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Introduction

Le monde microbien, dont l’existence a longtemps été ignorée, a façonné en grande partie 

notre environnement. Ces organismes microscopiques unicellulaires ont été, pendant trois 

milliards d’années, les seules formes de vie présentes sur notre planète. Les micro-organismes 

ont développé des mécanismes qui leurs ont permis de s’adapter à tous les bouleversements 

climatiques et géologiques survenus sur la Terre depuis l’origine de la vie. Dotés d’une grande 

diversité métabolique leur permettant de s’adapter aux différentes sources de carbone et d’énergie 

disponibles, de capacités d’échanges d’informations génétiques, afin de résister et de s’adapter à 

diverses contraintes, ils possèdent des atouts majeurs leurs permettant de coloniser tous les 

écosystèmes. Les micro-organismes sont donc actuellement retrouvés dans tous les biotopes, 

aussi bien dans des environnements oxiques que dans des environnements totalement anoxiques, 

et sont capables de s’adapter aux conditions de vie les plus extrêmes : températures et pressions 

très élevées ou très basses, pH acides ou basiques, fortes concentrations en sels, etc. Par ailleurs, 

la petite taille des micro-organismes, qui leur donne une grande capacité d’échange avec le milieu 

extérieur par rapport à leur biomasse, favorise leur omniprésence dans les environnements 

naturels où ils sont ainsi à l’origine de transformations fondamentales lors des processus 

biogéochimiques responsables du cycle des éléments.

L’essor de l’industrialisation, a conduit à une forte pollution des milieux terrestres et 

aquatiques par divers contaminants. De par son impact sur le fonctionnement du biotope, cette 

pollution devient un sujet de préoccupation majeure et une forte prise de conscience de ses 

principaux acteurs, les pays industrialisés, s’est peu à peu installée. Les hydrocarbures sont les 

polluants organiques les plus répandus, par le rôle fondamental des produits pétroliers dans le 

monde moderne, principalement en tant que source d’énergie. L’implication des micro-

organismes dans leurs transformations a été mise en évidence au milieu du XXe siècle. Depuis de 

nombreuses études ont été menées afin de comprendre leur rôle dans le devenir des hydrocarbures 

au sein des écosystèmes. Ainsi, la biodégradation de ces composés par les bactéries aérobies est 

bien documentée, tandis que ce mécanisme en anaérobiose a reçu moins d’attention. Ces 

connaissances acquises ont permis le développement de nombreuses techniques, basées sur les 

capacités métaboliques et de dégradation des micro-organismes, appliquées pour la réhabilitation 

des environnements contaminés. Cependant, un certain nombre de paramètres restent à être 

explorés et constituent une limite pour le développement à grande échelle de ces méthodes. Ces 

zones d’ombre concernent essentiellement les facteurs déterminant la croissance, l’activité et la 

réponse des communautés bactériennes au sein même de ces habitats pollués.
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L’environnement aquatique représente le compartiment le plus touché par la pollution à des 

contaminants organiques, incluant les hydrocarbures. Une partie de ces composés, non dégradés 

au cours de leur sédimentation vers les fonds, vont se déposer au niveau des sédiments. C’est au 

sein de ces sédiments que des conditions très particulières peuvent se mettre en place. En effet,

il existe une interface entre la colonne d’eau et la colonne sédimentaire, présentant généralement 

une structure topographique en plusieurs couches (oxique, suboxique, anoxique), largement 

perturbée par des variations journalières ou saisonnières, les courants ou encore les organismes 

vivants. Ainsi, il règne dans ces environnements des oscillations entre des conditions oxiques et 

des conditions anoxiques, rythmées par ces différents processus. Les environnements soumis aux 

oscillations oxie/anoxie sont ainsi largement répandus et constituent un système fonctionnel très 

particulier. De manière très surprenante, le devenir des composés dans ces systèmes n’a reçu que 

très peu d’attention par la communauté scientifique. À ce jour, il existe peu d'informations sur la 

dégradation des hydrocarbures dans les sédiments, sur la composition du réseau microbien 

impliqué, mettant en place des relations synergiques et de co-métabolismes pour la 

biodégradation des hydrocarbures, et des paramètres écologiques régissant (et en particulier

restreignant) leur dynamique et leurs activités. En outre, la mise en place de procédés pour 

atténuer les impacts écologiques de sites contaminés aux hydrocarbures exige des connaissances

de base sur les paramètres qui influent sur le devenir de ce polluant. À l'heure actuelle, nous 

n’avons qu’une connaissance fragmentée de ce sujet essentiel.

Par le développement et l'application d'une série d'approches interdisciplinaires, ces travaux 

de thèse ont mis l'accent sur les communautés microbiennes de sédiments côtiers, afin d’explorer 

les capacités de dégradation des hydrocarbures, de comprendre l'écologie de ces écosystèmes, en 

particulier la façon dont les communautés microbiennes dégradent des composés d'hydrocarbures 

et comment elles sont affectées par les conditions d’oxydo-réduction et d'oxygénation oscillantes

régnant dans ces environnements. L’étude s’est intéressée à plusieurs communautés microbiennes 

de sédiments vaseux intertidaux ayant des capacités similaires de dégradation des hydrocarbures. 

Ces communautés microbiennes, obtenues lors de l’incubation des sédiments en mésocosmes 

sous différents traitements en condition polluée, ont été caractérisées par suivi de leur 

comportement lorsqu'elles ont été soumises à divers régimes d'oxygénation. L’étude comparative 

de la réponse écologique de ces différentes communautés microbiennes offre une occasion sans 

précédent de comprendre la structuration des communautés microbiennes exposées au pétrole en 

tenant compte des conditions oscillantes oxie/anoxie et redox.
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L’ensemble des données obtenues est présenté dans ce manuscrit sous forme de cinq

chapitres. Une synthèse bibliographique (chapitre I) fait tout d’abord un bref état des 

connaissances acquises sur les écosystèmes côtiers, en faisant un descriptif écologique et 

fonctionnel, sur les réponses des communautés microbiennes de ces environnements à des 

perturbations naturelles ou anthropiques avec plus particulièrement l’impact des composés 

pétroliers et enfin sur l’apport des technologies «-omiques » pour la compréhension de la 

dynamique des communautés microbiennes de ces environnements, impliquées dans le devenir 

des hydrocarbures. Le chapitre II présente les procédures expérimentales mises en place pour les 

études réalisées. Un chapitre de livre accepté pour publication est rapporté dans ce chapitre. Il 

décrit le développement d’une approche expérimentale impliquant des bioréacteurs pour la 

simulation de conditions oscillantes anoxie/oxie. La mise en place d’un tel dispositif expérimental 

visait à comprendre la dynamique des communautés microbiennes autochtones 

d’environnements pollués par du pétrole caractérisés par des conditions d'oxydo-réduction

oscillantes et l’implication sur le devenir des composés hydrocarbonés. Les deux chapitres 

suivants présentent les résultats obtenus sous forme d’articles scientifiques en préparation. Une 

première étude (chapitre III) s’intéresse à une communauté microbienne hydrocarbonoclaste de 

sédiments intertidaux qui a été soumise à des conditions oscillantes anoxie/oxie en comparaison 

à des conditions d’oxie ou d’anoxie permanentes afin d’évaluer les interactions au sein de ces 

communautés de milieux pollués soumis à ces conditions, afin de fournir une meilleure 

compréhension des facteurs qui influent sur leur dynamique et leur rôle dans la dégradation des 

hydrocarbures. La seconde étude (chapitre IV) s’intéresse à la réponse aux oscillations 

anoxie/oxie de communautés microbiennes ayant été pré-exposées à un traitement mécanique 

(hersage) ou biologique (augmentation de la population en macro-organismes bioturbateurs), par 

rapport à celle de la communauté précédente. Cette étude a permis d’identifier la réponse globale 

des communautés de sédiments côtiers aux oscillations anoxie/oxie avec la caractérisation de 

l’impact sur les communautés de micro-organismes sulfato-réducteurs jouant un rôle majeur dans 

la minéralisation de la matière organique dans ces environnements. L’ensemble des résultats 

obtenus ainsi que les perspectives de travail qui en découlent, afin d’approfondir nos 

connaissances sur le réseau microbien impliqué dans l’élimination des polluants pétroliers en 

milieu sédimentaire côtiers, sont présentées dans le chapitre V.

Ce travail s’inscrit dans le projet de recherche DECAPAGE (Caractérisation des capacités 

de dégradation de communautés bactériennes de sédiments marins : adaptation, processus 

métaboliques et influence des régimes d’oxygénation) financé par l’Agence Nationale de la 

Recherche (ANR). Ce projet associe 5 laboratoires partenaires abordant diverses spécialités 
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complémentaires en termes d'expertise : l’Equipe Environnement et Microbiologie (IPREM-

EEM UMR CNRS 5254, Pau), l’Equipe de Chimie Analytique Bio-inorganique et 

Environnement (IPREM-LCABIE UMR CNRS 5254, Pau), le Centre de Documentation, de 

Recherche et d’expérimentations sur les pollutions accidentelles des eaux (CEDRE, Brest), 

l’Institut Méditerranéen d’Océanologie de l’Université d’Aix-Marseille (MIO, Marseille), le 

laboratoire écologie fonctionnelle et environnement de l’Université Toulouse III (EcoLab UMR 

5254 CNRS-UPS-INPT) et School of Biological Sciences de l’Université d’Essex (Colchester, 

UK).
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Chapitre I : Synthèse bibliographique

Les environnements côtiers : exemple des sédiments intertidaux, lieu aux

fonctions écologiques multiples

Les écosystèmes côtiers représentés par les zones côtières humides, les marais salants, les 

mangroves, les estuaires, les vasières, les herbiers à zostères marines…, constituent des milieux 

complexes aux fonctions écologiques majeures, gouvernés par des processus physiques et 

biogéochimiques dont les interactions sont encore insuffisamment comprises à ce jour. Or, le bon 

fonctionnement de tels environnements présente un intérêt écologique dont les conséquences se 

répercutent sur l’économie et la santé humaine. La tendance amorcée au cours de la dernière 

décennie est de comprendre le fonctionnement de ces environnements sensibles en vue de les 

préserver et maintenir les bienfaits de ces écosystèmes, concrétisée par la mise en place  de 

législations partout dans le monde (Directive Européenne : la directive-cadre sur l'eau, 

2000/60/CE ; UK National Ecosystem Assessment, mis en place en 2009 ; United Nations 

Millennium Ecosystem Assessment, mis en place en 2005).

1.1. Généralités

1.1.1. Caractéristiques physiques

La zone intertidale des écosystèmes côtiers, plus communément appelée l’estran, 

correspond à la zone de balancement des marées. Lors de pleines mers, l’estran est immergé au 

moins en partie, et émergé lors des basses mers. L’amplitude des marées et la durée d’exondation 

(période d’émersion), vont façonner la géomorphologie de l’estran en différentes parties suivant  

leur emplacement par rapport au niveau moyen de la mer (Figure 1). Suivant le type d’estran 

considéré, de type côte rocheuse, plage (zone d’accumulation et/ou d’érosion de sédiments) ou 

estuarien, la structuration en étage est plus ou moins marquée.

L’étage supralittoral est la zone de transition avec la frange terrestre. Cette zone située au-

dessus du niveau moyen des hautes marrées n’est immergée que rarement, lors des grandes 

marées d’équinoxe. Cette zone sous l’influence des embruns maritimes correspond aux zones 

recouverte de lichens des falaises et ensembles rocheux, aux systèmes dunaires ou encore aux 

schorres dans les estuaires (banquettes de vases recouvertes de plantes vasculaires constituants 

les prés salés).
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L’étage médiolittoral correspond à la zone sous l’influence des cycles des marées 

d’amplitudes moyennes, soumis à une alternance quotidienne entre les états d’immersion et 

d’émersion. L’étage infralittoral correspond à l’étage inférieur au médiolittoral et n’est émergé 

que lors des grandes marées. La limite entre ces deux étages n’est pas toujours discernable, mais 

l’infralittoral présente des sédiments généralement plus fins et plus imbibés d’eau. Dans les 

estuaires, les bords vaseux des cours d’eau formés par les apports terrigènes constituent la slikke. 

Celle-ci équivaut au médiolittoral lorsque les cours d’eau présentent un faible débit et 

l’infralittoral correspond alors à un milieu moins vaseux. Alors que si le cours d’eau présente un 

fort débit la slikke occupe le médio et l’infralittoral.

Enfin, la partie inférieur à l’étage infralittoral et qui n’est jamais émergée est dénommée 

l’étage circalittoral (ou également étage sublittoral). 

Les différents étages de l’estran ne sont pas exposés de la même façon à l’action de la mer 

du fait de périodes d’exondation plus ou moins longues, les exposant ainsi différemment à 

l’humidité, aux variations de températures et à la lumière. Ces variations génèrent des conditions 

environnementales particulières qui font de ces environnements des écosystèmes présentant un 

intérêt écologique exceptionnel.

Figure 1 : Modèle conceptuel de zone intertidale. Issu du site internet de OzCoasts (Geoscience Australia) 
http://www.ozcoasts.gov.au/conceptual_mods/processes/habprov.jsp

http://www.ozcoasts.gov.au/conceptual_mods/processes/habprov.jsp
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1.1.2. Caractéristiques écologiques 

Les écosystèmes côtiers comptent parmi les zones de la planète les plus productives

biologiquement (Gattuso et al., 1998; Muller-Karger et al., 2005; Chen and Borges, 2009), 

représentant 18 à 33% de la production océanique mondiale (Wollast, 1991). Parmi ces 

environnements, les vasières, formées par le dépôt de sédiments meubles dragués par les fleuves 

ou provenant de l’érosion marine, ont été décrites comme les systèmes les plus productifs 

(McLusky, 1989).

La production primaire due aux micro-algues de la colonne d’eau des estuaires et du biofilm 

intertidal, rivalise avec celle des macrophytes représentées que par un petit nombre d’espèces 

adaptées aux variations de salinité ou à l’exondation fréquente (Mendelssohn et al., 2012). La 

forte productivité phytoplanctonique et benthique, constituant une source de nourriture, induit 

une biomasse importante des invertébrés, le benthos : représentés par l’épifaune, l’endofaune et 

la méiofaune (animaux vivant à la surface des sédiments, au sein des sédiments et de petites

tailles, entre 0,1 et 1 mm, se mouvant dans les espaces interstitiels, respectivement). Ils 

constituent eux-mêmes une source de nourriture pour les organismes pélagiques et les oiseaux 

fouisseurs. Cette forte productivité constitue donc une source de nourriture pour nombreuses

espèces, fournissant les ressources énergétiques nécessaires à différents niveaux de la chaîne 

trophique en incluant l’homme (Mendelssohn et al., 2012). Peu d’espèces vivantes sont adaptées 

aux conditions particulières de ces environnements mais la nourriture abondante fait que la 

densité en individus au sein de chaque espèce est considérable, notamment chez les mollusques, 

les vers et les crustacés.

En plus des espèces résidant en permanence dans les zones côtières, de nombreuses espèces 

d’invertébrés mobiles et de poissons, aux cycles de vie complexes, trouvent refuge dans des 

biotopes abrités de ces environnements (mangroves, estuaires, vasières, herbiers à zostères 

marines). Ces habitats ont un rôle de nurseries, où les larves se développent jusqu’à des stades 

dits sub-adultes, pour ensuite rejoindre les habitats de vie en cycle adulte (Beck et al., 2001). La 

forte productivité attire également de nombreux oiseaux qui viennent s’y nourrir.

