. Par ailleurs, toujours dans ces échantillons en système fermé, il est 

possible que l’oxygène ait été complètement consommé par les organismes aérobies et que les 

communautés phototrophes anoxygéniques dominent les tapis microbiens, ce qu’il serait 

également important de vérifier. 

 Malgré cela, les expériences en laboratoire sur les microbialites sont souvent faites dans 

des systèmes fermés, ce qui ne permet pas de rester hors équilibre sur le long terme. Dans le 

cas de cette thèse par exemple, les mésocosmes utilisés pour tester l’acclimatation des 

communautés microbiennes à l’anoxie étaient des systèmes fermés. Comme les résultats du 

chapitre 1 suggèrent qu’il faut se mettre dans des conditions de forte sursaturation avec la calcite 

pour produire des structures géobiologiques carbonatées calcifiantes, il faudrait imposer ces 

conditions de départ aux microbialites en laboratoire. Or, cette sursaturation s’atteint et se 

maintient en ajoutant continument des espèces chimiques dans la solution où se trouvent les 

microbialites, car ces espèces précipitent vite et l’on tendrait vers un état d’équilibre si le 

système restait fermé. Dans le cas inverse où la solution de départ dans laquelle on met les 

microbialites est sous-saturée avec les phases minérales de l’échantillon, et en considérant 

uniquement des processus chimiques, celui-ci se dissout en théorie. Ainsi, dans le but 
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d’identifier les paramètres clés de la calcification selon la géochimie imposée au départ, il sera 

intéressant à terme de produire des systèmes ouverts en laboratoire dans lesquels les apports 

des espèces chimiques correspondant aux systèmes que l’on veut tester (par exemple Ca2+ et 

CO3
2- pour les carbonates de calcium, ou Mg2+ et H4SiO4 pour les silicates de magnésium) 

seront constants, afin de maintenir la sursaturation souhaitée. Ces systèmes ouverts ont 

commencé à être mis en place pendant la thèse à l’aide d’une pompe péristaltique et des tests 

ont débuté sur les étapes d’encroûtements de biofilms par des silicates de magnésium 

notamment au cours d’un stage de master que j’ai encadré. 

2. Etude à plus fine échelle des microbialites actuelles 

 Une perspective importante à plus long terme mise en avant par ce travail de thèse est 

de pouvoir analyser les microbialites à beaucoup plus fine échelle. En particulier, il n’a pas été 

possible d’expliquer de manière sûre, aux échelles avec lesquelles nous avons travaillé, la 

formation de huntite dans les microbialites profondes d’Alchichica. L’hypothèse proposée était 

une modification de la saturation des eaux porales potentiellement reliée à des différences de 

métabolismes entre les tapis microbiens de surface et de profondeur. De manière spéculative, il 

est possible que la dégradation de la matière organique dans les couches les plus profondes des 

tapis microbiens qui s’encroûtent produisent localement une certaine acidité susceptible 

d’influencer les déstabilisations de l’aragonite et de l’hydromagnésite et que ceci soit plus 

prononcé dans les microbialites profondes. Pour mieux évaluer ces mécanismes, des analyses 

précises de la chimie de la solution contenue dans les microbialites et/ou dans leur voisinage 

très proche seraient nécessaires, par exemple pour savoir si cette acidité possible serait 

directement tamponnée par le pH ambiant ou non. De même, les analyses des concentrations 

dans l’eau porale d’espèces chimiques traces ou majeures comme le strontium, le barium, les 

phosphates, les sulfates, permettraient peut-être de mieux évaluer les inhibiteurs de la 

précipitation d’aragonite ou d’hydromagnésite au bénéfice de la formation de huntite, et 

inversement. 

 Pour des analyses plus détaillées des phases minérales, des techniques comme le micro-

drill peuvent aider à cibler les prélèvements faits dans les microbialites, et par exemple à 

analyser séparément les différentes phases minérales. Par ailleurs, au cours de la thèse de 

Juliette Debrie, une approche de quantification de « mega »-cartographies MEB-EDXS a été 

utilisée sur des microbialites actuelles et a notamment montré, en couplage avec d’autres 

techniques analytiques comme le MET, une variété de phases minérales différentes qui 
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n’auraient pas pu être détectées par les analyses plus classiques et moins pointues des données 

