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INTRODUCTION GENERALE

Les microorganismes représentent environ un tiers de la biomasse totale sur Terre et
sont & la base du fonctionnement de la biosphére (Kallmeyer et al., 2012). Ils présentent une
diversité métabolique remarquable leur conférant une grande adaptabilité pour coloniser tout
type d’environnement. Les bactéries sont capables de détecter rapidement un changement
dans leur environnement et d’adapter leur métabolisme a ce changement. De plus, les
bactéries vivent en communauté et interagissent entre elles, ces relations pouvant étre
positives ou négatives. Elles cumulent différentes capacités métaboliques rendant possible la
colonisation d’environnements variés. Ainsi, la communauté va pouvoir répondre a des
diminutions d’apport en nutriments, utiliser une large gamme de sources d’énergies et faire
face aux conditions physico-chimiques changeantes du milieu. Elles maintiennent un équilibre
dans leurs interactions qui déterminent la structure et le fonctionnement de la communauté.
Les tapis microbiens photosynthétiques sont un exemple de ces communautés. Ils font preuve
d’une grande diversité et versatilit¢ metabolique ayant ainsi un réle clé dans les cycles
biogéochimiques. Ces structures considerées comme les plus vieux écosystémes structures
existant sur Terre, témoignent d’une grande capacité d’adaptation. Leur ubiquité et leur
capacité a se développer en présence de polluant en font des systémes d’études trés

intéressants.

L’homme perturbe les cycles biogéochimiques en introduisant des résidus toxiques
dans I’environnement. Le pétrole est la source d’énergie la plus utilisée sur Terre, ce qui en
fait le polluant organique le plus important en terme quantitatif dans les milieux marins, les
environnements cotiers figurant parmi les plus touchés par ces pollutions. Le pétrole est lent a
étre dégradé et contient des composés toxiques. Les bactéries de par leur ubiquité et leur
important potentiel métabolique, ont mis au point des mécanismes de dégradation, de
résistance et d’adaptation a ces polluants. En effet au sein d’un consortium bactérien les
activités métaboliques des différents groupes de bactéries présents sont en interrelations et
permettent de dégrader un plus grand nombre d’hydrocarbures de fagon séquentielle. Ainsi le
pétrole peut étre a la fois source de carbone, induire des changements physico-chimiques de
I’environnement et étre toxique. Les tapis microbiens photosynthétiques se développent en
zones cotiéres particulierement touchées par les pollutions aux hydrocarbures ; ils ont
d’ailleurs recolonis¢ des zones recouvertes par le pétrole. La grande diversité de

microorganismes a 1’échelle de quelques millimetres rend les tapis microbiens d’un intérét
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particulier pour les processus de biodégradation. Le pétrole peut également affecter les
organismes formant le tapis et modifier la structure métabolique et le fonctionnement du tapis,

il peut ainsi induire des modifications dans les cycles biogéochimiques.

L’objectif de ce travail est de comprendre, aux niveaux structural et fonctionnel,
I’assemblage des tapis microbiens et le role joué par la contamination pétroliere dans la
structuration des communautés qui les composent. Le travail présenté s’intéresse a 1’étude des
communautés d’un tapis microbien présentant une contamination chronique et ancienne et a
sa comparaison avec des communautés issues d’un site moins contaminé présentant des
paramétres physico-chimiques proches. De par le role important de la lumiére et des
modifications annuelles sur le tapis, les variations engendrées par la fluctuation de ces
parametres ont été prises en compte dans cette étude. L’étude porte sur deux tapis
échantillonnés sur quatre périodes, réparties sur deux saisons : printemps et début d’automne.
Pour une des saisons de printemps les variations nycthémérales ont été prises en compte par

des prélevements jour/nuit.

Le chapitre Il apporte une description globale des deux tapis, de leurs diversités
phylogénétiques et métaboliques au travers de méthodes moléculaires par I’analyse d’un
marqueur moléculaire ciblant les bactéries et les archées. De plus, une méthode systématique
permet de décrire les métabolismes dominants des tapis microbiens et ceux exprimés

différemment en fonction des conditions environnementale

Dans les chapitres suivants, 1I’étude se positionne au niveau des groupes fonctionnels.
Le chapitre IV s’intéresse aux microorganismes impliqués dans le cycle du soufre de par son
abondance dans les sédiments marins et met un accent particulier sur les bactéries sulfato-
réductrices (BSR) de par leur réle important dans la dégradation de la matiére organique en
milieu marin. Pour ce groupe particulier, une étude jour/nuit a été réalisée sur les
communautés métaboliquement actives afin de déterminer 1’effet des variations
nycthémeérales sur les sulfato-réducteurs. Un regard particulier sur leur métabolisme est porté

de par la capacité de certaines souches de sulfato-réducteurs a dégrader les hydrocarbures.