Enfin, ces écosystèmes jouent un rôle important dans l’assimilation et le recyclage des 

nutriments et la minéralisation de matière organique apportés en grandes quantités du continent, 

par le ruissellement et par les fleuves, et de l’océan, par les courants et par les marées (Chen and 

Borges, 2009). Ces apports s’accumulent essentiellement aux niveaux des vasières sur les rivages 

marins, les estuaires et les deltas, et peuvent drainer des contaminants. Ces sédiments ont donc 

également des fonctions épuratives et de transformation.
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1.1.3. Les groupes fonctionnels procaryotes majeurs au sein des sédiments 

intertidaux

Les communautés microbiennes des écosystèmes côtiers ont un rôle majeur dans la 

régulation du système en permettant notamment le recyclage des nutriments indispensables au 

maintien de la production primaire (Alongi, 1994), en empêchant l’accumulation trop importante 

de sulfures (De Wit et al., 2001) et en constituant une importante source trophique pour d’autres 

organismes (Alongi, 1994). Leur rôle prépondérant dans les transformations du carbone, du 

soufre et de l’azote est dû à la richesse métabolique de ces communautés microbiennes (Fenchel, 

1999). Le métabolisme énergétique microbien, indispensable au développement cellulaire, qu’il 

soit de type photosynthétique, respiratoire ou fermentaire, est basé sur des processus d’oxydo-

réduction entre des couples donneurs d’électrons et des couples accepteurs d’électrons. La 

présence, le développement et l’abondance des différents groupes fonctionnels microbiens est 

donc dépendant principalement de la disponibilité des couples donneurs/accepteurs d’électrons 

(Bertics and Ziebis, 2009) et aussi des substrats au sein des sédiments. 

1.1.3.1.Les micro-organismes photosynthétiques oxygéniques

Ce groupe fonctionnel réalise la photolyse de l’eau (qui est le donneur d’électron) en 

utilisant les radiations lumineuses du spectre visible comme source d’énergie pour produire du 

dioxygène. Ces micro-organismes incluent les bactéries phototrophes oxygéniques (phylum 

Cyanobacteria du domaine Bacteria) et les eucaryotes unicellulaires photosynthétiques

(micro-algues dominés par les diatomées). Leurs capacités à réaliser une photosynthèse 

oxygénique, et à fixer l’azote atmosphérique pour les cyanobactéries, permettent d’enrichir le 

sédiment en oxygène, en matière organique et en composés azotés favorisant ainsi le 

développement d’autres espèces bactériennes par la création de niches favorables à leur 

développement (Stal, 1994).

Les cyanobactéries, unicellulaires ou filamenteuses, forment un groupe complexe de micro-

organismes autotrophes présentant une large diversité (Paerl et al., 2000). Ces micro-organismes 

photosynthétiques se développent préférentiellement sur les sédiments sableux fins des zones 

tidales côtières (Watermann et al., 1999). En effet, les cyanobactéries ayant un taux de croissance 

lents sont défavorisées par rapport à d’autres micro-organismes se développant plus rapidement 

dans les sédiments intertidaux riches en nutriments (Stal, 2010).

Les diatomées sont un groupe de micro-organismes monophylétiques du domaine Eukarya

mais morphologiquement très divers (Medlin et al., 1993). Ces micro-algues colonisent plus 

généralement les sédiments intertidaux plus fins et riches en nutriments telles que les vasières 
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(Paterson and Black, 1999; Watermann et al., 1999; Blanchard et al., 2001). Ces micro-

organismes eucaryotes, participent activement à la forte productivité primaire de ces écosystèmes

(Paerl, 1997).

Ces micro-organismes excrètent des polysaccharides ou EPS (extracellular polymeric 

substances) qui forment une matrice autour des bactéries (Decho and Moriarty, 1990; Decho, 

2000), et qui en se liant aux particules de sédiments pour former le « biofilm intertidal » 

(Figure 2) contribue à la stabilisation des sédiments et prévient les phénomènes d’érosion (Dade

et al., 1990; Stal, 2010). Ces biofilms se forment principalement au niveau des zones de basses 

énergies tels que les estuaires, les bayes et les deltas.

Figure 2 : Diagramme conceptuel du biofilm microbien (A) se formant à la surface des sédiments intertidaux (Decho, 
2000) et photographies (Stal, 2010) d’un tapis de cyanobactéries (B) et d’un biofilm de diatomées (C).

1.1.3.2.Les bactéries hétérotrophes aérobies

Les bactéries hétérotrophes aérobies représentent une biomasse importante en surface des 

sédiments, en présence d’oxygène. Elles se développent grâce à un métabolisme basé sur la 

respiration aérobie. Elles utilisent des composés organiques comme source de carbone et 

d’énergie et l’oxygène comme accepteur final d’électrons.

Il existe une remarquable diversité au sein des bactéries hétérotrophes aérobies, qui sont 

reparties dans plusieurs groupes phylogénétiques tels que les Proteobacteria, le cluster des 

Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides et des Actinobacteria (Giovannoni et al., 2000). La 

diversité des procaryotes hétérotrophes aérobies peut être attribuée à leur implication dans la 

dégradation d’une multitude de molécules organiques utilisés en tant que substrats, favorisant 

leur présence au sein de niches écologiques très diverses (Vaulot et al., 2002).

A B

C
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1.1.3.3.Les micro-organismes sulfato réducteurs

En absence d’oxygène, les micro-organismes sulfato-reducteurs (MSR) sont très répandus 

du fait de la prédominance du sulfate qu’ils utilisent comme accepteur final d’électrons (Muyzer 

and Stams, 2008). Les facteurs contrôlant la réduction des sulfates dans les sédiments sont 

principalement la température, la disponibilité en matière organique dégradable et la disponibilité 

du sulfate.

Les MSR forment un groupe diversifié et sont répartis dans sept groupes phylogénétiques, 

cinq chez les Bacteria et deux chez les Archaea (Itoh et al., 1998; Castro et al., 2000; Rabus et 

al., 2006; Muyzer and Stams, 2008). Les principales espèces identifiées sont représentées 

ci-dessous (Figure 3).

Figure 3 : Arbre phylogénétique basé sur les séquences quasi complètes du gène de l’ARNr 16S des espèces décrites 
chez les micro-organismes sulfato-réducteurs (Muyzer and Stams, 2008). Le nombre apparaissant sur les clusters 
repliés correspond au nombre d’espèces différentes à l’intérieur de ce groupe. L’échelle correspond à une 
dissimilarité de séquence de 10%.
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De nombreuses espèces supplémentaires ont pu être décrites depuis, au sein des différents 

genres présentés ci-contre (Figure 3), ainsi que de nouveaux genres : Desulfocurvus gen. nov.

(Klouche et al., 2009), Desulfonatronospira gen. nov. (Sorokin et al., 2008), Desulfonauticus 

gen. nov. (Audiffrin et al., 2003), Desulfothermus gen. nov. (Kuever et al., 2005b), 

Desulfovermiculus gen. nov. (Belyakova et al., 2006) et Desulfobacca gen. nov. (Oude Elferink

et al., 1999) de la classe des Deltaproteobacteria, ainsi que les genres Desulfurispora gen. nov. 

(Kaksonen et al., 2007a), Amonifex gen. nov. (Huber et al., 1996), Desulfovirgula gen. nov. 

(Kaksonen et al., 2007b) et Thermacetogenium gen.nov. (Hattori et al., 2000) de la classe des 

Clostridia.

Les MSR ont également une grande diversité physiologique, ils ont été identifiés comme  

les micro-organismes réduisant le plus grand nombre d’accepteurs d’électrons différents, y 

compris les composés soufrés et divers autres composés organiques et inorganiques (Biebl and 

Pfennig, 1977; Widdel and Hansen, 1992; Dalsgaard and Bak, 1994). Cette diversité leur confère 

une capacité d’adaptation à des conditions environnementales très variées.

1.1.3.4.Les micro-organismes dénitrifiants

Les micro-organismes dénitrifiants sont également présents au sein des sédiments côtiers. 

Ces micro-organismes sont généralement aéro-anaérofacultatifs et peuvent utiliser des formes 

oxydées de l’azote comme accepteur final d’électrons. La capacité de respiration anaérobie des 

nitrates se retrouve chez des micro-organismes qui appartiennent à des groupes phylogénétiques 

très diversifiés présentant un large éventail de caractéristiques physiologiques et métaboliques

(Jeter and Ingraham, 1981). Cette capacité métabolique est aussi bien retrouvée chez les archées, 

les bactéries Gram-négatives et Gram-positives. Les bactéries dénitrifiantes isolées appartiennent 

essentiellement aux classes des alpha- et des bétaproteobactéries et sont absentes chez les 

entérobactéries. Très peu d’archées capables de dénitrifier ont été isolées et la majorité sont 

halophiles extrêmes et appartiennent aux genres Haloferax, Haloarcula et Halobacterium. Une 

seule souche hyperthermophile dénitrifiante est connue : Pyrobaculum aerophilum (Volkl et al., 

1993). Certains micro-organismes dénitrifiants sont aussi capables de fixer le diazote ou de 

réaliser la nitrification (Paracoccus denitrificans ou Nitrosomonas).

L’intensité de l’activité dénitrifiante est proportionnelle à la concentration en nitrate, qui 

peut-être limitant dans les environnement côtiers (Sørensen et al., 1979). Même si la 

dénitrification aérobie a été clairement mise en évidence (Robertson and Kuenen, 1984; Baek et 

al., 2001; Zehr and Ward, 2002; Gao et al., 2009), en aérobiose, les électrons sont généralement 

détournés préférentiellement vers l’oxygène. Le processus de dénitrification est également
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inhibé en présence de sulfates en excès et surtout de sulfures à raison de 0.3 mM (Sørensen et al., 

1980).

1.1.3.5.Les autres groupes fonctionnels

D’autres groupes fonctionnels sont également présents au sein des sédiments côtiers. Bien 

que présents de façon moins prédominante, ils jouent un rôle essentiel dans les cycles 

biogéochimiques en influençant la disponibilité des accepteurs finaux d’électrons, et/ou en 

fournissant des substrats simples. Leurs activités métaboliques vont donc influencer le 

développement des autres groupes fonctionnels, et ces interactions assurent le bon 

fonctionnement des écosystèmes.

Les bactéries oxydant l’ammonium (AOB, ou bactéries nitritantes) et les bactéries oxydant 

le nitrite (NOB, ou bactéries nitratantes), qui permettent la production de nitrates par nitrification

sont également présentes dans les sédiments marins et dans de nombreux milieux. Ces bactéries 

sont généralement micro-aérophiles et aérophiles et correspondent à un nombre limité de genres : 

Nitosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitosovibrio et Nitrosolobus pour les AOB, et 

Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus et Nitrospira pour les NOB respectivement. Cependant 

dans différents environnements marins, les archées nitrifiantes sont plus abondantes que les 

bactéries nitrifiantes (Nicol and Schleper, 2006).

Les micro-organismes sulfo-oxydants réalisent l’oxydation biologique des composés 

soufrés. Ils se retrouvent dans de nombreux groupes procaryotes aux possibilités métaboliques 

très diverses. Les sulfo-oxydants dits véritables comptent : les procaryotes chimiolithotrophes 

sulfo-oxydants (PCSO ; utilisant principalement l’oxygène mais certaines espèces peuvent 

utiliser le nitrate ou le nitrite comme accepteur d’électrons) et les bactéries phototrophes 

anoxygéniques (BPA ; utilisant l’hydrogène sulfuré ou d’autres composés soufrés réduits comme 

donneurs d’électrons). D’autres groupes de micro-organismes peuvent participer à l’oxydation 

des composés soufrés de façon occasionnelle ou indirecte. C’est les cas des bactéries sulfato-

réductrices capables de dismutation et des cyanobactéries en présence de sulfures inhibiteurs du 

photosystème II (qui réalisent une photosynthèse anoxygénique identique à celle des BPA en 

photométabolisant le sulfure grâce au photosystème I (Cohen et al., 1975)).

Les bactéries ferri-réductrices sont des bactéries anaérobies qui utilisent le fer comme 

accepteur final d’électrons. La diversité phylogénétique de ces micro-organismes est grande et

ils se répartissent sur les domaines Bacteria (phylum Acidobacteria, Actinobacteria, 

Deferribacteres, Firmicutes, Proteobacteria, Thermodesulfobacteria, Thermotogae) et Archaea 

(phylum Crenarchaeota et Euryarchaeota). Ces micro-organismes peuvent généralement utiliser 
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d’autres accepteurs finaux d’électrons. Ce groupe bactérien fonctionnel a surtout une influence 

majeure sur la géochimie des environnements modernes, où ils peuvent jouer un rôle important 

dans la bioremédiation des environnements contaminés par des contaminants organiques ou 

métalliques (Lovley et al., 2004).

Les bactéries fermentaires (utilisant des composés organiques comme donneurs d’électrons 

et des composés organiques endogènes propres au métabolisme endogène comme accepteurs 

d’électrons) réalisent les étapes préliminaires de la dégradation de la matière organique. Les 

produits de fermentation correspondent à des substrats simples pouvant être utilisés par les 

bactéries sulfato-réductrices. Très largement répandus chez les micro-organismes, ces micro-

organismes peuvent être fermentaires facultatifs (capables aussi de respirations aérobies ou 

anaérobies), ou bien fermentaires obligatoires et dans ce cas soit anaérobies stricts, soit aéro-

tolérants.

Enfin, les méthanogènes, des archées anaérobies strictes, sont également retrouvées au 

niveau des sédiments côtiers (Alperin et al., 1994). Au sein du domaine Archaea, elles sont toutes 

réunies dans le phylum Euryarchaeota où elles se répartissent en cinq ordres : les 

Methanobacteriales, les Methanococcales, les Methanopyrales, les Methanosarcinales et les 

Methanomicrobiales. Ces micro-organismes occupent la position terminale dans la dégradation 

anaérobie de la matière organique, mais elles entrent en compétition avec les bactéries sulfato-

réductrices, dans les écosystèmes marins anoxiques, pour l’utilisation de l’hydrogène et de 

l’acétate (Oremland, 1988). 

1.2. Ecosystèmes à l’interface eau/sédiment, caractérisés par une 

remarquable hétérogénéité

Tous les systèmes aquatiques présentent une interface eau/sédiment et par conséquent, une 

interface oxique/anoxique. En effet, la plupart des colonnes d’eau contiennent de l’oxygène 

jusqu’à une transition oxique/anoxique au niveau des sédiments, pour atteindre une parfaite 

anoxie dans les fonds (Brune et al., 2000). Cette variation de la concentration en oxygène crée 

une stratification verticale des conditions redox (de la disponibilité des couples 

donneur/accepteur d’électrons) au niveau des sédiments (Figure 4), influençant la répartition des 

différentes communautés microbiennes (Kristensen, 2000).

Cependant, dans les environnements côtiers, cette conformation topographique de 

l’interface eau/sédiments et de la colonne sédimentaire est quotidiennement déstructurée sous
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l’action des marées, des vagues, des courants et des macro-organismes benthiques (Jørgensen and 

Revsbech, 1985; Huettel and Gust, 1992; Graf and Rosenberg, 1997). Ces processus abiotiques 

et biotiques entraînent des variations de la diffusion de l’oxygène, de la circulation des nutriments 

et de la matière organique entre la colonne d’eau et les sédiments et sont à l’origine de 

l’hétérogénéité qui caractérise les sédiments intertidaux côtiers.

1.2.1. L’interface eau/sédiment : zone de diffusion et de transition

La colonne d’eau saturée en oxygène dissous permet une oxygénation des sédiments de 

surface par diffusion. L’oxygène étant l’accepteur d’électrons le plus favorable énergétiquement, 

il est très rapidement consommé par les bactéries hétérotrophes capables de respiration aérobie.

La zone oxique (potentiels d’oxydo-réduction (ORP) supérieurs à 100 mV) est ainsi généralement 

réduite à une fine couche supérieure. Son épaisseur a été estimée de l’ordre de quelques 

millimètres pour les sédiments les plus riches en matière organique dégradable, tels que les 

sédiments vaseux, à quelques centimètres pour des sédiments plus pauvres de type sédiments 

sableux (Revsbech et al., 1980; Jørgensen, 1983).

En dessous de la zone oxique, la zone sub-oxique correspond à la zone oxydée des 

sédiments anoxiques (ORP entre -100 mV et 100 mV), caractérisée par la présence de nitrate, de 

manganèse et de fer oxydé (Brune et al., 2000), comme accepteurs d’électrons. Les nitrates sont 

consommés rapidement par les activités microbiennes dans cette zone, leur concentration 

sédimentaire y est par conséquent généralement faible (Coates et al., 1996; Rothermich et al., 

2002). Quant au fer(III), et au manganèse(IV), ces formes précipitant rapidement, étant donc peu 

biodisponibles, certains micro-organismes ont mis en place des stratégies afin d’augmenter leurs 

solubilités (Lovley et al., 2004). La réoxydation de ces différents composés réduits aura 

typiquement lieu à la limite oxie/anoxie ou en dessous (Brune et al., 2000).