EDXS et/ou par des approches « bulk » (Debrie et al., 2022). Cette approche, même si coûteuse 

en temps, permettrait d’acquérir des informations minéralogiques à très fine échelle sur les 

échantillons de microbialites de surface et de profondeur d’Alchichica et/ou d’Atexcac, et par 

exemple d’identifier d’autres phases minérales. Un autre avantage à utiliser des méthodes de 

cartographie à haute résolution sur les microbialites profondes d’Alchichica et d’Atexcac, par 

exemple via la technique utilisée par Debrie et al. (2022), mais aussi via du rayonnement 

synchrotron, serait de pouvoir quantifier précisément les ratios élémentaires et décrire les 

différentes phases minérales en mélange afin d’évaluer plus précisément les différences entre 

les microbialites profondes et peu profondes. Dans le cas des microbialites profondes 

d’Alchichica, la méthode Rietveld avait été utilisée sur les diffractogrammes afin de quantifier 

les proportions relatives entre l’aragonite, l’hydromagnésite et la huntite, mais de nombreux 

pics entre ces carbonates se superposaient, ce qui pouvait biaiser l’ajustement des paramètres. 

Cette méthode n’a donc pas été évoquée même si elle reste intéressante à creuser. 

 Enfin, une question qui reste ouverte après cette thèse est l’évaluation de la croissance 

des microbialites profondes d’Alchichica, ce qui a peu été évoqué dans ce manuscrit. La 

croissance des microbialites de surface a déjà été évaluée à Alchichica sur une période allant 

de janvier 2012 à mai 2014, sur du nylon recouvrant des tubes Falcon, et les microbialites 

avaient montré un taux d’accrétion d’environ 0,6 mm.an-1 (Iniesto et al., 2022). Ces installations 

in situ ont été reconduites en mai 2019 et des échantillons ont été récupérés en octobre 2022, 

montrant eux aussi des encroûtements. Pour autant, nous ne savons pas si cette précipitation 

peut avoir lieu aussi au milieu du lac, c’est-à-dire dans des systèmes plus ouverts que des tubes 

Falcon par exemple, ce qui justifie d’autant plus une approche de précipitation de microbialites 

en laboratoire. Nous avons également postulé au vu des conditions chimiques favorables et de 

la présence de biofilms pigmentés que les microbialites de profondeur étaient vivantes. Malgré 

cela, nous n’avons pas de preuve directe attestant de cette croissance, en particulier pour les 

microbialites prélevées en 2022 dont l’aspect était différent de celles de 2019. Dans ce contexte, 

il sera probablement pertinent d’évaluer les périodes préférentielles de formation des 

microbialites profondes, s’il y en a, en se basant par exemple sur des datations et/ou sur leur 

vitesse de croissance sur un substrat donné. Dans ce but, des échantillonnages plus précis suivis 

d’une datation, notamment en prélevant de la matière sur quelques millimètres, pourraient être 

utilisées. Cela permettrait de savoir (i) si les microbialites profondes d’Alchichica et d’Atexcac 

se forment en continu ou non, (ii) si les microbialites de surface et de profondeur se forment 
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pendant les mêmes périodes (on pourrait supposer des influences différentes des communautés 

microbiennes sur les précipitations minérales en fonction de leur activité métabolique au cours 

d’une année, par exemple), (iii) si des zones spécifiques au sein des microbialites profondes 

favorisent la croissance ou non comme en surface. 

 Ainsi, de manière générale, une perspective serait d’intégrer des techniques d’analyses 

de précisions à celles effectuées en bulk dans l’exploration des mécanismes de formation des 

microbialites profondes d’Alchichica, notamment. 

3. Etude à plus large échelle des microbialites actuelles 

 D’autres perspectives à plus long terme sur les microbialites actuelles consisteraient à 