Le chapitre V s’intéresse pour sa part aux cycles biogéochimiques du carbone et de
I’azote. Une quantification des marqueurs fonctionnels impliqués dans ces deux cycles est
réalisée et la diversité des microorganismes fixateurs de carbone, un processus clé dans les

tapis microbiens, est étudiée en ciblant le gene de la RuBisCO. Ce dernier chapitre vient
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compléter I’image des principaux cycles biogéochimiques présents dans les tapis et des

microorganismes associés.

Ce travail de recherche s’inscrit dans le projet de recherche FUNHYMAT (Structure et
fonctionnement de tapis microbiens contaminés avec des hydrocarbures) financé par 1’Agence
Nationale de la Recherche (ANR). Ce projet est a la convergence de plusieurs spécialités. I
associe ainsi plusieurs partenaires : I’Equipe Environnement et Microbiologie (EEM) et le
Laboratoire de Chimie Analytique Bio-Inorganique et Environnement (LCABIE) de
I’IPREM, le Laboratoire de Mathématiques et leurs Applications (LMA) de I’Université de
Pau et des Pays de I’Adour; la plateforme génomique et la plateforme bioinformatique de
Toulouse Genotoul ; I’Institut Méditerranéen d’Océanographie (MIO) de 1I’Université d'Aix-
Marseille; le laboratoire d’ECOlogie des SYstémes Marins cotiers (ECOSYM) de

I’Université Montpellier 2.
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CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. LES TAPIS MICROBIENS PHOTOSYNTHETIQUES

Les tapis microbiens sont des structures complexes et stratifiées de microorganismes
adhérant entre eux et a un substrat. La stratification des tapis microbiens est observable a 1’ceil
nu grace aux pigments photosynthétiques des bactéries les composant. Ils peuvent étre
composés de centaines a plusieurs milliers d’especes différentes organisées en plusieurs
couches (Bolhuis & Stal, 2011; Paissé et al., 2008) et présentent des diversités phylogénétique
et fonctionnelle extraordinaire pouvant contenir jusqu’a 42 phyla différents incluant beaucoup
de divisions candidates (Burow et al., 2013; Ley et al., 2006). Les tapis microbiens se forment
a D’interface eau-sédiment (Stal, 1994) ; leur épaisseur est trés variable et peut aller d’un a
plus d’une dizaine de centimétres (Franks & Stolz, 2009). On peut les retrouver dans des
milieux peu profonds tels que les estuaires, les lagunes, au niveau des sources chaudes mais
également dans les grands fonds océaniques au niveau des sources hydrothermales (Figure
I-1)(Franks & Stolz, 2009). Les tapis se structurent selon des gradients physico-chimiques
d’oxygene, de pH et de sulfures. Le systéme est trés bien structuré grace a des métabolismes
qui interagissent entre eux. Les gradients vont déterminer I’assemblage des communautés,
qui, du fait des métabolismes des bactéries les composant, vont a leur tour affecter les
gradients et donc les cycles biogéochimiques (Figure 1-2). La description qui va suivre va étre
ciblée sur les tapis photosynthétiques qui s’organisent également selon un gradient de lumiére

(van Gemerden, 1993; Revsbech et al., 1983).
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Figure I-1: Photographies de tapis microbiens colonisant différents environnements : section
transversale d’un stromatolithe recouvert par un tapis microbiens actif (a) ; carotte de glace
(1,5 m de haut) issue du lac de Bonney en Antarctique contenant un tapis microbien (b) ; tapis
microbiens dans une source chaude du parc national du Yellowstone (c), au niveau de sources
hydrothermales profondes (d) et dans les marais salants de Camargue (e). Les photos (a) et (b)
sont tirées d’une publication de Paerl et al., (2000). La photo (e) a été prise par les membres
de I’équipe environnement et microbiologie de 'IPREM (Pau, France). Les photos (c) et (d)
sont issues des sites internet: (c), http://www.astrobio.net/pressrelease/3500/triangulating-
photosynthesis et (d), http://www.soest.hawaii.edu/expeditions/mariana/dailyupdates-40.htm.
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Figure 1-2: Schéma simplifié d’un tapis microbien photosynthétique et des relation entre
bactéries, associées aux gradients de lumiere, d’O, de pH et d’H,S en journée (modifié
d’apres Bordenave (2007).
1.1. Les groupes microbiens fonctionnels majeurs structurant les tapis
microbiens