Enfin la zone réduite des sédiments anoxiques, en dessous de la zone sub-oxique, est 

caractérisée par la présence de sulfate et de CO2 comme accepteurs d'électrons. Les eaux côtières 

marines et estuariennes sont très riches en sulfate (Rothermich et al., 2002), de ce fait, parmi les 

différents processus de dégradation anaérobie, la sulfato-réduction (ORP entre -100 mV et -300 

mV) est sans doute le processus prépondérant (Jørgensen, 1977). Lorsque le sulfate est épuisé, 

les composés comme le méthane, le dioxyde de carbone ou la matière organique elle-même sont 

les composés alors utilisés (fermentation et méthanogénèse ; ORP inférieur à -300 mV) (Sørensen

et al., 1979).
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Figure 4 : Représentation schématique de la structuration verticale des accepteurs d’électrons dans les différentes 
zones des sédiments et des métabolismes microbiens associés (Kristensen, 2000).

Cependant, cette répartition reste très théorique car les différentes conditions et 

contraintes du milieu modifient radicalement cette structuration verticale pour aboutir à un 

remaniement total des sédiments et des différents composés, et ainsi de la structuration des 

communautés microbiennes associées. En effet, il semblerait que l’existence de micro-niches

présentant des conditions environnementales distinctes par rapport à celles établies globalement

(Bertics and Ziebis, 2010), entraîne la cohabitation de populations microbiennes aux 

métabolismes différents au sein d’un même niveau sédimentaire (Cypionka et al., 1985). Ainsi, 

il a même pu être observé la présence de micro-organismes sulfato-réducteurs dans la zone oxique 

de sédiments côtiers (Krekeler et al., 1997).

1.2.2. La bioturbation

Les sédiments, au niveau de l’interface eau/sédiments, sont perforés par des galeries ou des 

tubes construits par la faune fouisseuse telle que les polychètes, certains crustacés ou encore des 

bivalves, activités qui génèrent des déplacements du matériel particulaire au sein des sédiments. 

Ce processus appelé bioturbation induit une grande hétérogénéité par la redistribution des 

particules sédimentaires, la modification des flux d’eau et des accepteurs d’électrons associés,

conduisant également à la redistribution de la matière organique (Gerino et al., 1998). Les 

activités de la faune benthique ont donc un profond impact sur les conditions physiques, 

chimiques et biologiques des sédiments par la bio-irrigation (ou ventilation) et le remaniement 

des particules (Pischedda et al., 2008; Nogaro et al., 2009) ; ce qui laisse place à des 

environnements soumis à des oscillations oxie/anoxie en permanence (Gilbert et al., 2003).
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1.2.2.1.Processus modifiant la distribution sédimentaire

Le remaniement des particules par la macrofaune affecte la stabilité et la composition des 

sédiments. Ainsi, les particules sédimentaires sont redistribuées de la surface vers les couches 

profondes et vice versa. Cependant, cette dislocation peut être différente selon l’animal considéré, 

son habitat et ses habitudes de vie (Gilbert et al., 2007). 

D’une manière générale, on trouve cinq types d’organismes bioturbateurs : les 

biodiffuseurs, les convoyeurs vers le haut, les convoyeurs vers le bas, les régénérateurs et les 

diffuseurs à galeries (Francois et al., 1997; Nogaro et al., 2009). Les biodiffuseurs sont des 

organismes dont les activités provoquent un transport diffusif du sédiment. Ils déplacent les 

particules de manière aléatoire sur de courtes distances (Robbins et al., 1979). Les convoyeurs 

vers le haut sont des espèces évoluant verticalement la tête vers le bas qui déplacent les particules 

de sédiments des profondeurs vers l’interface eau/sédiments. Ils engendrent un transport actif des 

particules lors de l’ingestion du sédiment et un transport passif autour de leur zone d’alimentation 

(Fisher et al., 1980). Inversement, les convoyeurs vers le bas évoluent la tête vers le haut et 

ingèrent le sédiment de l’interface eau/sédiments pour le rejeter en profondeur (Smith et al., 

1986). Les régénérateurs sont des organismes fouisseurs qui transfèrent le sédiment profond vers 

la surface où il sera lessivé et remplacé par le sédiment de surface de l’interface eau sédiment 

(Gardner et al., 1987). Les diffuseurs à galeries, enfin, déblaient, construisent et bio-irriguent les 

terriers ce qui entraîne des mouvements de particules et de matière organique par bio-diffusion 

aux alentours de l’habitat et des mouvements de la surface vers le fond des galeries (Michaud et 

al., 2005).

Lors de ces activités de construction des terriers ou de bio-irrigation, la redistribution 

spatiale des particules observée entraîne donc celle des communautés bactériennes associées 

(Marinelli et al., 2002; Lucas et al., 2003; Mermillod-Blondin et al., 2004). Ces perturbations 

entraînent des changements en termes de biomasse et de croissance, d’activités métaboliques ou 

encore de structure de communautés (Kogure and Wada, 2005).

De plus, lors de l’activité d’alimentation, la faune ingère du sédiment et ainsi des micro-

organismes, entraînant la diminution de la biomasse bactérienne environnante (Moriarty et al., 

1985). Cependant, si certaines bactéries sont éliminées lors du passage à travers l’intestin de 

l’animal, d’autres sont capables d’y résister et d’augmenter en biomasse grâce à l’apport de 

nutriments et de matière organique (Plante et al., 1989; Plante and Mayer, 1994). Ces 

phénomènes sont souvent associés à un changement de structure des communautés microbiennes 

dans les sédiments (Plante and Mayer, 1996).



Chapitre I : Synthèse bibliographique

39

1.2.2.2.Processus modifiant  les conditions environnementales

La bio-irrigation est le processus le plus important dans les échanges de composés solubles 

entre les sédiments et la colonne d’eau (Galaktionov et al., 2003). Elle peut être passive et se fait 

par diffusion à travers l’interface eau/sédiments. Elle peut également être active par l’activité des 

organismes fouisseurs lorsqu’ils irriguent leur terrier afin d’oxygéner leur milieu et d’en éliminer 

les métabolites et les toxiques créant ainsi un flux d’eau (Meysman et al., 2006). 

La bio-irrigation permet ainsi l’apport d’oxygène et de solutés inorganiques par échange 

entre la colonne d’eau et les fluides appauvris, et stimule ainsi l’activité bactérienne aérobie 

comme anaérobie. Ce processus permet de propager plus profondément la couche de surface 

oxydée du sédiment (Figure 5). Les conditions physico-chimiques de l’environnement sont alors 

modifiées, ce qui peut provoquer une stimulation de l’activité bactérienne (Juniper, 1981; Aller 

and Yingst, 1985; Aller and Aller, 1998).

En effet, la ventilation des terriers et l’excrétion d’ammonium par les organismes dans les 

terriers, stimulent la nitrification, tandis que la dénitrification est facilitée par la pénétration 

accrue de nitrates dans des couches de sédiment périodiquement anoxiques (bio-irrigation 

intermittente). En outre, la présence de micro-niches oxiques (poche d'oxygène dans les 

sédiments réduits) et de micro-environnements anoxiques (pelotes fécales dans la couche oxique) 

renforce la proximité et les échanges entre nitrification et dénitrification. Il en résulte un couplage 

plus marqué de ces deux processus, à la fois spatialement et temporellement (Svensson and 

Leonardson, 1996; Stief and de Beer, 2002; Gilbert et al., 2003; Laverock et al., 2011). De plus, 

les micro-niches anoxiques ainsi que l’augmentation de la matière organique liées à la 

construction des terriers et à leur maintenance assurent des conditions favorables à la sulfato-

réduction, qui sera également stimulée grâce à l’apport de composés oxydés dans le milieu 

(Bertics and Ziebis, 2010).

Le mode, la fréquence et l’amplitude de bio-irrigation varie selon l’organisme considéré 

(Francois et al., 1999; Gerino et al., 2003). De manière générale, ce mécanisme entraîne une 

alternance de conditions oxiques et anoxiques au rythme de l’activité des organismes (Brune et 

al., 2000).
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Figure 5 : Schéma conceptuel des connaissances acquises sur les cycles biogéochimiques dans un sédiment bioturbé 
(A) en comparaison à un sédiment non bioturbé (B) (Stauffert, 2011).

De manière générale, il apparaît que malgré la perte de biomasse provoquée par l’ingestion 

des sédiments, la bioturbation par la macrofaune conduit à une stimulation à la fois de la diversité 

et de l’activité des populations microbiennes (Juniper, 1981; Aller and Yingst, 1985). La 

bioturbation joue donc un rôle prépondérant sur les cycles biogéochimiques, les conditions 

physico-chimiques et le devenir de la matière organique dans les sédiments. Elle affecte ainsi les 

communautés bactériennes par l’apport ou le remaniement d’oxygène et de substrats, de 

nutriments et d’ions tels que les nitrates, les sulfates, l’ammonium, le fer, le manganèse ou encore 

les phosphates ainsi que par leur propre déplacement physique via le remaniement des sédiments 

(Yingst and Rhoads, 1980; Kogure and Wada, 2005).

Cependant la bioturbation par le macrozoobenthos, en modifiant les condition physico-

chimique des sédiments et la conformation topographique de l’interface eau/sédiments, change 

également la force des sédiments superficiels dans les quelques centimètres supérieurs, menant à 

leur déstabilisation et augmentant l’érodabilité (de Deckere et al., 2001).

1.2.3. Les contraintes physiques de remaniement

Dans la plupart des environnements, la position de l'interface oxie/anoxie est soumise à des 

variations temporelles. Dans le cas de sédiments, le dépôt de la matière organique fraîche, des 

inondations périodiques, les changements de l'activité microbienne influencée par les variations 

de température, ou des événements de mélange causés par la bioturbation ou le mouvement des 

vagues auront une incidence sur la position relative de l'interface oxie/anoxie, mais aussi tous les 

A B
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processus dépendants, induisant une série temporelle de changements environnementaux

successifs dans une localité donnée (Brune et al., 2000).

Le transport de sédiments à l’interface oxie/anoxie (modifiant ainsi sa position de façon 

temporelle et spatiale) est donc géré par deux processus physiques principaux : la remise en 

suspension et la sédimentation, qui peuvent être influencés par les composantes biologiques en 

intervenant sur l’érodabilité du sédiment (Figure 6) (Graf and Rosenberg, 1997; Le Hir et al., 

2007; Grabowski et al., 2011). 

Figure 6 : Modèle conceptuel des propriétés des sédiments et des processus qui affectent l’érodabilité des sédiments. 
Les différents facteurs intervenant sont liés, et l’impact net d’un des facteurs sur l’érodabilité naturelle des sédiments 
est dépendant des interactions entre les différents facteurs (Grabowski et al., 2011).

Les forces hydrodynamiques à l’interface eau/sédiment gouvernent la remise en suspension 

du sédiment. Elles sont typiquement dues aux courants tidaux, aux vagues et aux courants générés 

par les forces des vents (Mehta, 1988). Le processus de sédimentation est dépendant de la masse 

de sédiment en suspension, qui est spatialement et temporellement variable. Le profil de 

concentration est souvent fortement stratifié sur la profondeur de la colonne d’eau, avec des 

concentrations de matières en suspension (MES) au niveau  de la surface du sédiment qui peuvent 

être de 2 à 3 fois supérieurs à celles de l’eau de surface (Mehta, 1988). Cette zone correspond à 

la couche néphéloïde benthique, elle contient des quantités importantes de sédiments en 

suspension, qui peuvent être déposés et remis en suspension à partir de zones de dépôts

(Figure 7).
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Figure 7 : Schéma conceptuel, d’après Bauer et al. (2013), représentant le flux et le cycle du carbone, largement 
influencés par les processus de sédimentation et de remise en suspension de matière dans les écosystèmes côtiers.

Les turbulences au niveau de l’interface eau/sédiments favorisent l’échange de flux de 

composés minéraux ou organiques, de nutriments (Graf and Rosenberg, 1997), fournit une

stimulation de l'activité microbienne dans ce domaine, qui lui-même peut en outre influencer

l'agrégation et désagrégation (Wainright, 1987; Muschenheim et al., 1989; Wainright, 1990; 

Ritzrau and Graf, 1992). De plus, les variations de la charge particulaires au niveau de la zone 

néphéloïde benthique peuvent influencer le micro-phytobenthos, et donc la production primaire 

(Bauer et al., 2013), lui-même impliqué dans la stabilité du sédiment (Stal, 2010). Ces conditions 

particulières générant des fluctuations, impactent de façon majeure le fonctionnement de cet 

écosystème à l’interface eau/sédiments, à l’origine l’existence d'une faune bentho-pélagique 

spécifique et adaptée impliquée dans la chaîne alimentaire (Childress et al., 1989).

1.3. Minéralisation de la matière organique : compartimentation des 

processus biogéochimiques

En conséquence à cette exceptionnelle hétérogénéité, cet écosystème héberge une diversité 

importante de micro-organismes. Cette riche diversité permet une utilisation des ressources et 

des capacités de dégradation et de minéralisation de la matière organique (MO) selon une 

efficacité maximale, dans des conditions environnementales et des apports en nutriments 

changeants (Mendelssohn et al., 2012). La MO est dégradée, au sein des sédiments, par des 

processus microbiens en conditions d’oxie et d’anoxie. Les études se sont intéressées pour la 

plupart à la détermination des taux de dégradation en conditions strictement oxiques ou 

strictement anoxiques. Il en découle un grand débat depuis la dernière décennie mettant en cause
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l’efficacité de minéralisation de l’une ou l’autre condition et leur rôle dans le stockage de la MO

dans les sédiments. Mais dans un environnement si complexe que représente l’interface 

eau/sédiments, soumis régulièrement à de nombreux bouleversements affectant les conditions 

physico-chimiques, physiques et biologiques, la compréhension des mécanismes du devenir de 

la MO dans ces seules conditions reste très limitée.

Les taux de dégradation de la MO dans les sédiments dépendent de plusieurs facteurs tels 

que sa constitution (concentration en protéines, cellulose, lignine...), de son temps de résidence 

(niveau de décomposition), de la température ambiante (fonction de la saison) ainsi que de la 

biomasse bactérienne (Kristensen, 2000). Les principales sources de MO dans les milieux marins 

côtiers proviennent du phytoplancton et du phytobenthos, ainsi que des différents apports 

provenant du continent et de l’océan (Chen and Borges, 2009).

Les procaryotes sont responsables d’une partie de la dégradation du carbone organique. Les 

bactéries aérobies sont capables de réaliser une minéralisation totale des substrats organiques 

avec l’oxygène comme accepteur d’électrons, en H2O, CO2, nutriments inorganiques et biomasse 

cellulaire (Canfield, 1994). Lorsqu’une partie de la MO se trouve dans des zones anoxiques, ce

sont des consortia de procaryotes anaérobies, par divers métabolismes (dénitrification, ferri-

réduction, manganèse-réduction, sulfato-réduction, fermentation, méthanogenèse), qui prennent 

le relais de sa décomposition conduisant à sa minéralisation totale ou non (Lovley, 1991; 

Wakeham et al., 2006). Parmi ces métabolismes, la sulfato-réduction est responsable de la plus 

grande partie de l’oxydation de la MO, pouvant équivaloir celle réalisée par les métabolismes 

aérobie dans les sédiments côtiers (Jørgensen, 1977, 1982). La MO non dégradée est ensuite 

séquestrée dans les sédiments.

Dans des environnements soumis à des perturbations permanentes du sédiment, les

conditions sont si complexes et la structuration si hétérogène que la conceptualisation généraliste 

de ce type d’environnement est quasiment impossible à réaliser. Les oscillations oxie/anoxie 

résidant dans ces milieux ne permettent pas des études se cantonnant simplement à des conditions 

strictement oxiques ou strictement anoxiques (Aller, 1994). Ces milieux représentent donc des 

environnements très particuliers n’ayant reçu, de manière surprenante, que peu d’attention.