évaluer plus systématiquement leurs caractéristiques structurales, biologiques, 

environnementales, etc, afin de constituer des données représentatives statistiquement. Par 

exemple, le chapitre 1 a montré que des corrélations existent entre les géochimies de leur milieu 

de formation, malgré une diversité apparente. De nombreux lacs présentant des caractéristiques 

géochimiques favorables à la formation des microbialites ont été décrits et des nouveaux cas de 

microbialites actuelles sont régulièrement découverts, par exemple en Patagonie. Aussi, dans 

un contexte plus spécifique d’étude des conditions d’anoxie/euxinie sur la formation des 

microbialites actuelles qui a été abordé dans cette thèse, il pourrait être intéressant de trouver 

d’autres cas d’étude de microbialites se formant en anoxie/euxinie saisonnière/continue afin de 

généraliser ou non les observations faites sur les microbialites profondes d’Alchichica. Par 

exemple, dans le lac Dziani Dzaha, à Mayotte, des conditions euxiniques sont atteintes (Sala et 

al., 2022), mais a priori les microbialites n’ont pas été échantillonnées dans ces zones. De tels 

endroits sont des pistes probables où il serait intéressant de chercher des signatures 

minéralogiques/biologiques de l’anoxie dans les microbialites, par exemple avec le même type 

d’approche synchrotron. Pour ce qui est des traces de la diagenèse précoce dans les 

microbialites, il pourra être intéressant à l’avenir de les rechercher plus systématiquement et 

d’évaluer quelles sont les phases minérales secondaires, notamment dans les carbonates, qui 

remplacent les phases minérales primaires, en plus de tester des conditions de diagenèse 

imposées en laboratoire. Dans l’ensemble, il est possible que chercher à plus grande échelle des 

microbialites actuelles qui se forment dans les conditions que l’on veut étudier, donc ici en 

anoxie et/ou euxinie par exemple, soit une perspective pertinente afin d’avoir une approche plus 

représentative statistiquement, entre autres. 
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4. Choix des analogues aux microbialites anciennes 

 Dans cette, thèse, aucune microbialite fossile n’a été étudiée. Pourtant, des approches 

comparatives intégrant la caractérisation de microbialites actuelles par analogie avec des 

microbialites anciennes sont souvent utilisées avec l’objectif d’interpréter les structures 

géobiologiques anciennes à la lumière des actuelles, et de reconstruire leurs environnements de 

formation. Ici, les microbialites d’Alchichica et d’Atexcac formées dans des conditions 

d’anoxie saisonnière sont susceptibles de représenter des analogues aux microbialites formées 

pendant des périodes d’anoxie/euxinie durant l’histoire géologique terrestre, donc 

potentiellement des analogues aux microbialites Précambriennes. Et, de manière intéressante, 

les indicateurs redox usuels ont été peu convaincants dans leur caractérisation en partie à cause 

de leur concentration trop faible dans le milieu de formation. Pour autant, les spectres XANES 

au seuil K du soufre acquis sur ces microbialites ont quand même suggéré une signature de 

l’anoxie en conditions sulfidiques par le soufre. Il serait donc probablement pertinent de 

rechercher le même type de profil spectral pour le soufre dans des microbialites anciennes 

datées de périodes qu’on interprète comme anoxiques et sulfidiques. Le terme d’analogue étant 

assez vague et englobant une large gamme de paramètres et de périodes de temps géologiques 

qui ne sont pas forcément toujours pris en compte, il reste important d’interpréter avec 

précautions ce type d’analogies et probablement de restreindre les conditions étudiées. En 

l’occurrence, dans le cas des microbialites profondes d’Alchichica et d’Atexcac, il s’agit de 

milieux lacustres dont l’oxygénation varie en fonction des saisons. De plus, les processus de 

diagenèse précoce et tardive ont modifié les microbialites fossiles, donc potentiellement 

modifié aussi les indicateurs que l’on trouve aujourd’hui dans des microbialites qui ont moins 

subi la diagenèse. Il restera donc intéressant de rechercher des signatures d’environnements 

euxiniques par XANES dans des microbialites fossiles et de les comparer avec précaution à 

celles qui ont été suggérées dans les microbialites d’Alchichica étudiées dans cette thèse. 
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Annexes Matériel d’étude et Méthodes 

Figure A1. (A) 

Variations en fonction de la profondeur des concentrations de plusieurs éléments traces dans les 

lacs Alchichica et Atexcac en mai 2019 (début de stratification). Les précisions sont estimées à 5 % 

pour les mesures des concentrations. (A) De haut en bas, en mM : profils du Mn, As, Bi, Cr, Fe, Ba, Cd, 

Cs, Li, B, Co et Cu. 
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Figure A1. (B) 

Variations en fonction de la profondeur des concentrations de plusieurs éléments traces dans les 

lacs Alchichica et Atexcac en mai 2019 (début de stratification). Les précisions sont estimées à 5 % 

pour les mesures des concentrations. (A) De haut en bas, en mM : profils du Ni, Sr, Zn, Pb, U, Ce, Rb 

et V. 
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Annexes Chapitre I 

Lien A1.1 

Tableaux A1.1 et A1.2 

Lien A1.1 https://www.geochemicalperspectivesletters.org/article2311/ 
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Tableau A1.1. 