1.1.1. Les phototrophes oxygéniques

Le groupe majeur, précurseur des tapis, est celui des cyanobactéries filamenteuses ou
unicellulaires, situées a la surface des tapis constituant une couche jaune/verte. Ce sont les
seuls procaryotes connus capables de réaliser une photosynthése oxygénique utilisant 1’H,O
comme donneur d’électrons, produisant ainsi du dioxygéne. Elles permettent I’apport
d’oxygene, d’azote et de matiére organique au sein du tapis pour le développement des autres
especes bactériennes (Stal, 1994) et sont également capables de réaliser des fermentations en
absence de lumiére et d’oxygéne. La capacité a fixer le diazote permet aux cyanobactéries de
coloniser des environnements pauvres en nutriments, en particulier en azote, dans lesquels les
tapis microbiens prospérent. L’apport d’azote est d’une importance particuliére au sein des
jeunes tapis : il est remplacé par I’apport de carbone organique dans les tapis matures (Severin
et al., 2010). Oscillatoria sp. et Spirulina sp. sont des especes pionnieres des tapis microbiens
(Franks & Stolz, 2009). Elles se retrouvent remplacées ensuite par des especes telles que
Microcoleus chthonoplastes et Lyngbya aestuarii qui sont prédominantes au sein des tapis
matures de zones intertidales (van Gemerden, 1993). Les genres Spirulina, Gloeothece et
Merismopedia ont également été retrouvés au sein de tapis microbiens photosynthétiques

(Severin et al., 2010). Les cyanobactéries excretent des exopolysaccharides (EPS), et forment
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une matrice autour des bactéries. Cette gaine polysaccharidique est composée de
carbohydrates, de protéines et d’autres composés a de plus faibles proportions. Elle contribue
a la stabilisation du tapis microbien en se liant aux particules de sédiments, et prévient les
phénomenes d’érosion (Dade et al., 1990; Decho, 1990). Au sein du groupe des phototrophes
0xygéniques, on observe la présence d’eucaryotes photosynthétiques tels que les diatomées,
qui apportent elles aussi une source d’azote et de carbone au tapis microbien (Hubas et al.,
2011).

1.1.2. Les bactéries hétérotrophes aérobies

Les bactéries hétérotrophes aérobies (BHA) profitent de I’oxygéne et de la matiére
organique apportés par les cyanobactéries pour réaliser leur respiration aérobie (Marshall,
1989). Elles ont une fonction importante au sein du tapis: leurs activités menent a la
diminution de la concentration en oxygene, toxique pour les espéces bactériennes situées en
profondeur dans le tapis (van Gemerden, 1993). Elles dégradent également la matiere

organique de par leurs activités de respiration aérobie.

1.1.3. Les bactéries chimiolithotrophes sulfo-oxydantes

Les bactéries chimiolithotrophes sulfo-oxydantes (BCSO), qualifiées de bactéries
sulfo-oxydantes incolores par opposition aux bactéries phototrophes sulfo-oxydantes pourpres
ou vertes, se trouvent a I’interface des zones oxiques-anoxiques ou sont présents a la fois
I’oxygeéne et les sulfures. Le sulfure, ainsi que les autres composés inorganiques soufrés
réduits, sont utilisés comme donneurs d’¢électrons lors de la réduction du dioxyde de carbone
en carbone organique. L’oxygene et le nitrate sont les accepteurs terminaux d’électrons de
cette oxydation (van Gemerden, 1993). Certaines cellules stockent ces nitrates
intracellulairement. L’oxydation des sulfures est réalisée par des bactéries présentes au sein
des classes des Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- et Epsilonproteobacteria et par des archées au
sein de la famille des Sulfolobales (Kirchman, 2012). Il est possible de distinguer quatre
groupes de BCSO selon les sources de carbone et d’énergie utilisées (Robertson & Kuenen,
2006) :

- Les chimiolithotrophes obligatoires tels que Thiomicrospira, Thiobacillus,
Acidithiobacillus et Sulfolobus utilisent comme donneur d’électrons un compose minéral
soufré et fixent le carbone via le cycle de Calvin. Elles peuvent néanmoins devenir
hétérotrophes lorsque les conditions du milieu sont défavorables, mais ce métabolisme est

secondaire.
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- Les chimiolithotrophes facultatifs peuvent également croitre en hétérotrophie ou en
mixotrophie.