Quelques auteurs se sont intéressés au devenir de la MO soumise aux oscillations

oxie/anoxie, avec pour objectif d’évaluer l’impact de ces variations sur la décomposition du

carbone organique (Sun et al., 1993; Aller, 1994; Sun et al., 2002; Caradec et al., 2004; Abril et 

al., 2010). La plupart de ces travaux se sont intéressés à la dégradation du phytoplancton et plus 

précisément des lipides provenant des micro-algues, représentant la source majeure des détritus

organiques dans les sédiments marins. G. Abril et ses collaborateurs (2010) se sont intéressés aux 
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processus biogéochimiques intervenant dans la minéralisation de la MO niveau de zones chargées 

en matières en suspension d’un estuaire, lieu intense de la minéralisation de MO provenant du 

continent. Pour l’ensemble de ces études, l’efficacité de dégradation a été comparée dans des 

conditions oxiques, anoxiques et oscillantes, le plus souvent en bioréacteurs.

R.C. Aller (1994) démontre que les oscillations redox stimuleraient les métabolismes

bactériens par remaniement permanent des nutriments disponibles dans les sédiments ce qui

augmenterait l’efficacité de dégradation de la MO en minimisant son stockage. Il suggère

également que cette efficacité serait dépendante de la fréquence des oscillations qui déterminerait 

l’adaptation des micro-organismes (consortia), leur potentiel de dégradation et la synthèse de 

biomasse. Dans ce sens, M.Y. Sun et ses collaborateurs (2002) montrent que la fréquence des 

oscillations détermine effectivement la dynamique des communautés bactériennes et que plus les 

oscillations sont fréquentes (un jour d’oxie suivi d’un jour d’anoxie dans ce cas), plus la 

dégradation des lipides est rapide. De plus, les oscillations régulent l’activité microbienne et la 

dégradation des lipides tout en minimisant l’accumulation de métabolites intermédiaires. S. 

Caradec et ses collaborateurs (2004) ont montré également que les changements dans les 

conditions redox affectent de manière significative le devenir des lipides. Enfin, G. Abril et ses 

collaborateurs (2010) ont observé une stimulation de la minéralisation de la MO lors des périodes 

de ré-oxydation, à des taux supérieurs de ceux observés en conditions d’oxie permanente, sauf 

en cas de période d’anoxie trop longue. Le recyclage répété de la biomasse bactérienne dû au 

changement des conditions d’oxydo-réduction, augmenterait la quantité de MO labile disponible 

et permettrait la dégradation de la MO réfractaire par des processus de « co-oxydation » (Aller, 

1998). A ce processus peut s’ajouter la remise à disposition permanente de composés oxydés 

pour l’oxydation de la MO, qui expliqueraient l’efficacité de re-minéralisation de la matière 

récalcitrante à l’interface eau/sédiments (Aller, 1998).

Malgré ces quelques conclusions prometteuses, le fonctionnement biogéochimique et la 

dynamique des communautés bactériennes dans ce type d’environnements restent des

thématiques très peu documentées et le devenir des contaminants tels que les hydrocarbures reste 

à explorer. La difficulté réside aussi dans le fait que les expérimentations in situ sont quasi 

irréalisables.
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Ecosystèmes soumis à des conditions environnementales fluctuantes : 

capacités de réponse et d’adaptation des communautés microbiennes

Les micro-organismes répondent naturellement aux variations de facteurs de leur 

environnement (physico-chimiques, biologiques) en faisant face à ces nouvelles conditions 

environnementales. Ils mettent en place des mécanismes d'acclimatation physiologiques afin de 

survivre et de maintenir un certain niveau d’activité face à cette perturbation. Ces stratégies 

d'adaptation et d'acclimatation créent des coûts physiologiques au niveau de l'organisme et 

peuvent modifier la composition de la communauté microbienne active. A leur tour, les processus 

engendrés, pourront également modifier les caractéristiques de l’environnement proche (Schimel

et al., 2007).

Figure 8 : Représentation schématique des interactions environnement/physiologie microbienne, composition de la 
communauté et processus de l'écosystème (modifié d'après Schimel et al., 2007).

2.1.Réponse écologique des communautés microbiennes face aux variations 

des conditions environnementales

Le comportement de la communauté microbienne dans des environnements perturbés reste 

encore difficile à mesurer et à prédire. Comprendre les facteurs de stabilité de la communauté 

microbienne, est important pour prédire la réponse de la communauté à la perturbation (Shade et 

al., 2012). De manière générale, une perturbation provoque une réponse différente selon la 

composition et les capacités de la communauté microbienne (Allison and Martiny, 2008; Nogales

et al., 2011). Une communauté adaptée peut montrer une résistance à la perturbation conduisant 

au maintien relatif de sa structure et de ses capacités métaboliques, dépendante de l’intensité de 
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la perturbation (Degens et al., 2001; Philippot et al., 2008). Si la communauté est adaptée mais 

sensible à la perturbation, la communauté peut être altérée mais se montrer capable de revenir à 

sa structure initiale (résilience) (Girvan et al., 2005; Tobor-Kapłon et al., 2006). Ce phénomène 

peut être dû à la flexibilité métabolique et à la tolérance physiologique des micro-organismes, à 

des taux de croissance rapide ou encore une évolution adaptative (transferts horizontaux) des 

micro-organismes.

Dans le cas d’une communauté sensible et non résiliente, la composition de la communauté 

va être modifiée. Au cours de la perturbation ou dans les situations post perturbation, tous les 

taxons de la communauté ne sont pas égaux. Certains, par leurs capacités à s’adapter à la nouvelle 

situation, peuvent prendre le dessus sur les autres et en conséquence accroître leurs

représentations au sein de la communauté. La nouvelle communauté peut montrer des capacités 

fonctionnelles totalement différentes. Dans ce cas, partant du principe que chaque espèce assure 

une part du processus de façon irremplaçable, la fonction globale de la communauté est modifiée.

La communauté peut également montrer des capacités métaboliques similaires à la

communauté d’origine (redondance fonctionnelle). Dans ce cas, le processus étudié est peu

affecté par le changement de la biodiversité, chaque espèce étant capable d’assurer le processus 

considéré à la place des espèces supprimées. La nouvelle communauté peut présenter des taxa 

qui sont fonctionnellement redondants avec l’ancienne communauté, ou alors des taxa 

fonctionnant différemment mais la fonction globale est assurée de la même manière (Loreau et 

al., 2002).

Figure 9 : Schéma conceptuel de l’effet d’une perturbation sur les communautés microbiennes (Allison and Martiny, 
2008).
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Ainsi, le lien existant entre diversité et fonction d’un écosystème est complexe et dépend 

fortement des atouts fonctionnels de chacun de ses membres (Swift et al., 2004). Une

expérimentation sur le rôle fonctionnel des bactéries en milieu contrôlé avec des assemblages

« artificiels » a été conduite avec l’objectif de trouver une relation espèce/processus (Bell et al., 

2005). A travers l’étude du processus de la respiration bactérienne, ces auteurs confirment que 

les interactions synergiques entre les espèces bactériennes ainsi que la composition des

communautés sont des facteurs importants qui jouent sur un rôle fonctionnel dans l’écosystème. 

Par conséquent, la réponse fonctionnelle des bactéries dépend de l’assemblage dont elles font 

partie (Hansen et al., 2007). Afin d’explorer les relations entre les fonctions des écosystèmes et 

la diversité, plusieurs aspects différents de la diversité doivent être pris en compte : la richesse 

des espèces, la présence d'espèces clé et le nombre de groupes fonctionnels (Bengtsson, 1998).

2.2. Réponse aux fluctuations oxie/anoxie des conditions environnementales

Dans un environnement stratifié, les communautés microbiennes adoptent généralement 

une répartition verticale. Néanmoins, les variations de la position relative de la limite oxique-

anoxique peuvent nécessiter des adaptations particulières permettant à un micro-organisme de 

coloniser des micro-niches caractérisées par un état fluctuant de l'oxygène. Beaucoup de bactéries 

anaérobies tolérantes à l’oxygène sont bien adaptées pour survivre au stress oxydatif. Un

phénomène plus intéressant, cependant, est la capacité récemment découvert des bactéries

généralement considérées comme « anaérobies strictes » à maintenir un métabolisme énergétique

fonctionnel en présence de -ou même sur la base de- l'oxygène moléculaire (Brune et al., 2000).

2.2.1. Relations des micro-organismes à l’oxygène

L'oxygène a deux facettes. D'un côté, c'est l’accepteur terminal d'électrons de la respiration 

aérobie, le moteur le plus efficace du métabolisme énergétique. D'un autre côté, l'oxygène est 

toxique en raison du fait que la réduction de l’O2 moléculaire crée des espèces réactives de 

l'oxygène tel que l'anion superoxyde, le peroxyde, et le radical hydroxyle (Fenchel and Finlay, 

2008). De manière générale, les micro-organismes qui vivent en présence d'oxygène, sont 

qualifiés d’aérobies (signifiant «vivre avec l'oxygène»), tandis que ceux qui vivent en absence 

d'oxygène sont dits anaérobies (Figure 10). Cette discrimination est à la fois physiologiquement

et biogéochimiquement importante.
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Figure 10 : Schéma descriptif des différents besoins en oxygène des micro-organismes.

Dans tous les micro-organismes aérobies, les formes toxiques de l'oxygène formées comme

sous-produits du métabolisme aérobie, vont être rapidement dégradées. En effet, ces micro-

organismes dégradent rapidement ces espèces agressives avec des enzymes telles que la catalase, 

la peroxydase ou la superoxyde dismutase. De nombreux micro-organismes, qui sont anaérobies 

stricts, ne possèdent pas ces enzymes et ne sont donc pas capables de se développer en présence 

d'oxygène, du fait notamment de ce manque. 

Certains micro-organismes ont besoin d'oxygène pour leur respiration, et pourtant ils sont 

tués si la concentration en O2 est trop élevée. Ces micro-organismes, dits micro-aérophiles, se 

développent de façon optimale à la limite inférieure de la zone de diffusion de l’O2, entre la zone 

oxique (contenant de l'oxygène) et la zone anoxique (sans oxygène). Les micro-organismes 

micro-aérobies présentent des exigences très spécifiques quant à la concentration en O2 de leur 

environnement (Fenchel and Finlay, 2008). De nombreuses espèces microbiennes ne semblent 

prospérer qu’à une gamme de concentration en oxygène très limitée et ceci pour différentes 

raisons. Les bactéries chimiolithotrophes qui oxydent les sulfures ou réduisent le fer sont en 

compétition avec l'oxydation spontanée des sulfures, et elles doivent donc vivre à proximité de

la source anaérobie de leur substrat. Les conditions de micro-aérobie constituent donc un repère

pour un habitat convenable. Aussi, à travers leur consommation simultanée d'oxygène et sulfure, 

ces micro-organismes créent des gradients chimiques, améliorant ainsi les flux diffusifs opposés. 

Ces organismes sont dits organismes de gradient et ils dépendent de ces gradients chimiques

abrupts pour leur subsistance (Jørgensen, 2000). Certains micro-organismes, tels que 

Azospirillum spp.,  qui ont la capacité de fixer le N2 nécessitent une faible concentration en O2

ambiante afin de garantir l’anoxie intracellulaire nécessaire pour ce processus (Krieg and 

Hoffman, 1986). Enfin, de nombreux autres types physiologiques bactériens, peuvent être micro-
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aérophiles et se développer à des concentrations en O2 bien définies, du fait des coûts énergétiques

qu’exige la protection contre les formes toxiques de l'oxygène (Jørgensen, 2000). 

D’autres micro-organismes, les bactéries anaérobies non-obligatoires (ou facultatives),

peuvent vivre à la fois au niveau des zones oxique et anoxique des sédiments (Jørgensen, 2000).

2.2.2. Effet de l’oxygène sur des micro-organismes pendant longtemps 

qualifiés d’anaérobies stricts

2.2.2.1.Micro-organismes sulfato-réducteurs et oxygène

Jusqu’en 1990, les MSR étaient considérés comme des organismes anaérobie stricts, 

cependant, des études d’exposition de cultures pures de bactéries sulfato-réductrices (BSR) à 

l’oxygène ont démontré que certains de ces micro-organismes étaient encore viables après 

quelques heures voire plusieurs jours d’exposition (Fukui and Takii, 1990; Kjeldsen et al., 2004). 

De plus en plus d’études montrent qu’ils sont capables de tolérer l’oxygène (Dilling and 

Cypionka, 1990; Cypionka, 2000; Dolla et al., 2006; Santana, 2008).

Les MSR ont développé différentes stratégies en réponse à la présence d’O2 dans 

l’environnement : l’agrégation, la migration vers les zones anaérobies, des réponses de type 

aérotactisme (Krekeler et al., 1998; Dolla et al., 2006; Brioukhanov and Netrusov, 2007). 

Certains MSR disposent de mécanismes de détoxification pour se protéger de ces composés, qui 

reposent sur l’action d’enzymes spécifiques comme la Superoxyde Dismutase (SOD), la 

Superoxyde Réductase (SOR), la catalase et la péroxydase (Lombard et al., 2000; Coulter and 

Kurtz, 2001). Cependant, certains sulfato-réducteurs ont également la faculté de le respirer (i.e. 

de l’utiliser comme accepteur final d’électron), telles que les souches Desulfobulbus propionicus, 

Desulfococcus multivorans, Desulfobacterium autotrophicum, et chez certaines Desulfovibrio

(Dilling and Cypionka, 1990). Ainsi, ces organismes peuvent survivre sous des conditions micro-

oxiques où ils respireraient l’oxygène ou également le nitrate (Dannenberg et al., 1992). 

D’ailleurs, Desulfovibrio desulfuricans est capable de passer de la réduction du sulfate à celle du 

nitrate ou de l’oxygène en une minute lors d’une modification des conditions environnementales 

(Cypionka, 1994). Ces études ont permis d’expliquer la présence des MSR dans notamment des 

zones oxiques de sédiments marins et estuariens (Jørgensen, 1977; Sahm et al., 1999).
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2.2.2.2.Micro-organismes méthanogènes et oxygène

Bien que les archées méthanogènes soient incapables de croître ou de former du méthane 

en présence d'oxygène (Thauer, 1998), elles montrent une certaine tolérance lorsque l’oxygène 

est présent en petite quantité (Brioukhanov and Netrusov, 2007). Les premières démonstrations 

de leur capacité à survivre à des expositions courtes à l’oxygène fut apportée dans les années 

1970 sur les archées du genre Methanosarcina et Methanobacterium (Zhilina, 1972; Zehnder and 

Wuhrmann, 1977), puis d’autres études ont suivi, montrant que cette tolérance à l’oxygène est 

très variable d’une souche à l’autre. Ainsi, la viabilité des souches Methanococcus voltae et M. 

vannielii, est diminuée de 100 x sur une période de 10h en présence d’oxygène. Au contraire les 

archées Methanobrevibacter arboriphilus et Methanobacterium thermoautotrophicum peuvent le 

tolérer pendant plusieurs heures, et Methanosarcina barkeri peut survivre à des expositions 

supérieures à 24h (Zhilina, 1972; Kiener and Leisinger, 1983). Cette adaptation a également été 

mise en évidence dans l’environnement car des archées méthanogènes ont été détectées dans des 

habitats qui ne sont pas strictement anoxiques (Kusel and Drake, 1995; Wagner et al., 1996) et 

certaines étaient métaboliquement actives (Hirasawa et al., 2008). Enfin, la capacité à réaliser la 

méthanogénèse et la réduction de l’oxygène simultanément a été démontrée chez 

Methanobrevibacter cuticularis (Tholen et al., 2007).

Les méthanogènes ont ainsi développé plusieurs systèmes en réponse à la présence de 

l’oxygène : une activité superoxyde dismutase (SOD), la formation d’agglomérats, l’attachement 

à des particules organiques, et la formation de consortia avec des micro-organismes anaérobie 

facultatifs qui atténuent les effets du stress oxydatif sur les cellules (Zhilina, 1972; Kirby et al., 

1981; Kiener and Leisinger, 1983; Kato et al., 1993).