(a, b) Environnements sursaturés par rapport aux ACC/MHC dans les bases de données GLEON 

et EDI.  
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Tableau A1.2. 

Quelques environnements sursaturés par rapport aux ACC/MHC. (a) Liste des environnements 

sursaturés avec les ACC/MHC ; (b) Distribution des environnements de la liste a dans un diagramme de 

solubilité des carbonates de calcium montrant leur sursaturation par rapport aux ACC.  



Annexes 

   

347 
 

Annexes Chapitre II 

Tableaux A2.1 et A2.2 

Figures A2.1 à A2.10 

Données supplémentaires du manuscrit sur les signatures du soufre dans les microbialites 

d’Alchichica 

Tableau A2.1. 

Bulk chemical composition of the Lake Alchichica microbialites collected in May 2019 and 

October 2022. 
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Tableau A2.2. 

Bulk major dissolved chemical species and and physico-chemical in situ parameters of the 

Alchichica water column depth profile in May 2019 and October 2022 with a precision of +/- 5 % 

on the measurements. 
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Figure A2.1. 

Powder X-ray diffraction patterns and bulk chemical composition of the Alchichica microbialites. 

Hydromagnesite (H), aragonite (A), huntite (Hu), LDH and detrital mineral phases (D) such as albite, 

anorthite and/or pyroxene were detected in these samples. (A) Powder X-ray diffraction pattern of a 10-

m-deep Alchichica microbialite sample; (B) Powder X-ray diffraction pattern of a 30-m-deep Alchichica 

microbialite sample; (C) Powder X-ray diffraction pattern of a 40-m-deep Alchichica microbialite 

sample; (D) Plot of the bulk chemical compositions of microbialites sampled in Lake Alchichica 

between 0 and 40 m in depth in May 2019 and October 2022 in a Mg-Ca-2*Si ternary diagram. The 

small empty squares represent the stoechiometries of hydromagnesite, huntite and aragonite. 
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Figure A2.2.  

Sulfur-bearing mineral phases in Lake Alchichica microbialites collected in October 2022 detected 

by SEM-EDXS. (a) SEM image in the backscattered electron mode of an aragonitic surface layer of the 

10-m-deep microbialite sample, with associated EDXS spectrum and elemental EDXS maps of iron 

(red), sulfur (yellow) and chloride (purple); (b) SEM image in the backscattered electron mode of 

another aragonitic surface layer of the 10-m-deep microbialite sample, with associated EDXS spectrum 

and elemental EDXS maps of iron (red), sulfur (yellow) and chloride (purple); (c) SEM image in the 

backscattered electron mode of euhedral crystal of iron sulfide on the 30-m-deep microbialite sample, 

with associated EDXS spectrum and elemental EDXS maps of iron (red) and sulfur (yellow); (d) SEM 

image in the backscattered electron mode of a Cu-S precipitation in the 30-m-deep microbialite sample, 

with associated EDXS spectrum and elemental EDXS maps of copper (brown) and sulfur (yellow); (e) 

SEM image in the backscattered electron mode of an iron sulfide precipitation in the 40-m-deep 

microbialite sample, with associated EDXS spectrum and elemental EDXS maps of iron (red) and sulfur 

(yellow); (f) SEM image in the backscattered electron mode of an aragonitic surface layer of the 40-m-

deep microbialite sample, with associated EDXS spectrum and elemental EDXS maps of iron (red) and 

sulfur (yellow) and silica (blue). 
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Figure A2.3.  

All the SR-XRF sulfur maps acquired at the ID21 beamline on the Lake Alchichica microbialites 

collected in October 2022, ~associated to their SEM image in backscattered electron mode (AsB). 

(a) SR-XRF sulfur maps and corresponding SEM image in AsB mode acquired on the 10-m-deep 

microbialite thick section; (b) SR-XRF sulfur maps and corresponding SEM image in AsB mode 

acquired on the 30-m-deep microbialite thick section; (c) SR-XRF sulfur maps and corresponding SEM 

image in AsB mode acquired on the 40-m-deep microbialite thick section 
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Figure A2.4. 