- Les chimiolitho-hétérotrophes représentés par quelques Thiobacillus et Beggiatoa ne
fixent pas le carbone minéral et doivent disposer d’une source de carbone organique. Ils
utilisent des composeés soufrés réduits comme donneurs d’électrons et source d’énergie.

- Les chimio-organo hétérotrophes (certaines espéces de Beggiatoa sp., Mecromonas,
Thiobacterium et Thiotrix) peuvent oxyder des composés soufrés sans en retirer de bénéfices

énergétiques apparents.

Des tapis microbiens contenant des bactéries filamenteuses sulfo-oxydantes incolores
tel que Beggiatoa spp., Thioploca spp., et Thiomargarita namibiensis ont été retrouvés a la
surface de sédiments de zones cétiéres du bassin de Santa Barbaraet ont également été
observés au niveau de cheminées sous-marines, de volcans de boue, ainsi que des suintements
de méthane et courants froids (Franks & Stolz, 2009). Le genre Beggiatoa est particuliérement
présent dans les tapis microbiens (Martinez et al., 1997). Ces bactéries sont adaptées aux
variations géochimiques engendrées par les cycles nycthéméraux : en effet, les genres
Beggiatoa et Thiovulum effectuent des migrations dans le tapis en suivant I’interface mobile
de la zone oxique-anoxique (Garcia-Pichel et al., 1994). La taille des filaments de ces
bactéries peut étre relativement importante et atteindre pres de quelques micromeétres de
diamétre et jusqu’a une centaine de micrométres de longueur (Gallardo & Espinoza, 2007).
Les études portant sur les bactéries chimiolithotrophes sulfo-oxydantes se sont
majoritairement portées sur les bactéries filamenteuses tels que Beggiatoa ou Thioploca.
Cependant d’autres microorganismes sont présents et contribuent a 1’oxydation des sulfures
dans les sédiments marins. Lenk et al., (2011) ont mis en évidence un clade de
Gammaproteobacteria non filamenteuses qui semblerait jouer un réle important dans la
production primaire et la sulfo-oxydation. Les bactéries chimiolithotrophes sulfo-oxydantes
peuvent entrer en compétition avec les bactéries phototrophes anoxygéniques (BPA) pour le

sulfure.
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1.1.4. Les bactéries phototrophes anoxygeniques

Les BPA réalisent une photosynthéese anaérobie en utilisant les produits terminaux de
la dégradation de la matiére organique comme donneurs d’¢lectrons. Dans les tapis
microbiens, elles ont un réle important dans les dernieres étapes de la dégradation de la
matiere organique. Elles peuvent également utiliser comme donneurs d’électrons des
composés soufrés réduits tels que les sulfures issus de la respiration du sulfate, le thiosulfate
et le soufre élémentaire. Les BPA se différencient en six groupes qui différent notamment par

leur potentiel d’hétérotrophie et par leur tolérance a 1’oxygéne (Table 1-1) (Kirchman, 2012) :

- Les bactéries pourpres sulfureuses sont retrouvées chez les Gammaproteobacteria au
sein des Chromatiaceae, Ectothiorhodospiraceae et des Halorhodospiraceae. Elles utilisent
principalement des donneurs d’électrons soufrés (sulfures, polysulfures, soufre élémentaire,
thiosulfate, sulfite).

- Les bactéries pourpres non sulfureuses sont retrouvees au sein des Beta- (Rhodoferax,
Rubrivivax, etc.) et Alphaproteobacteria (Rhodospirillum, Rhodobacter, etc.). En conditions
anaérobies et en présence de lumiére, les phototrophes pourpres non sulfureuses utilisent
préférentiellement des composeés organiques comme donneurs d’électrons, mais elles sont
capables de photo-lithotrophie en utilisant I’hydrogéne ou des composés soufrés réduits.

- Les bactéries pourpres aérobies sont des bactéries hétérotrophes ou la photosynthése
ne constitue qu’un métabolisme énergétique annexe.

- Les bactéries vertes sulfureuses présentent au sein des Chlorobi sont anaérobies
strictes et photolitho-autotrophes. Quelques composés organiques simples sont photoassimilés
en présence de CO, et de sulfures.

- Les bactéries vertes filamenteuses peuvent se déplacer par glissement. Elles se
retrouvent au sein des Chloroflexi. Ces bactéries aérobies facultatives utilisent
préférentiellement des composés organiques selon un métabolisme phototrophe ou
chimiotrophe, les composés soufrés réduits étant peu utilisés.

- Les héliobactéeries sont présentes au sein des Firmicutes (Frigaard & Dahl, 2008;
Kirchman, 2012). Elles possédent des bactériochlorophylles g mais ne son