2.3. Réponse aux perturbations d’origines anthropiques, avec les 

hydrocarbures comme polluant majeur

Les activités d'origine humaine ont un impact important sur les écosystèmes marins. Les 

pressions exercées sont variées et résultent de nombreuses activités telles que le développement 

urbain, le transport maritime, la pêche, le tourisme, les activités agricoles et industrielles, etc.

(Islam and Tanaka, 2004; Halpern et al., 2007; Halpern et al., 2008; Nogales et al., 2011). Toutes 

ces activités ont un effet sur toutes les composantes de la chaîne alimentaire marine, des micro-

organismes aux animaux prédateurs en haut de la chaîne trophique. Un récent rapport a analysé 

l'impact écologique des activités humaines dans les océans du monde entier en mettant l'accent 
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sur les facteurs de stress qui pourraient être évalués à l'échelle mondiale (Halpern et al., 2008). 

Selon cette étude, plus d'un tiers des océans de la planète (41%) ont été identifiés comme étant 

moyennement à hautement impactées et certaines régions, qui représente 0,5% des océans mais 

une surface d'environ 2,2 millions de km2, ont été identifiés comme hautement impactées. Les 

activités d'origine humaine sont directement ou indirectement impliquées dans toutes les menaces 

qui pèsent sur les écosystèmes océaniques et en accord avec cela, si l'on considère l'échelle 

mondiale, la majorité des régions avec des niveaux d'impact les plus faibles sont des zones où 

l'accès des personnes est limité, telles que les zones polaires. Les niveaux d’impacts les plus 

élevés correspondent aux zones côtières et de plateau océanique (< 200m de profondeur), 

correspondant aux zones exploitées de manière intensive et recevant également l'influence des 

activités terrestres.

Les composés pétroliers constituent le polluant organique le plus abondant dans les mers et 

les océans (Spormann and Widdel, 2000). En effet, les apports d’hydrocarbures dans les milieux 

marins ont été estimés entre 1,3 à 8,8 Mt/an (Berthe-Corti and Nachtkamp, 2010). Le 

déversement sans précédent du DeepWater Horizon dans le Golfe du Mexique en 2010 est un 

exemple majeur des accidents pétroliers encore possibles à l’heure actuelle et dont l’impact sur 

l’environnement est dramatique (Reddy et al., 2012).

2.3.1. Pourquoi le pétrole est-il toxique ?

La toxicité du pétrole et son impact sur le vivant sont principalement déterminés par sa 

composition chimique. Pétrole et gaz naturel sont issus de matières biologiques dont la 

composition a été modifiée par la diagenèse durant des millions d'années pour produire le 

mélange complexe de composés hydrocarbonés et non hydrocarbonés qui constituent ces 

combustibles fossiles. Des recherches basées sur la spectrométrie de masse en ultra haute 

résolution ont permis l’identification de plus de 20 000 composés chimiques distincts (Marshall 

and Rodgers, 2004; Marshall and Rodgers, 2008). En règle générale, tous les pétroles bruts sont 

constitués des mêmes types d'hydrocarbures moléculaires. Toutefois, la proportion de molécules 

spécifiques dans le pétrole brut à partir d'un réservoir donné dépend de l'emplacement, la 

profondeur et l'âge du réservoir. 

2.3.1.1.Composition du pétrole brut

Un pétrole est typiquement constitué de composés hydrocarbonés, saturés et aromatiques, 

de composés polaires (molécules hétérocycliques tels que composés oxygénés, soufrés et azotés),

et de composés plus complexes comme les résines et asphaltènes, récalcitrants à la dégradation 
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(Figure 11). On trouve également des insaturés en faible proportion (les alcènes et les alcynes, 

possédant une ou plusieurs doubles ou triples liaisons, respectivement), et des métaux à l’état de 

traces, notamment du soufre, du vanadium et du nikel (généralement associés aux asphaltènes), 

du fer, du cuivre et de l’uranium (Yemashova et al., 2007). Les composés du pétrole sont 

généralement regroupés en 4 classes : Saturés, Aromatiques, Résines et Asphaltènes (SARA) ; 

obtenues par fractionnement du pétrole brut selon l’analyse des fractions SARA permettant 

l’analyse des composés d’un pétrole (Harayama et al., 1999). La classification des pétroles légers 

à lourds repose sur la proportion respective que représente chacune de ces familles (Tissot, 1984).

Figure 11: Classification opérationnelle des composants du pétrole brut sur la base du système de fractionnement 
SARA (Saturés-Aromatiques-Résines-Asphaltènes), avec une des structures représentatives pour chaque fraction. 
D’après McGenity (2014), modifié de Whitby (2010).

Les hydrocarbures saturés constituent la fraction la plus importante du pétrole brut. Ces 

composés, ne possédant pas de double ou triple liaisons, regroupent les alcanes linéaires, les 

alcanes ramifiés, et les cycloalcanes (Harayama et al., 1999). Les alcanes linéaires (n-alcanes, 

CnH2n+2) ont une longueur qui varie de 7 à 40 atomes. Les alcanes ramifiés peuvent posséder un 
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groupement méthyle (iso ou antéiso-alcanes) ou plusieurs groupements méthyles (isoprénoïdes). 

Les cycloalcanes (CnH2n) sont constitués de un ou plusieurs composés cycliques à 5 ou 6 atomes 

de carbone le plus souvent substitués, dont certaines molécules à haut poids moléculaires (C19-

C30), particulièrement résistantes à la biodégradation, peuvent être utilisés comme bio-

marqueurs de pétrole brut (e.g., αβ-hopanes ; Prince et al. (1994)).

La fraction des hydrocarbures aromatiques représente la deuxième fraction la plus 

importante constituant le pétrole brut. Parmi les hydrocarbures aromatiques, on compte les 

hydrocarbures monoaromatiques, contenant un seul noyau benzénique, rassemblant les

molécules de benzène, toluène, éthylbenzène et xylène, appelés plus communément les BTEX, 

et les hydrocarbures aromatiques polycyliques (HAP). Ces derniers font partie d’une famille 

extrêmement diversifiée avec près de 100 composés organiques contenant deux ou plusieurs 

noyaux benzéniques fusionnés. Ils sont thermodynamiquement stables et possèdent des points de

fusion et d’ébullition très élevés avec une faible solubilité dans l’eau. Les propriétés chimiques 

et leur devenir dans l’environnement dépendent étroitement du nombre de cycles aromatiques 

présents, et de la nature de leur assemblage. Les HAP sont généralement divisés en composés à 

faible poids moléculaire (contenant 2 à 3 cycles aromatiques) et composés à haut poids 

moléculaire (contenant 4 cycles aromatiques et plus). Leur hydrophobicité, leur récalcitrance à la 

biodégradation et leur toxicité augmentent avec le nombre de cycles aromatiques. Les HAP à 

faible poids moléculaire sont plus solubles et volatils et présentent moins d’affinités avec les 

surfaces que ceux à haut poids moléculaire, qui ont une tendance à s’accumuler dans les 

environnements. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques alkylés font partie des HAP 

substitués. L’alkylation, au sens large, est la réaction chimique par laquelle un groupe alkyle est 

introduit dans un composé organique par addition ou substitution. Dans le cas des HAP, la 

substitution sur un cycle aromatique rend leur dégradation difficile. En effet, leur présence 

semblerait inhiber l’orientation et l’accessibilité des HAP vis à vis des dioxygénases (Seo et al., 

2009). Les HAP alkylés sont donc plus récalcitrants encore à la dégradation que les composés 

parents desquels ils dérivent.

2.3.1.2.Impact sur le vivant

Les dommages environnementaux causés par une pollution pétrolière touchent les 

différents compartiments terrestres : l’atmosphère, la colonne d’eau et le sédiment, impactant 

tous les niveaux trophiques, à travers plusieurs mécanismes (Mendelssohn et al., 2012).

En premier lieu, le déversement de grandes quantités de pétrole brut notamment sous forme 

de nappe de pétrole telles que les marées noires va être à l’origine de dégradations importantes
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du biotope et de l'écosystème via l'asphyxie du milieu. Ceci peut être la conséquence directe du 

recouvrement des milieux, « mazoutage » des organismes vivants (faune et flore), absorption par 

la peau ou les structures respiratoires. Le revêtement affecte les échanges gazeux, la régulation 

de la température, ou d’autres processus de maintien de la vie. Puis de façon indirecte, l’apport 

de matière organique fraîche qui va être dégradée par les processus microbiens va induire 

l'appauvrissement du milieu en oxygène.

Le pétrole brut, étant un mélange très complexe d’hydrocarbures et d’autres molécules, 

génère des stress très disparates dépendant des propriétés physico-chimiques diverses de ces 

composés ayant également des potentiels de dégradabilité variés. Cependant, il est admis de façon 

générale que l’augmentation du nombre de carbone, rend les hydrocarbures moins bio-

disponibles, volatiles et solubles (plus hydrophobes) et ils auront tendance à s’adsorber plus 

facilement, bien que le degré d’aromaticité, la position des cycles et des branchements peuvent 

modifier cette règle générale (Harms et al., 2010).

Les composés bio-disponibles dans le milieu ont un impact néfaste sur les espèces et 

biocénoses par leur toxicité associée à leur ingestion. En particulier les animaux filtreurs vont 

bio-accumuler une fraction des éléments composant le pétrole, ces produits vont contaminer le 

réseau trophique. Les animaux benthiques qui se nourrissent par broutage des sédiments de 

surface peuvent ainsi être exposés par ingestion de composés pétroliers adsorbés au niveau du 

sédiment (Muijs and Jonker, 2010). Les effets toxiques du pétrole sur des espèces de poisson ont 

été documentés (Whitehead et al., 2012). Bohne-Kjersem et al. (2009) ont notamment montré

d'importants changements dans la composition des protéines du plasma ; 137 protéines étaient 

exprimées différemment, selon le niveau d'exposition au pétrole brut et bon nombre des 

changements survenus apparaissaient après de faibles niveaux d'exposition (protéines du système 

immunitaire, de la fertilité, associées à l’apoptose, du métabolisme des acides gras …). 

Les hydrocarbures aromatiques correspondent aux composés du pétrole les plus 

préoccupants en terme notamment de santé humaine, certains HAP ayant été listés comme 

polluants prioritaires (ATSDR, 1995). Ces molécules sont reconnues comme étant toxiques, 

mutagènes et cancérigènes (Doyle et al., 2008). Leur hydrophobicité, leur récalcitrance à la 

biodégradation et leur toxicité, augmentent avec le nombre de cycles aromatiques. Les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques alkylés font partie des HAP substitués et présentent 

une toxicité non négligeable. En plus des hydrocarbures la toxicité d’un pétrole est également 

liée à la présence de métaux. 
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L’état d’altération d’un pétrole, c’est-à-dire la modification de ses propriétés physico-

chimiques, modifie l'efficacité de ces mécanismes (toxicité, les voies d'exposition, la 

biodisponibilité) à impacter les environnements et la biocénose.

2.3.2. Lorsque les hydrocarbures pétroliers menacent l'environnement suite 

à un déversement

La composition chimique et la nature physique du pétrole brut évoluent à partir du moment 

où il est déversé dans les environnements marins, sous l’action des événements climatiques :

selon les vents, les vagues, les courants d'eau, exposition à la lumière, et la température, mais 

également en fonction du type de pétrole et de la disponibilité des nutriments (McGenity et al., 

2012; McGenity, 2014), influençant son devenir. Les processus d'altération comprennent 

l’étalement, l'évaporation, la photo-oxydation, l’émulsification, la dissolution, la dispersion, la 

sédimentation, et l'oxydation microbienne/biodegradation (Figure 12). Ces différents 

mécanismes vont altérer le pétrole, modifiant ainsi ces propriétés physiques, chimiques et sa 

toxicité, pour conduire à court, moyen ou long-terme à l’élimination de ces différents 

constituants. 

Figure 12 : Schéma conceptuel des processus intervenant dans le devenir des composés pétroliers en milieu marin 
et échelle de temps associée. D'après Miralles (2007).
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Au moment du déversement, le pétrole brut « frais », généralement moins dense que l’eau 

de mer s’étale en surface formant une nappe de pétrole qui se disperse facilement à partir de la 

source, en fonction de sa viscosité. L’étendue et le devenir de cette nappe sont également 

intimement liés au vent, aux vagues et à la température (Dutta and Harayama, 2000).

Rapidement, les composées du pétrole les plus volatiles, les plus solubles dans l’eau,

c’est-à-dire les molécules de faible poids moléculaire (température d’ébullition < 250°C) vont 

respectivement être éliminées du pétrole par évaporation et dissolution. Ainsi, en quelques 

heures, un quart, un tiers, parfois jusqu’à la moitié du volume déversé part dans l’atmosphère, 

sous forme de gaz et d’aérosols (Venosa and Zhu, 2003). En parallèle, la dissolution de composés 

du pétrole dans la colonne d’eau concerne environ 1% de la masse du pétrole, comprenant 

notamment des hydrocarbures aromatiques fortement toxiques. L’impact de ce processus peut 

donc être très important d’un point de vue toxicologique (Sebastiao and Soares, 1995; Harayama

et al., 1999). Les composés dissous dans l’eau, représente une fraction bio-disponible pour les 

micro-organismes, acteurs majeurs de la minéralisation des hydrocarbures de pétrole brut (Head

et al., 2006; Yakimov et al., 2007).

En surface des eaux, la nappe de pétrole est exposée à la photo-oxydation. Cette réaction 

d’oxygénation se produit sous l’action du dioxygène (O2) et des rayonnements solaires (UV). Les 

hydrocarbures aromatiques sont les plus sensibles à ce processus de par la présence de leur cycle 

aromatique, les alcanes étant plus résistants. Le haut poids moléculaire et les substitutions alkyles 

augmentent cette sensibilité (Garrett et al., 2003). La photo-oxydation conduit à la formation de 

molécules plus solubles et ainsi plus facilement biodégradables (Dutta and Harayama, 2000).

Sous l’action des courants et des vagues, des émulsions eau-dans-huile (« mousse au 

chocolat ») ou huile-dans-eau se forment. Ce phénomène d’émulsification modifie 

considérablement les propriétés du pétrole puisqu’il peut incorporer plus de 80% d’eau, ce qui, 

par conséquent, augmente sa viscosité et son volume. Les émulsions huile-dans-eau sont 

constituées d’hydrocarbures à haut poids moléculaires et sont difficilement biodégradables. A 

contrario, les émulsions eau dans-huile sont moins stables et facilitent la biodégradation des 

hydrocarbures (Venosa and Zhu, 2003).

Ces différentes altérations rendent le pétrole plus visqueux, sa densité augmente, les 

particules de pétrole sont plus susceptibles de coaguler, ils peuvent également s’agglomérer avec 

des particules sédimentaires (Sebastiao and Soares, 1995; Lipiatou et al., 1997; Gogou et al., 

2000). Lorsque la densité des résidus goudronneux excède celle de l'eau de mer, le pétrole passe 

alors de la surface et de la colonne d’eau vers le fond marin, il sédimente.



Chapitre I : Synthèse bibliographique

57

Néanmoins, les nappes de pétrole atteignent fréquemment les zones intertidales, avec 

différents degrés d’altération en fonction de la localisation de la source de déversement et donc 

au temps d’exposition au différents mécanismes cités ci-dessus (McGenity, 2014). En effet sous 

l’action des vagues et des marées les nappes de pétroles dérivent vers les côtes et se déposent sur 

les sédiments intertidaux. Dans les zones de faible énergie marémotrice et houlomotrice, la nappe 

de pétrole va être piégée au niveau des sédiments et de la végétation,  les courants d’eau étant 

trop faibles pour évacuer le pétrole déposé. De plus, l'abondance de minéraux argileux couplés

avec des charges organiques élevées dans ces zones encourage la sorption des hydrocarbures les 

plus hydrophobes (Rivas, 2006). Ainsi, suite à la catastrophe pétrolière du DeepWater Horizon 

en 2010, des concentrations s’élevant à plus de 510 mg de pétrole brut par g de sédiments de 

surface (sur les 2 premiers centimètres) ont pu être détectées dans une baie du Golfe du Mexique 

(Lin and Mendelssohn, 2012).