All the sulfur K-edge XANES spectra acquired on the Lake Alchichica microbialites collected in 

October 2022. (a) Sulfur K-edge XANES spectra acquired on the 10-m-deep microbialite thick section; 

(b) Sulfur K-edge XANES spectra acquired on the 30-m-deep microbialite thick section with in red the 

spectrum used as internal reference; (c) Sulfur K-edge XANES spectra acquired on the 40-m-deep 

microbialite thick section. 
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Figure A2.5. 

Sulfur K-edge XANES spectra deconvolution. Oxydation states of the suflur which were attributed 

to energy ranges are highlighted by different lines in dark blue for S-1, yellow for S0, red for S+2, green 

for S+4 and light blue for S+6. On the right of the figure, the red line corresponds to the result of the 

spectrum deconvolution. The pseudo-Voigt curves used to fit the spectrum are represented under the 

spectrum. (a) Average sulfur K-edge XANES spectrum of the 10-m-deep sample; (b) Peak fitting result 

of the 10-m-deep average sulfur K-edge XANES spectrum; (c) Average sulfur K-edge XANES 

spectrum of the 30-m-deep sample; (d) Peak fitting result of the 30-m-deep average sulfur K-edge 

XANES spectrum; (e) Average sulfur K-edge XANES spectrum of the 40-m-deep sample; (f) Peak 

fitting result of the 40-m-deep average sulfur K-edge XANES spectrum. 
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Figure A2.6. 

Overview of the sulfur K-edge XANES spectra of the Lake Alchichica microbialites collected in 

October 2022 with in parallel a list of references sulfur XANES spectra coming from the ID21 

organic and inorganic databases and the literature. (a) List of reference sulfur XANES spectra used 

to compare the microbialites sulfur XANES spectra (ID21 organic and inorganic databases; Kajitani et 

al., 2023); (b) Six numbered sulfur XANES spectra representatives of the dataset obtained for different 

mineral phases present in the 10-m-deep sample; (c) SEM image in the backscattered electron mode at 

large scale of the 10-m-deep sample. Numbered crosses indicate the places where corresponding 

numbered sulfur XANES spectra of the image b were acquired; (d) Six numbered sulfur XANES spectra 

representatives of the dataset obtained for different mineral phases present in the 30-m-deep sample; (e) 

SEM image in the backscattered electron mode at large scale of the 30-m-deep sample. Numbered 

crosses indicate the places where corresponding numbered sulfur XANES spectra of the image d were 

acquired; (f) Six numbered sulfur XANES spectra representatives of the dataset obtained for different 

mineral phases present in the 40-m-deep sample; (g) SEM image in the backscattered electron mode at 

large scale of the 40-m-deep sample. Numbered crosses indicate the places where corresponding 

numbered sulfur XANES spectra of the image f were acquired. 
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Figure A2.7. 

FTIR spectra of Alchichica microbialites from different depths sampled in 2019 or 2022. The red 

dotted lines represent the theoretical bands characteristic of CAS (Balan et al., 2016; Floquet et al., 

2015). 
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Figure A2.8. 

Correlation between the absorption energies of sulfur in the Lake Alchichica microbialites at all 

depths collected in October 2022 and the estimated associated functions/species based on relative 

quantifications obtained by spectra deconvolution. (a) S(+6) absorption edge energy range 

corresponding to sulfones and sulfates; (b) S(+4) absorption edge energy range corresponding to 

sulfoxides; (c) S(-1, 0, +2) absorption edges energy range corresponding respectively to pyrite, 

elemental sulfur and thiol function. 
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Données supplémentaires sur les signatures de l’euxinie dans les microbialites 

d’Alchichica, autres que celles du manuscrit  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure A2.9. 

Spectres XANES de références au seuil K du soufre qui ont été comparés aux spectres obtenus sur 

les microbialites d’Alchichica. 
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Figure A2.10. 