Le dépôt de sédiments frais et l’action de la macrofaune (e.g. la bioturbation) peuvent alors 

entraîner l'enterrement d'hydrocarbures déposés ou sédimentés au niveau des sédiments jusque 

dans les zones de faible potentiel redox (Brion and Pelletier, 2005) où ils peuvent être séquestrés 

pour de nombreuses décennies (White et al., 2005). Ces hydrocarbures séquestrés seront donc 

peu bio-disponibles pour les processus de biodégradation aérobie par les micro-organismes 

(Button et al., 1992). Cependant, ces hydrocarbures peuvent à nouveau devenir accessibles par 

leur remobilisation, resuspension et désorption, suite à des perturbations naturelles telles que la 

houle ou la bioturbation, ou anthropiques tels que le dragage, le chalutage…. Cette accessibilité

est une épée à double tranchant puisqu’elle améliore le potentiel de biodégradation (en favorisant 

la biodégradation aérobie (Eggleton and Thomas, 2004)), tout en augmentant le risque pour le

biote (Venosa et al., 2010; McGenity, 2014).

2.3.3. Sélection des micro-organismes hydrocarbonoclastes en réponse à la 

pollution

Une exposition à une contamination par les hydrocarbures peut se traduire par des effets 

sur la biomasse, l’activité métabolique, la structure et la diversité taxonomique ou fonctionnelle 

d’une communauté microbienne. En général, cette contamination provoque l’inhibition de la 

croissance de certains membres de la communauté au profit d’organismes hydrocarbonoclastes, 

plus adaptés aux nouvelles conditions environnementales (MacNaughton et al., 1999; Yakimov

et al., 2005; McGenity et al., 2012). Il y a donc une sélection des micro-organismes capables 

d’utiliser la nouvelle source de carbone et d’énergie et restructuration de la communauté 

d’origine. 
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Les bactéries hydrocarbonoclastes sont largement distribuées dans divers habitats comme 

les milieux marins, les milieux d’eau douce ou encore les sols (Atlas, 1981; van Hamme et al., 

2003). Elles sont relativement peu abondantes dans un environnement vierge, de l’ordre de 0,1% 

de la communauté cultivable tandis que dans un environnement contaminé, elles peuvent 

représenter 100% des bactéries viables (Atlas, 1981; Ridgway et al., 1990). Cette sélection ou 

adaptation au moment de l’exposition au contaminant peut être due à trois facteurs : 1) l’induction 

ou la dé-répression d’enzymes spécifiques, absentes (ou présentes en faible quantité) dans la 

population avant l’exposition, 2) la sélection de nouvelles capacités métaboliques découlant de 

changements génétiques ou, 3) l’augmentation du nombre d’organismes capables de catalyser 

une réaction spécifique liée au substrat arrivant (Spain et al., 1980). Ainsi, de nombreuses études 

ont observé un changement important de la structure des communautés initialement présentes au 

moment de l’exposition aux hydrocarbures (Bordenave et al., 2004; Kaplan and Kitts, 2004; 

Cappello et al., 2007b). La plupart du temps, une exposition aux hydrocarbures sélectionne 

préférentiellement des organismes à Gram négatif et en particulier des Protéobactéries, dont un 

grand nombre de genres a été décrit pour leurs capacités à dégrader les hydrocarbures 

(MacNaughton et al., 1999; Chao and Hsu, 2004; Yakimov et al., 2005).

Les communautés microbiennes d’environnements côtiers pollués aux 

hydrocarbures : dynamique et fonction des micro-organismes 

hydrocarbonoclastes

Les micro-organismes ont eu des millions d'années pour s'adapter à la contrainte imposée 

par les hydrocarbures et pouvoir exploiter leur «valeur de carburant» (Widdel and Musat, 2010; 

McGenity, 2014). Ainsi, une large variété de micro-organismes dans les trois domaines de la vie

ont développé les capacités nécessaires à leur utilisation à la fois comme source d'énergie et de 

carbone (McGenity, 2010; Prince, 2010; Prince et al., 2010). Les processus de biodégradation 

microbienne jouent un rôle majeur dans l’évolution de la composition du pétrole et dans la 

détermination de son devenir dans les écosystèmes pollués (Lovley, 2003). Le développement 

des connaissances de l'écologie des micro-organismes hydrocarbonoclastes d’écosystèmes 

complexes tels que les milieux côtiers, par notamment la compréhension des facteurs qui influent 

sur leur dynamique et leur rôle dans la dégradation des hydrocarbures est primordiale afin 

d'évaluer le devenir des hydrocarbures et pour la préservation de ces écosystèmes.
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3.1. Les groupes fonctionnels impliqués dans la dégradation

La capacité à dégrader les hydrocarbures est distribuée parmi de nombreux genres 

bactériens appartenant principalement aux Protéobactéries ou aux bactéries à Gram positif 

(Berthe-Corti and Höpner, 2005). Les bactéries hydrocarbonoclastes sont ubiquistes et sont 

présentes dans les environnements marins et terrestres (Leahy and Colwell, 1990). Elles sont 

capables de dégrader une gamme plus ou moins large de substrats et peuvent être aérobies ou 

anaérobies (Atlas, 1981). Des espèces ayant la capacité de réaliser la dégradation des 

hydrocarbures sous des conditions oxique et anoxique ont pu être identifiées : des souches isolée 

dénitrifiantes des genres Pseudomonas et Brevibacillus (Grishchenkov et al., 2000) et du genre 

Thauera (Shinoda et al., 2004).

Figure 13 : Métabolismes impliqués dans l’utilisation des hydrocarbures par les micro-organismes. D’après 
Widdel and Rabus (2001).

3.1.1. Les bactéries aérobies hydrocarbonoclastes

Les souches aérobies hydrocarbonoclastes, connues pour dégrader les hydrocarbures 

aromatiques, les plus fréquemment décrites appartiennent aux différentes classes des 

Protéobactéries. Elles appartiennent aux genres Sphingomonas, Burkholderia, Pseudomonas

(Juhasz et al., 1997; Mueller et al., 1997; Johnsen et al., 2002). Parmi les bactéries à Gram positif, 

on trouve les genres Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium et Bacillus (Kästner et al., 1994; 

Moody et al., 2001; Zeinali et al., 2007). Le genre Cycloclasticus compte également des souches 

hydrocarbonoclastes (Dyksterhouse et al., 1995).
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Les souches aérobies dégradant les alcanes appartiennent à divers genres de bactéries à

Gram positif, Corynebacterium, Arthrobacter, Mycobacterium, Rhodococcus (Radwan et al., 

1996; Churchill et al., 1999; Sharma and Pant, 2000) et à Gram négatif, Pseudomonas,

Alcaligenes, Alcanivorax, Marinobacter, Bacillus, Acinetobacter, Burkholderia et Paracoccus

(Yuste et al., 2000; van Beilen et al., 2002; Wentzel et al., 2007).

Figure 14 : Arbre phylogénétique illustrant la diversité des bactéries aérobies ayant la capacité de dégrader les 
hydrocarbures (Head et al., 2006).

3.1.2. Les bactéries anaérobies hydrocarbonoclastes

D’abord décrite à l’aide de consortia de bactéries, l’utilisation d’hydrocarbures par des

bactéries anaérobies a été réellement démontrée au début des années 1990 avec l’isolement d’une 

souche pure sulfato-réductrice utilisant l’hexadécane comme seule source de carbone et d’énergie 

(Aeckersberg et al., 1991). Depuis, de nombreuses souches pures dégradant les hydrocarbures 

ont été isolées et décrites comme appartenant à un large panel de types respiratoires.
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3.1.2.1. Les bactéries dénitrifiantes

En comparaison des autres mécanismes respiratoires anaérobies, la dénitrification est la

plus favorable énergétiquement. Cela explique que, pour des raisons de rapidité de croissance,

les bactéries dénitrifiantes ont été préférentiellement utilisées comme modèles pour les études

génétiques et biochimiques liées à la dégradation des hydrocarbures.

Ces bactéries sont capables de dégrader les alcanes et les hydrocarbures aromatiques 

(Coates et al., 1997), selon la souche considérée, en utilisant les nitrates comme accepteurs 

d’électrons. Les genres impliqués dans la dégradation des alcanes connus actuellement sont 

Azoarcus, Dechloromonas et Pseudomonas et ceux impliqués dans la dégradation des molécules 

aromatiques sont Thauera, Azoarcus et Dechloromonas (Widdel and Rabus, 2001; Bonin et al., 

2004).

3.1.2.2.Les bactéries sulfato-réductrices

L’intérêt porté aux sulfato-réducteurs est double. D’une part, il a été démontré que les 

bactéries sulfato-réductrices marines sont capables d’utiliser les composés aliphatiques et 

aromatiques directement à partir d’un pétrole brut (Rueter et al., 1994). D’autre part, ces bactéries 

jouent un rôle majeur dans le cycle du carbone en milieu marin (Jorgensen, 1982; Rabus et al., 

2006). Elles effectuent la minéralisation des hydrocarbures avec réduction des sulfates en 

sulfures. De manière générale, les principaux genres bactériens impliqués et connus à ce jour, 

sont Desulfobacula, Desulfobacterium, Desulfotomaculum, Desulfatibacillum Desulosarcina,

Desulfococcus, Desulfatiferula (Vandercasteele, 2005; Cravo-Laureau et al., 2007; Savage et al., 

2010; Widdel et al., 2010; Kleindienst et al., 2014).

3.1.2.3.Autres métabolismes

D’autres souches pures anaérobies ont été isolées et caractérisées comme utilisant les 

hydrocarbures comme source de carbone et d’énergie. C’est le cas des bactéries ferri-réductrices 

appartenant au genre Geobacter, utilisant le Fe(III) comme accepteur d’électrons (Lovley et al., 

1989; Coates et al., 2001). Une souche phototrophe, Blastochloris sulfoviridis, est également 

capable de dégrader le toluène (Zengler et al., 1999) ainsi qu’une souche fermentative, 

Pelobacter acetylenicus, dégradant l’acétylène (Schink, 1985). De plus, quelques consortia 

fermentaires et méthanogènes ont été décrits (Edwards and Grbic-Galic, 1994; Zwolinski et al., 

2000; Hirschler-Rea et al., 2012).
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3.1.3. Combinaison de différents taxons pour la transformation de polluants 

complexes

La biodégradation des hydrocarbures pétroliers dans l’environnement, est le résultat de la 

coopération d’un réseau de micro-organismes (Figure 15), dont tous ne sont pas directement 

impliqués dans la dégradation (Head et al., 2006). Cela est particulièrement vrai pour les 

hydrocarbures piégés dans les matrices environnementales complexes, et dans des conditions 

anaérobies. 

Figure 15 : Schéma conceptuel de l'organisation du réseau microbien impliqué dans la dégradation du pétrole (Head
et al., 2006). Les bactéries qui dégradent les hydrocarbures sont indiquées en vert et ceux ne le dégradant pas sont 
représentés en jaune. Les flèches pleines indiquent les flux de matière, et les flèches en pointillé indiquent les 
interactions directes (par exemple, la lyse par phage et la prédation par les protozoaires). 

Les micro-organismes hydrocarbonoclastes ont en général une capacité de dégradation 

spécifique d’un groupe d’hydrocarbures (alcanes, aromatiques). La capacité de certaines espèces 

à dégrader les aromatiques n’implique pas automatiquement que ces espèces puissent dégrader 

les alcanes, et inversement (Berthe-Corti and Höpner, 2005). De plus, pour la biodégradation des 

HAP, la biodégradation préférentielle de structures différentes par différents microbes a été 

clairement démontrée (Head et al., 2006); par exemple, certains micro-organismes sont mieux 

adaptés pour dégrader des groupes latéraux des HAP alkylés, alors que d'autres utilisent les

oxygénases afin d’activer et de cliver les cycles aromatiques. Toutefois, certaines espèces isolées 

peuvent dégrader plusieurs types d’hydrocarbures en condition oxique. Par exemple, les souches 

Pseudomonas sp. B17 et B18 dégradent à la fois les alcanes et les aromatiques (Whyte et al., 

1997). De même, des souches du genre Alcanivorax, Cellulomonas ou encore Marinobacter, ont 

été isolées pour leur capacité à dégrader le pyrène ainsi que l’octadécane (Brito et al., 2006).
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Cependant, en milieu naturel, la biodégradation du pétrole n’implique pas seulement les 

micro-organismes qui attaquent directement les composés du pétrole mais également d’autres 

composants biologiques et abiotiques, avec lesquelles les agents primaires de dégradation du 

pétrole interagissent (Berthe-Corti and Höpner, 2005). Les dégradeurs primaires peuvent 

notamment rivaliser avec d'autres micro-organismes pour les ressources limitées en nutriments 

(tels que P et N) et les micro-organismes non dégradant peuvent être affectées par des métabolites 

et d'autres composés libérés par les processus de dégradation, et vice versa (Head et al., 2006).

Ainsi, des interactions coopératives clés vont jouer un rôle majeur dans l’élimination des 

composés du pétrole en milieu naturel, tels que la consommation des métabolites, la production

de bio-surfactants, l’apport d'oxygène et de nutriments (McGenity et al., 2012).

3.2. Dégradation des hydrocarbures en condition oscillante oxie/anoxie

Actuellement, seulement quelques études ont décrit les capacités de dégradation des 

hydrocarbures dans des conditions oscillantes anoxie/oxie (Löser et al., 1998; Vieira et al., 2009; 

Vitte et al., 2011; Vitte et al., 2013) par comparaison avec une condition oxique. Ces études ne 

montrent pas de conclusions concordantes.

C. Löser et ses collaborateurs (1998) montrent moins de 50% de dégradation dans l’une ou 

l’autre condition et ne voit aucune différence, ni accélération ni diminution du taux de 

dégradation dans le cas des oscillations, sur 27 jours d’expérience sur du sable vierge contaminé 

avec du diesel. Cependant, le taux de consommation d’oxygène et la production de CO2 sont plus 

élevés dans cette dernière condition. 

Inversement, P.A. Vieira et ses collaborateurs (2009), en soumettant des effluents 

contaminés à une aération permanente, à des intermittences d’aération et sans aération, montrent 

82%, 90% et 70% de réduction des hydrocarbures totaux (comprenant paraffines, isoparaffines 

et oléofines naphténiques et aromatiques) respectivement, en 22 jours. Ils démontrent ainsi que 

les intermittences d’aération sont plus efficaces sur les taux de disparition des hydrocarbures et 

concluent à une méthode prometteuse et alternative pour le traitement des effluents contaminés. 

Tandis que I. Vitte et ses collaborateurs (2011, 2013) ont montré des taux d’élimination des 

HAP similaires (dépassant 90%) entre les conditions oscillantes anoxie/oxie et d’oxie permanente 

par des communautés bactériennes autochtones d’une boue contaminée, sur une période 

d’incubation de 23 ou 26 jours. En considérant les incubations en conditions oscillantes 

anoxie/oxie, ils ont montré la corrélation de l’accélération de la dégradation des HAP avec la 1ère

période d’aération, aboutissant à des taux de dégradation équivalant à ceux mesurés en condition 
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d’aération permanente. Ces études ont émis l’hypothèse de la mise en place du potentiel 

enzymatique, avec la détection de transcrits d’HAP oxygénases, rapidement après l’ajout de 

pétrole et se maintenant tout au long de l’incubation ainsi qu’au cours des périodes d’anoxie, et 

pouvant s’activer en présence d’oxygène.