Particules contenant du fer et/ou du manganèse dans les colonnes d’eau d’Alchichica et Atexcac 

en mai 2019 et en octobre 2022. (a) Cartographie élémentaire du calcium, du manganèse et du fer sur 

un échantillon de 1 m de profondeur prélevé à Alchichica en 2022. La flèche blanche montre les 

particules enrichies en fer et manganèse ; (b) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’un agrégat de 

diatomées au-dessus d’une particule riche en fer et en soufre (probablement de la pyrite, entourée en 

pointillés blancs) sur un échantillon prélevé à 10 m de profondeur en 2022, avec le spectre EDXS associé 

à droite ; (c) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’une particule riche en fer et en manganèse dans 

un échantillon de 35 m de profondeur prélevé en 2022 à Alchichica, avec le spectre EDXS associé à 

droite ; (d, e) Images MEB en électrons rétrodiffusés de particules riches en fer et (à gauche) et fer et 
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manganèse (à droite) dans un échantillon de 50 m de profondeur prélevé en 2019 à Alchichica, avec les 

spectres EDXS associés en-dessous ; (f) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’un agrégat riche en fer 

dans un échantillon de 1 m de profondeur prélevé en 2022 à Atexcac, avec à droite la carte élémentaire 

en EDXS pour le fer ; (g) Image MEB en électrons rétrodiffusés d’une particule sphérique riche en fer 

et en manganèse d’un échantillon prélevé en 2022 à Atexcac, avec à droite les cartographies élémentaires 

du fer (en orange) et du manganèse (en jaune) et en-dessous le spectre EDXS ; (h) Image MEB en 

électrons rétrodiffusés d’un agrégat enrichi en fer et en soufre entouré en pointillés blancs (pyrite ?) dans 

un échantillon prélevé en 2022 à Atexcac, avec le spectre EDXS associé en-dessous ; (i) Image MEB en 

électrons rétrodiffusés d’une particule sphérique enrichie en fer et en manganèse (flèche blanche) dans 

un agrégat provenant d’un échantillon de 2022 prélevé à Atexcac, avec le spectre EDXS associé en-

dessous ; (j, k) Images MEB en électrons rétrodiffusés de particule riches en fer (à gauche) et en fer et 

en manganèse (à droite) dans un échantillon de 2022 prélevé à Atexcac, avec les cartographies 

élémentaires en EDXS du fer (en bleu foncé) et du manganèse (en bleu clair) associées en-dessous. 
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Annexes Chapitre III 

Tableaux A3.1 et A3.2 

Figures A3.1 à A3.8 

Données supplémentaires du manuscrit sur l’acclimatation des communautés 

microbiennes d’Alchichica à l’anoxie 

 

 

 

 

 

Tableau A3.1. 

List of microbialite and water samples used in this work, with the nature of sample, the date of 

sampling, the depth of collection, the pH (+/- 0.1 pH unit), the temperature (+/- 0.01 °C) the 

dissolved oxygen (+/- 0.1 mg.L-1), the conductivity (+/- 0.001 mS.cm-1), the DIC concentration 

(mM, +/5 %) and the sulfur concentration (mM, +/- 5 %). 
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Tableau A3.2. 

Sanger sequences of the enriched four cyanobacteria (A), two proteobacteria (B) and 

acidobacteria (C) under continuous anoxia after about one year.   
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Figure A3.1. 

In situ prokaryotic community composition in water column plankton and microbialite samples 

in Lake Alchichica and Lake Atexcac for the “other bacteria” fraction not detailed in the figure 

3.2. Relative abundances of the different dominant phylogenetic taxa in plankton and microbialites 

based on the relative proportions of 16S rRNA gene amplicon sequences are shown. 
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Figure A3.2. 

In situ and evolution in anoxic mesocosms over time prokaryotic community composition in 

plankton, biofilm and microbialite samples coming from Lake Alchichica and Lake Atexcac for 

the Cyanobacteriia and Proteobacteria fractions. (A) Histogram of the Cyanobacteriia communities 

composition in water column and microbialites in situ samples, showed by the relative proportions of 

16S rRNA marker gene amplicon sequences; (B) Histogram of the Cyanobacteriia communities 

composition in samples collected in anoxic mesocosms over time, showed by the relative proportions 

of 16S rRNA marker gene amplicon sequences; (C) Histogram of the Proteobacteria communities 

composition in water column and microbialites in situ samples, showed by the relative proportions of 

16S rRNA marker gene amplicon sequences; (D) Histogram of the Proteobacteria communities 

composition in samples collected in anoxic mesocosms over time, showed by the relative proportions 

of 16S rRNA marker gene amplicon sequences.  
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Figure A3.3. 