Ces conclusions divergentes entre la première et les autres études pourraient s’expliquer 

par l’inadaptabilité des micro-organismes à dégrader les hydrocarbures (matériel enzymatique) 

dans le cas de la première étude. Le contact avec les hydrocarbures pourraient ainsi constituer un 

stress pour ces bactéries ne présentant pas de capacités de biodégradation spécifiques, ainsi 

inhibées. En effet, dans le cas des autres études les communautés étaient soit naturellement pré-

adaptées (Vitte et al., 2011; Vitte et al., 2013) à la pollution des hydrocarbures soit pré-exposés 

lors d’une expérimentation préliminaire (Vieira et al., 2009), ceci ayant permis d’observer une 

réponse rapide aux hydrocarbures et des capacités de dégradation élevées. De nombreuses études 

ont en effet pu démontrer que les capacités de dégradations des communautés microbiennes de 

sites contaminés étaient dépendantes de l’historique de pollution de l’écosystème considéré

(MacNaughton et al., 1999; Roling et al., 2002; Head et al., 2006) et donc des capacités 

d’adaptation des communautés. Ensuite, P.A. Vieira et ses collaborateurs (2009) ont pu observer 

des taux de dégradation supérieur en condition oscillante d’aération par rapport à la condition 

d’oxie permanente en fin d’incubation alors que I. Vitte et ses collaborateurs (2011, 2013) ont 

obtenus des taux similaires. Il est envisageable que cette différence soit notamment due à des 

intervalles d’aération différents puisque P.A. Vieira et ses collaborateurs (2009) ont obtenus des 

taux de dégradations différents pour les mêmes conditions expérimentales mais en testant 

différents intervalles d’aération.  

3.3. Dynamique des communautés microbiennes hydrocarbonoclastes, 

influence des oscillations oxie/anoxie

Malgré la quantité considérable d’études sur la dégradation microbienne des hydrocarbures,

nos connaissances sur la dynamique adaptative des communautés microbiennes en réponse à la 

contamination pétrolière, en considérant les conditions environnementales, restent encore 

limitées. Seulement deux études ont abordé la caractérisation de la dynamique de communautés 

bactériennes couplée à l’élimination de composés pétroliers en conditions d’oscillations 

oxie/anoxie (Vitte et al., 2011; Vitte et al., 2013).



Chapitre I : Synthèse bibliographique

65

Ces études ont démontré qu’après un cycle complet anoxie/oxie (4 jours/3jours) en 

conditions oscillantes d’incubation, l’élimination des HAP avait lieu juste après une modification 

importante de la structure de la communauté bactérienne active après le 1er jour d’aération. Cette 

observation suggère que la communauté bactérienne a d’abord répondue à l’ajout d’oxygène, 

l’ajout d’oxygène conduisant à une structuration spécifique de la communauté en réponse à la 

condition d’incubation.  Après cette modification de la structure de la communauté bactérienne 

due à l’ajout d’oxygène, une succession de populations bactériennes a été démontrée, étant due à 

une utilisation séquentielle du substrat. Un tel comportement de succession des populations 

bactériennes liée à une utilisation séquentielle des substrats au cours du temps a déjà été rapporté

et décrit par différentes études (Greene et al., 2000; Kaplan and Kitts, 2004).

Ainsi, la dynamique des communautés bactériennes soumises à une pollution par des

hydrocarbures est dépendante de la nature des contaminants et de la complexité des molécules, 

ainsi que de l’évolution quantitative et qualitative de ces composés. Un modèle décrivant cette 

dynamique a pu être proposé (Figure 16) (Head et al., 2006). Dans une première phase la 

communauté est dominée par des bactéries qui vont dégrader les hydrocarbures aliphatiques (par 

exemple du genre Alcanivorax). Au fur et à mesure que les hydrocarbures aromatiques 

deviennent plus abondants dans le mélange (due à la « disparition » des aliphatiques), la 

communauté se modifie et les bactéries dégradant les hydrocarbures aromatiques, prédominent à 

leur tour (par exemple du genre Cycloclasticus). Le suivi de la dégradation des alcanes, a montré 

que les alcanes étaient dégradés séquentiellement en fonction de leur poids moléculaire (du plus 

petit au plus haut). Cependant, des résultats basés sur la dynamique des communautés 

hydrocarbonoclastes concernées (Alcanes mono-oxygénases de type I, II et III) ont montré la 

présence simultanée et non pas séquentielle de ces différents groupes (Sei et al., 2003). Il a donc 

été suggéré que les taux de croissance de ces différents groupes ne seraient pas identiques et que 

les alcanes à longues chaînes seraient tout simplement dégradés à des taux plus faibles que les 

alcanes à courte chaîne. Par conséquent, la dégradation séquentielle des alcanes ne serait 

qu’apparente (Head et al., 2006).
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Figure 16 : Représentation schématique des changements dans la composition d’un pétrole et des changements 
correspondants de l’abondance d’organismes clé de la dégradation d’hydrocarbures (Head et al., 2006).

De plus, d’autres facteurs environnementaux ont été reportés comme influençant les 

communautés microbiennes et les capacités de dégradations des hydrocarbures tels que des 

paramètres physico-chimiques (voir Berthe-Corti and Höpner (2005)) et biologiques dont la 

bioturbation (Cuny et al., 2007; Cravo-Laureau et al., 2011; Stauffert et al., 2013). Cependant les 

connaissances des facteurs influençant les communautés microbiennes hydrocarbonoclastes dans 

les environnements complexes tels que les écosystèmes intertidaux soumis à des conditions 

d’oxygénation et d’oxydo-réduction fluctuantes restent limitées.

Compréhension de l’écologie des communautés hydrocarbonoclastes des 

écosystèmes côtiers, apport des technologies « -omiques »

Les principales questions relatives à la pollution des écosystèmes marins par les 

hydrocarbures ont été déjà discutées (McGenity et al., 2012), et les processus microbiens 

impliqués dans la dégradation des hydrocarbures largement décrits (Timmis et al., 2010; 

McGenity, 2014). Cependant les sédiments marins côtiers constituent des écosystèmes 

particuliers, plus spécifiquement les zones intertidales où les conditions environnementales sont 

modifiées tous les jours en fonction du cycle des marées, influençant par conséquent les 

communautés microbiennes ainsi que les processus de dégradation. Bien que l'impact du pétrole 
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sur les communautés microbiennes, résultant en une succession écologique des populations 

microbiennes couplée à la dégradation des hydrocarbures, ait été largement démontré (Bordenave

et al., 2004; Harayama et al., 2004; Head et al., 2006; Bordenave et al., 2007; Paisse et al., 2008; 

Nogales et al., 2011) plusieurs questions écologiques et scientifiques restent à résoudre.

Différentes approches d’écologie microbienne, y compris des études in situ et des 

expériences de laboratoire soutenues par les avancées récentes des technologies de « méta-

omiques » visent à répondre à des questions majeures d’écologie microbienne. La volonté 

scientifique des écologistes microbiens est de faire une description précise des communautés 

microbiennes, afin d’établir précisément leur contribution dans le fonctionnement des 

écosystèmes (Fuhrman, 2009; Roling and van Bodegom, 2014) et de comprendre le 

comportement microbien face à la pollution. Parmi ces questions, l'organisation des structures 

des communautés microbiennes face à la présence de pétrole, les mécanismes impliqués dans 

leur adaptation pour permettre une dégradation efficace des hydrocarbures, la relation 

structure/fonction et la contribution de la redondance fonctionnelle microbienne pour aboutir à 

la résilience communautaire, sont quelques-uns des points à élucider. Les connaissances 

apportées dans ce domaine aideront à mieux appréhender la réponse des communautés

microbiennes face à la pollution, par la connaissance des facteurs influençant leur dynamique et 

leurs interactions dans la restauration de ces écosystèmes exposés aux pollutions pétrolières afin 

de pouvoir établir des modèles, et de mener des stratégies de bio-remédiation appropriées.

4.1. L’expérimental au service du décryptage des processus mis en place in 

situ

Les approches expérimentales impliquant la mise en place d’écosystèmes expérimentaux 

ont été largement développées pour aborder le rôle écologique des communautés microbiennes 

sur l'atténuation des hydrocarbures dans les sédiments marins. Ces approches ont évolué et 

tendent à se rapprocher toujours plus des conditions environnementales de l’écosystème étudié 

(Cravo-Laureau and Duran, 2014) pour répondre aux questions écologiques en simplifiant le 

système et  permettant des conditions contrôlées (Jessup et al., 2004; Jessup et al., 2005) et ce 

sans risque pour l’environnement. La taille, le type, la conception et la complexité de ces unités 

expérimentales vont varier d’une étude à l’autre. Néanmoins, leur conception dépendra 

essentiellement de la question scientifique adressée.

Par la mise en place d’expérimentations semblables aux cultures d'enrichissement, ou 

d’approches similaires à celles utilisées pour l'isolement de souches microbiennes, de nombreuses
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études ont pu mettre en évidence les réponses écologiques des populations microbiennes à des 

composés d'hydrocarbures dans les sédiments marins profonds sains (Cui et al., 2008), les 

sédiments de mangrove (dos Santos et al., 2011), les sédiments portuaires polluées marins (Wang 

and Tam, 2011; Dell'Anno et al., 2012; Rocchetti et al., 2012) et de la zone anoxique de tapis 

microbiens (Abed et al., 2011). Ces approches sont utiles pour évaluer les capacités de 

dégradation microbienne de composés hydrocarbonés (Cui et al., 2008; Abed et al., 2011), 

l'efficacité des stratégies de bio-remédiation (Dell'Anno et al., 2012) et la réponse fonctionnelle 

précoce impliquée dans la dégradation des hydrocarbures(Paisse et al., 2011; Paisse et al., 2012).

Cependant, un environnement naturel est très complexe et, de ce fait, très difficile à 

reproduire. Les écosystèmes expérimentaux offrent un bon compromis pour l’étude des 

communautés microbiennes et offrent de nombreux avantages (Fahy and McKew, 2010). Entre 

autres, l’utilisation de systèmes d’incubations tels que les bioréacteurs permettent de contrôler 

individuellement ou de façon croisée des paramètres tels que la température, le pH, l’agitation, 

la disponibilité en oxygène, les conditions d’oxydo-réduction. Ainsi, pour des études voulant 

prendre en considération l’influence des paramètres physico-chimiques sur les communautés 

microbiennes, ces approches peuvent constituer l’unique alternative. Ainsi, I. Vitte et ses 

collaborateurs (2011, 2013) ont mis en place des approches expérimentales impliquant des 

bioréacteurs pour la simulation d’oscillations anoxiques/oxiques afin de comprendre le sort des 

composés hydrocarbonés et d’appréhender l’impact sur les microbiennes autochtones, dans des 

environnements caractérisés par des conditions d'oxydo-réduction fluctuantes. Ces études ont 

également constitués un aperçu de l'écologie des communautés microbiennes dans les 

écosystèmes caractérisés par des conditions fluctuantes et contaminés aux hydrocarbures, 

montrant l’influence des conditions oscillantes d’oxygénation sur la structuration des 

communautés microbiennes autochtones et leurs capacités de biodégradions.

Combinés avec les avancées récentes dans les technologies de méta-omiques qui 

fournissent des outils puissants pour l'analyse des communautés microbiennes, leur diversité et 

de leur fonctionnement dans son ensemble (Röling et al., 2010; Liu et al., 2013), les systèmes 

expérimentaux microbiens sont des approches prometteuses pour l’acquisition de nouvelles 

connaissances sur les réseaux fonctionnels impliqués dans les processus de dégradation des 

hydrocarbures dans les sédiments marins côtiers. La simplification des systèmes microbiens 

induit tout de même certaines limites à considérer dont une capacité à extrapoler aux 

environnements complexes limitée par la déstructuration physique du milieu générant une 

contrainte non négligeable.
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4.2. Analyse de la diversité microbienne pour la compréhension des facteurs 

contrôlant sa structuration

La distribution et l'abondance des espèces et les facteurs qui les contrôlent sont centraux

pour la compréhension et l’appréhension du fonctionnement des écosystèmes et de la réponse 

aux changements environnementaux. Un principe central de l'écologie des communautés est que 

de fortes tendances spatiales et temporelles de la distribution et l'abondance des taxons sont régies 

par des processus environnementaux (par exemple, abiotique, biotique, éléments nutritifs, ou 

autre), et que ces processus lient le fonctionnement de l'écosystème à la diversité biologique. 

Mais s’il existe des modèles de prédiction pour les animaux et les plantes (espèces macrobial), 

en l'absence d'information sur les tendances de la biodiversité microbienne de résolution 

équivalente à celle de la biodiversité macrobial, la mesure dans laquelle les interactions entre les 

processus abiotiques et biotiques régissent l'écosystème et les processus biogéochimiques reste 

difficile à évaluer (Fuhrman et al., 2006). L’étude des changements dans la structure des

communautés nous aident à comprendre les facteurs qui contrôlent les communautés (Fuhrman, 

2009) ce qui est donc crucial dans la compréhension du fonctionnement des écosystèmes et de 

leur capacité de réponse face à la pollution.

4.2.1. Diversité de la communauté globale

En écologie microbienne, les méthodes culture-dépendantes sont incapables d'évaluer ou 

d'accéder à la majorité microbienne incultivable (Desai and Madamwar, 2007). Par conséquent, 

le profilage de la communauté microbienne par les méthodes culture-indépendantes correspond 

généralement à l’approche choisie. Cette approche analytique des structures des communautés 

microbiennes globales soumises à la pollution, contribue à notre compréhension de la dynamique 

de la communauté, de l'abondance et de la distribution des micro-organismes activement 

impliqués dans la bio-remédiation (Desai et al., 2010). Pour accéder à la diversité bactérienne 

des communautés, le gène de l'ARNr 16S hautement conservé est généralement analysé comme 

cible. Les analyses basées sur ce gène ont largement été utilisées pour étudier la diversité 

microbienne dans les environnements contaminés (MacNaughton et al., 1999; Roling et al., 2002; 

Bordenave et al., 2004; Evans et al., 2004). Différentes approches peuvent être mises en place 

pour l’analyse de ce gène phylogénétique.

Les techniques d’empreintes moléculaires telles que l’analyse du polymorphisme de 

longueur des fragments de restriction (TRFLP), l’électrophorèse sur gel en gradient dénaturant 

(DGGE), l’analyse automatisée de l'espace intergénique de l’ADN ribosomique (ARISA) ou bien 
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d’autres (Nocker et al., 2007), sont des méthodes peu coûteuses fournissant des données globales 

sur la structuration de la communauté, mais fournissant peu d'informations sur les individus et 

permettent généralement l'identification présumée de composants par comparaison. Les 

organismes identifiés par une empreinte moléculaire sont classés en unités taxonomiques 

opérationnelles (OTU) sur la base d'une variété de critères qui peuvent varier en fonction de la 

méthode, comme une similarité de séquence ou la taille des fragments. Ces techniques 

d’empreintes moléculaires multiplexes ont été largement utilisées pour identifier des bio-

indicateurs de la pollution, pour la détermination de l’état de santé d’environnements et pour 

l’étude de la réponse de divers taxons microbiens à différents stress environnementaux (Singh et 

al., 2006). Ces techniques nécessitent généralement d’être complétées par la construction de 

bibliothèques de clones, alors séquencés dont les séquences obtenues sont regroupées en unités 

taxonomiques opérationnelles (OTU) incluant des séquences avec des valeurs de similarités 

égales ou supérieures à 97% (Zaballos et al., 2006), afin de fournir des informations au niveau 

des individus.

L'approche classique consistant à l'amplification directe, au clonage puis au séquençage des 

gènes de l’ARNr 16S à partir d'échantillons d'ADN de l'environnement, a complètement redéfini

la recherche écologique microbienne au cours des dernières décennies, aboutissant à

l'accumulation d'une énorme quantité de données de séquences de ce gène. En Avril 2009, le

projet de base de données ribosomique (RDP) contenait 836 814 séquences alignées de gènes de 

l’ARNr 16S obtenues à partir de différentes études d’écologie microbienne et le nombre de 

séquences a été régulièrement mis à jour (www.rdp.cme.msu.edu/index). Cette approche a été

fréquemment utilisée pour étudier les processus de bio-remédiation ou pour l'identification de 

bio-indicateurs microbiens de la pollution anthropique, permettant la caractérisation de la 

structure, de la composition et des changements au sein de communautés microbiennes de sites 

contaminés (Desai et al., 2009; Desai et al., 2010). Même si cette approche fournit un 

recensement plus précis et fiable de phylotypes microbiens, il est en même temps très lourd, 

chronophage et coûteux.