Color changes and sampling times of microbialite samples incubated in mesocosms under 

continuous anoxia in glove box. (A) Mesocosms A from Alchichica incubated in glove box in 2021 

with one shallow microbialite from oxic environment (collected in 2012, at 15 m depth) and one deep 

microbialites from seasonally anoxic environment (collected in 2019, at 40 m depth) at t = 0 week; (B) 

Sampling times in mesocosms A (week); (C) Mesocosms A after 6 months in the glove box, showing 

changes of sample colors; (D) Mesocosms B incubated in glove box in 2022 with one deep microbialite 

from seasonally anoxic environment (collected in Lake Alchichica 2022, at 40 m depth) and one deep 

microbialites from seasonally anoxic environment (collected in Lake Atexcac in 2022, at 27 m depth) 

at t = 0 week; (E) Sampling times in mesocosms A (week); (F) Mesocosms B after 6 months in the glove 

box. 
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Figure A3.4. 

Prokaryotic community composition in the microbialite samples of Lake Alchichica and Lake 

Atexcac in anoxic mesocosms over time for the “other bacteria” fraction not detailed in the figure 

3.3. Relative abundances of the different dominant phylogenetic taxa in microbialites based on the 

relative proportions of 16S rRNA gene amplicon sequences are shown.  
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Figure A3.5. 

(A, B) Maximum likelihood phylogenetic tree comparing the 16S rRNA gene sequences obtained 

for Alchichica and Atexcac mesocosms samples (black) and the 16S rRNA gene OTUs belonging 

to the microbial core evidenced by Iniesto et al. (2021) (red). 
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Figure A3.6. 

Diversity of morphotypes obtained by enrichment. (a) Filamentous cyanobacteria aggregate; (b) 

Zoom of the filamentous cyanobacteria on the image a; (c) Another aggregate of filamentous 

morphotype; (d) Filamentous morphotype with a pink color; (e) Bacillus morphotype; (f) Coccoid 

morphotype; (g) Another bacillus morphotype compared to image e; (h) Coccoid morphotype. 
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Figure A3.7. 

Mineral phases associated to the enriched microorganisms under anoxic atmosphere with form 

top to bottom the light microscopic image of the microorganisms enriched, the elemental EDXS 

map of calcium, silica, magnesium and iron of the enriched organism, the SEM image in 

backscattered electron of the iron sulfide close/on the enriched microorganisms and the EDXS 

spectrum associated to the elemental EDXS map with the same number. (a) Filamentous 

cyanobacteria presenting calcium carbonate enriched in iron and magnesium silicates phases on/close 

to the cells. 1 µm euhedral iron sulfides crystals are present; (b) Ramified filamentous cyanobacteria 

presenting a magnesium silicate encrustation without iron sulfides presence; (c) Filamentous 

cyanobacteria (with a pink color) very well encrusted by calcium carbonates; (d) Coccoïd bacteria with 

associated calcium carbonates and magnesium silicates phases with ~10 µm in diameter framboidal iron 

sulfides. 
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Données supplémentaires sur l’acclimatation des communautés microbiennes des 

microbialites à l’anoxie, autres que celles du manuscrit  

 

Figure A3.8. 

Un des microorganismes obtenus par enrichissement sous atmosphère anoxique continue (en boîte 

à gants). (A) Boîte de Pétri contenant le repiquage de ce morphotype et montrant des colonies rouges 

(flèches blanches) ; (B) Image en microscopie optique de ce morphotype montrant des formes de 

bactéries en bacilles ; (C) Positions phylogénétiques des séquences Sanger obtenues sur ce type de 

morphotypes pour le genre des Acinetobacter dans un arbre construit à partir des séquences 16S 

d’organismes de référence dans les bases de données NCBI, Silva et GTDB. L’échelle indique le nombre 

de mutations par site pour une longueur de branche donnée. 
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Annexes Chapitre IV 

Tableaux A4.1 à A4.5 

Figures A4.1 à A4.4 

Tableau A4.1. 

List of microbialite samples used in this work, with the depth at which they were collected, date 

of sampling, and the techniques used for their analysis. XRD: x-ray diffraction; FTIR: Fourier 

transform infrared spectroscopy; SEM-EDXS: scanning electron microscopy with energy dispersive x-

ray spectrometry; CLSM: confocal laser scanning microscopy; XRF: x-ray fluorescence; FIB: Focused 

Ion Beam; TEM: transmission electron microscopy. 

Tableau A4.2. 

List of water samples used in this work, with the depth and date of sampling, and the techniques 

used for their analysis. 
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Tableau A4.3. 

Bulk chemical composition of the studied microbialites (%wt). 
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Tableau A4.4. 

Physico-chemical parameters and concentrations of major dissolved chemical species in the water 

column of Lake Alchichica, as a function of year and as a function of depth. Relative standard 

deviation is ≤ 5 %. 

 

 

 

Tableau A4.5. 

Isotopic compositions of microbialites bulk (sampled in 2019) carbonate carbon and oxygen 

isotope compositions and recalculated dissolved inorganic carbon (DIC) and water oxygen isotope 

compositions in equilibrium with the microbialites. 
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Figure A4.1. 

Spectra of four microbialites sampled in Alchichica in May 2019 (A, B, C) and five microbialites 

collected in October 2022 (D, E, F). Depths of collection (between 3 and 40 m) are indicated in the 

sample name for each spectrum. Bands are indexed using the following abbreviations: hydromagnesite 

(H), aragonite (A), huntite (Hu) and double lamellar hydroxides (LDH). (A) Spectra between 400 and 

2000 cm-1 of microbialites sampled in 2019 at depths of 5, 10, 20 and 40 m (from top to bottom, 
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respectively); (B) Spectra between 3300 and 3800 cm-1 of the same samples as in (A); (C) Close-up over 

the 825-925 cm-1 range of the 2019 spectra shown in (A) with bands characteristic of huntite. (D) Spectra 

between 400 and 2000 cm-1 of microbialites sampled in 2022 at depths of 3, 10, 20, 30 and 40 m 

(respectively from top to bottom); (E) Spectra between 3300 and 3800 cm-1 of the same samples as in 

(D). (F) Close-up over the 825-925 cm-1 range of the 2022 spectra shown in (D) with bands characteristic 

of huntite. 

Figure A4.2. 

Check of the presence of huntite in FTIR spectra of microbialites sampled at Alchichica between 

2007 (data from Zeyen et al., 2016) and 2019 between 5 and 40 m depth, with hydromagnesite (H), 

aragonite (A), huntite (Hu, red lines) and double lamellar hydroxides (LDH). (A) Spectra between 

400 and 1900 cm-1; (B) The same spectra as (A) between 3300 and 4000 cm-1; (C) Close-up over the 

750-925 cm-1 range of the 2007, 2012 and 2019 spectra shown in (A) and (B) with bands characteristic 

of huntite. 
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Figure A4.3. 

Powder X-ray diffraction patterns of Alchichica microbialite samples. Hydromagnesite (H), 

aragonite (A), huntite (Hu), LDH and detrital mineral phases (D) such as albite, anorthite and/or 

pyroxene were detected in these samples. (A) XRD patterns of Alchichica microbialites sampled in 

2019, from 5 m in depth down to 40 m in depth (from top to bottom). (B) XRD patterns of Alchichica 

microbialites sampled in 2022, from 3 m in depth down to 40 m in depth (top to bottom). 
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Figure A4.4. 

XRF map of petrographic thin section slab from a 40-m-deep microbialite sampled in October 

2022, showing cracks filled by hydromagnesite crosscutting huntite patches (black arrows). 

Mineral phases are indexed using the following abbreviations: H for hydromagnesite; A for aragonite 

and Hu for huntite. 

 

Cette image en XRF provient du laboratoire Biogéosciences de Dijon (Robin Havas, Christophe 

Thomazo, Christophe Durlet).
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Articles en co-autrice 
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Annexe A, article de Muller et al., (2023) : Diagenetic formation of stevensite by replacement 

of diatom frustules in the sediments of the alkaline Lake Alchichica (Mexico) 
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Annexe B, article de Havas et al. (2023a) : The hidden role of dissolved organic carbon in the 

biogeochemical cycle of carbon in modern redox-stratified lakes 
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Annexe C, article de Havas et al. (2023b) : Biogeochemical processes captured by carbon 

isotopes in redox-stratified water columns: a comparative study of four modern stratified lakes 

along an alkalinity gradient 
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Annexe D, article de Stigliano et al. (2023) : Chapter 6 - Micro- and nanoscale techniques for 

studying biofilm-mineral interactions 
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