Depuis l'introduction des technologies de séquençage de nouvelle génération (e.g. Roche

454-Pyrosequencing, Illumina sequencing… ; Figure 17) une croissance rapide des applications 

et des développements dans la caractérisation des communautés microbiennes complexes a été 

observé (Petrosino et al., 2009; Novais and Thorstenson, 2011). En particulier, la caractérisation 

de la diversité des gènes de l’ARNr 16S bactériens via le séquençage d’amplicons, qui devient 

une méthode de choix et dépasse actuellement les méthodes de séquençage traditionnelles (de 

type Sanger), et potentiellement même les techniques d'empreintes moléculaires. Ces techniques

www.rdp.cme.msu.edu/index
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de séquençage de novo offrent une réduction substantielle des coûts, un séquençage ultra-rapide, 

des analyses multiplex de communautés microbiennes et contournent l'obligation de clonage des 

gènes d'ARNr à partir d'échantillons environnementaux (Liu et al., 2008).

Figure 17 : Schéma comparatif des plateformes séquenceurs haut-débit de 2ème génération (Schéma élaboré d’après
Glenn (2011) et mis à jour en 2013; http://www.biorigami.com).

L’analyse de la diversité des marqueurs phylogénétiques, tels que le gène de l'ARNr 16S, 

est un outil essentiel pour l'étude des communautés microbiennes, mais ne fournit pas de preuves 

directes des capacités fonctionnelles d'une communauté. Récemment, certaines études d’analyses 

de diversité basées des données du gène de l’ARNr 16S ont émis l’hypothèse de pouvoir suggérer

la contribution fonctionnelle de certains membres de la communauté par similarité de séquences 

abondantes obtenues à leur plus proche séquences issues de génomes de référence (Muegge et 

al., 2011; Barott et al., 2012; Morgan et al., 2012). La précision de ces approches n'a pas été 

évalué, mais la corrélation entre le contenu génétique et la phylogénie (Konstantinidis and Tiedje, 

2005; Chaffron et al., 2010; Zaneveld et al., 2010) –à l'exception des cas particuliers tels comme 

les éléments transférés latéralement et les endo-symbiontes intracellulaires avec des génomes 

réduits– suggère qu'il pourrait être possible de prédire approximativement le potentiel

fonctionnel des communautés microbiennes à partir de la phylogénie. 

http://www.biorigami.com
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C’est dans cet objectif que M. Langille et ses collaborateurs (2013) ont développé l’outil 

PICRUSt (phylogenetic investigation of communities by reconstruction of unobserved states), 

une approche de calcul pour prédire la composition fonctionnelle d'un méta-génome en utilisant 

les données de gènes marqueurs et une base de données de génomes de référence. Ils démontrent 

que la phylogénie et la fonction sont suffisamment liées, ainsi cette approche «méta-génomique

prédictive» devrait fournir des indications utiles sur les milliers de communautés microbiennes

pour qui seules des données basées sur les gènes marqueurs sont actuellement disponibles.

4.2.2. Diversité de groupes fonctionnels ciblés

Si les gènes de l’ARNr restent les marqueurs les plus couramment utilisés, les gènes clés

dans les voies d'importance écologique, par exemple, ceux qui sont impliqués dans les cycles du  

carbone, du soufre et de l'azote, peuvent fournir des informations importantes sur la composition 

des communautés.

L'étude de la diversité des MSR basée sur l'analyse des gènes fonctionnels dsrA et dsrB

(Zeleke et al., 2013) constitue une bonne alternative par rapport à l'étude des gènes de l'ARNr 

16S (Leloup et al., 2007). En effet, les topologies des arbres phylogénétiques basés sur les gènes 

de l'ARNr 16S et dsrAB sont congruentes (Zverlov et al., 2005), malgré quelques discordances 

expliquées par des transferts génétiques horizontaux (Klein et al., 2001).Ces gènes forment 

l’opéron dsrAB (dissimilatory sulfite reductase) qui possèdent un haut degré de conservation 

(Karkhoff-Schweizer et al., 1995) et codent pour les sous-unités DsrA et DsrB constituant une 

enzyme hétérodimérique : la Bisulfite réductase. Ils ont été proposés comme marqueur 

fonctionnel des MSR (Stahl et al., 2002). Ces gènes sont détectés chez tous les MSR étudiés

jusqu’ici et chez quelques organismes ne réduisant pas le sulfate mais respirant le sulfite 

(Clostridium sp.) (Zverlov et al., 2005). 

De même, les arbres phylogénétiques construits à partir du gène mcrA pour l’étude de la 

diversité des méthanogènes présentent des topologies comparables à celles des arbres construits 

à partir des gènes de l'ARNr 16S (Hales et al., 1996; Luton et al., 2002). Ce gène ainsi que les 

gènes mcrB et mcrG, font partie de l'opéron mcrBDCGA et codent pour les trois sous-unités de 

la Méthyl co-enzyme M réductase, détectés chez tous les méthanogènes. Le gène mcrA, étant

hautement conservé, constitue donc un bon candidat comme marqueur moléculaire pour des 

études en écologie microbienne. 
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Les Nitrite réductases actives, codées par les gènes nirS et nirK sont des enzymes 

impliquées dans la deuxième étape de la dénitrification (réduction des nitrites en oxyde nitrique). 

Ce sont les enzymes clés de la dénitrification et de ce fait elles constituent de bons marqueurs 

moléculaires, utiles pour comprendre la composition des communautés dénitrifiantes (Braker et 

al., 1998; Hallin and Lindgren, 1999; Braker et al., 2000; Priemé et al., 2002). Ces deux types de 

Nitrite réductases n’ont jamais été localisés simultanément dans un même micro-organisme. NirS 

est largement distribuée parmi les bactéries dénitrifiantes étudiées alors que NirK, n’est présente 

que dans 30 % d’entre elles (Coyne et al., 1989).

Toutefois, le travail avec des données génétiques eco-fonctionnelles nécessite des outils

autres que ceux nécessaires à l'analyse de l'ARNr. Ainsi, Functionnal Gene Pipeline and 

Repository (FunGene; http://fungene.cme.msu.edu/) met à disposition des bases de données de

nombreux gènes communs et des protéines fonctionnelles associées, ainsi que des outils intégrés

qui permettant de parcourir ces collections, pour pouvoir choisir et récupérer des sous-ensembles

pour une analyse plus approfondie (Fish et al., 2013).

4.3. Caractérisation des capacités fonctionnelles de la communauté : 

génomiques fonctionnelle, méta-génomique et méta-transcriptomique

L’analyse des gènes ribosomiques n’est généralement pas adaptée pour la mise en évidence 

de micro-organismes capables de dégrader les hydrocarbures comme ces derniers sont 

phylogénétiquement dispersés sur plusieurs lignées bactériennes qui contiennent aussi des 

espèces incapables de dégradation des hydrocarbures (Widdel and Rabus, 2001; Winderl et al., 

2007). Des gènes cataboliques spécifiques peuvent donc être utilisés pour détecter des capacités 

fonctionnelles précises au sein des communautés microbiennes autochtones. Ainsi, la présence 

de micro-organismes dégradant les hydrocarbures peut être établie par le ciblage des gènes 

fonctionnels spécifiquement impliquées dans la dégradation des hydrocarbures (Staats et al., 

2011). Par exemple, le gène alkB (codant pour l’alkane hydroxylase,  l’enzyme qui catalyse 

l’étape initiale d’activation des alcanes pour leur dégradation en aérobiose) présentant une 

conservation de séquence suffisante, a largement été exploité dans une série d'études écologiques

moléculaires pour évaluer la distribution et de la diversité de micro-organismes impliqués dans 

la dégradation des alcanes dans différents environnements contaminés par les hydrocarbures (Van 

Beilen et al., 2003; Harayama et al., 2004; Kloos et al., 2006; van Beilen and Funhoff, 2007; 

Wasmund et al., 2009; Wang et al., 2010; Smith et al., 2013). De même, les gènes assA (codant 

pour l’alkylsuccinate synthase, l’enzyme qui catalyse l’étape initiale d’activation des alcanes par 

http://fungene.cme.msu.edu/
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addition de fumarate) et bssA (codant pour la benzylsuccinate synthase, pour l’activation de 

composés aromatiques par addition de fumarate) ont été utilisés comme bio-marqueurs, afin de 

détecter et de quantifier, les micro-organismes anaérobies intervenant dans la dégradation des

hydrocarbures aliphatiques et aromatiques respectivement (Winderl et al., 2007; Beller et al., 

2008; Callaghan et al., 2010; Yagi et al., 2010; Oka et al., 2011; Wawrik et al., 2012; Kimes et 

al., 2013). Cependant, cette approche basée sur l’utilisation d’amorces de PCR spécifiques 

nécessite des connaissances préalables du gène d’intérêt et cible habituellement seulement un 

sous-ensemble d'une famille de gènes cataboliques. La mise au point d’amorces spécifiques exige 

du temps pour une conception soignée et les résultats obtenus ont également besoin de validation

pour confirmer l'exactitude de l’amplification de la cible (Vilchez-Vargas et al., 2010).

De nouveaux mécanismes métaboliques et enzymatiques impliqués dans la dégradation des 

polluants sont encore découverts et notamment par les approches basées sur l’utilisation 

d’amorces spécifiques, conçues sur la base de la diversité métabolique connue et sur les 

mécanismes décrits (Vilchez-Vargas et al., 2010). Les progrès récents des approches de méta-

génomiques et méta-transcriptomiques permettent la découverte d'une nouvelle richesse de la 

diversité génétique qui n'avait pas été précédemment imaginée (Ferrer et al., 2005; Beloqui et al., 

2006). La mise en place de ces approches, avec notamment l’étude des profils de transcription 

des ARNm (méta-transcriptome), permet une caractérisation plus approfondie et l’identification 

de la communauté microbienne active dans le métabolisme des hydrocarbures dans 

l’environnement avec la mise en évidences des gènes cataboliques intervenants (McGrath et al., 

2008; Desai et al., 2010).

4.4. L’apport des études en réseaux pour la compréhension des interactions 

entre micro-organismes sous l’influence des facteurs environnementaux

Les communautés microbiennes, dans le cadre des écosystèmes naturels, sont 

intrinsèquement complexes. Les outils traditionnels de la microbiologie, tels que des cultures 

pures et des études génétiques, ont tendance à offrir un point de vue réductionniste, par l'étude de 

chaque organisme dans l'isolement. Cependant, une approche réductionniste n'est pas bien 

adaptée à l'apprentissage des interactions et des propriétés émergentes des communautés. Les 

approches holistiques, qui étudient les habitats naturels directement, peuvent fournir des données 

complémentaires pour aider à déduire les interactions. Les schémas de co-occurrence (exemple 

du modèle probabilistique de Veech (2013)), peuvent montrer comment des organismes 

particuliers dans un système se produisent en même temps et varient en fonction des paramètres 
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environnementaux. Ces modèles montrent des détails importants d'une structure particulière de 

la communauté et peuvent être représentés sous forme de diagrammes d'interactions

mathématiques ou de réseaux (exemple en Figure 18). Si les conditions environnementales sont 

incluses dans les modèles de co-occurrence, les résultats indiquent quelles conditions les 

assemblages concomitants d'organismes préfèrent ou évitent. L'inclusion de mesures de taux 

biogéochimiques peut relier des groupes d'organismes ayant des fonctions particulières. Ces types 

de résultats nous permettent d'examiner les interactions possibles entre les organismes et les 

aspects des niches de micro-organismes dans les communautés naturelles extrêmement 

complexes et dynamiques (Fuhrman, 2009).

Figure 18 : Sous-réseaux réalisés par J.A. Gilbert et ses collaborateurs (2012), à partir des 50 OTU bactériens les 
plus représentés dans leur étude, représentant des variables fortement corrélées construites autour des facteurs 
environnementaux.

Ces études de réseaux microbiens sont à un stade précoce et, compte tenu de la forte 

variabilité naturelle, ils nécessitent une grande quantité de données pour que les résultats soient 

statistiquement significatifs. Ils exigent également des outils d'analyse appropriés pour 

l'évaluation et le tri des quantités énormes d'interactions possibles. Des études initiales (Ruan et 

al., 2006; Fuhrman and Steele, 2008) ont utilisé les données du site de l’observatoire microbien

San Pedro Ocean Time-Serie (SPOT ; sud de la Californie). Q. Ruan et ses collaborateurs (2006)

ont alors développé « l’analyse de similarité locale » pour évaluer les corrélations contemporaines 

et décalée dans le temps entre les paramètres étudiés, et discerner une partie d'un réseau à l'aide 

de cette approche. Les relations décalées dans le temps (par exemple entre les prédateurs et leurs 

proies) sont communs en écologie. J.A. Fuhrman et J.A. Steele (2008) ont étendu cette analyse à 

l'aide des outils de la biologie des systèmes pour visualiser les résultats sous forme de réseaux 
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centrés sur les membres de certains groupes d'organismes reliés à leurs «voisins les plus proches», 

qui sont des organismes ou des paramètres qui sont en corrélation directe positive ou négative. 

Dans ces réseaux, les «interactions» sont des relations mathématiques (corrélations ou anti-

corrélations) qui ont besoin d'une enquête plus approfondie pour distinguer les interactions 

directes de celles qui sont indirectes. Il s'agit d'une distinction importante, en partie parce que les 

réseaux écologiques classiquement étudiés (Montoya et al., 2006) ne considèrent que les 

interactions directes. Des corrélations positives dans ces réseaux mathématiquement dérivés 

pourraient être dues à la préférence commune de conditions privilégiées ou peut-être d'activités 

coopératives telles que l’alimentation croisée. De même, des corrélations négatives peuvent 

représenter des saisonnalités inverses, la concurrence pour des ressources limitées ou peut-être 

les interactions négatives actives telles que l’allélopathie ciblée (Long and Azam, 2001) ou des 

relations prédateur-proie (Davidov et al., 2006). La capacité de l'analyse de similarité locale de 

voir les relations retardées, montrant quand un paramètre change à l'avance d'un autre, peut aider 

à démêler la cause et l'effet.

Pour capturer les interactions importantes qui régulent les fonctions du système, l'analyse 

de réseau devrait inclure tous les paramètres importants de ce système (Fuhrman, 2009); les 

premiers réseaux, incluant avec les bactéries certains paramètres environnementaux, ne montrent 

que la pointe de l'iceberg. Parce que les communautés microbiennes comprennent clairement de 

nombreuses interactions avec des protistes, des virus et métazoaires (Fuhrman and Hagström, 

2008), tous ces organismes devraient être inclus à terme dans l'analyse, sinon l’identification des 

facteurs importants contrôlant le système ne sera pas atteinte. L'analyse de réseau peut également 

être intégrée aux études « omiques » (voir DeLong (2009)) pour une image plus complète des

fonctions des organismes dans un contexte environnemental. Les études globales peuvent 

permettre de mettre en évidence les interactions possibles, et les études « omiques » de décrire 

les fonctions des organismes, éclaircissant les mécanismes d’interactions (Fuhrman, 2009).

Objectifs de la thèse

Au travers de cette synthèse bibliographique, l’importance écologique, économique et 

sociétale des environnements côtiers paraît évidente. Ces environnements sont décrits comme des

écosystèmes complexes au sein desquels les communautés microbiennes, jouant un rôle majeur 

dans leur fonctionnement et leur maintien, s’adaptent et sont tolérantes à des conditions 
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environnementales fluctuantes. Dans ces écosystèmes, des oscillations oxie/anoxie influencent la 

composition et la dynamique des communautés microbiennes et par conséquent leurs capacités

métaboliques impliquées dans le fonctionnement de l’écosystème. 

Cependant, cette synthèse met également en évidence un manque de connaissances et des 

connaissances contradictoires sur l’organisation des communautés microbiennes face à des conditions 

environnementales fluctuantes telles que celles rencontrées au niveau des écosystèmes côtiers. En 

effet, le comportement des communautés microbiennes dans les milieux complexes reste peu 

connu, particulièrement la dynamique des communautés microbiennes hydrocarbonoclastes dans 

les milieux anoxiques et les milieux soumis aux oscillations oxie/anoxie, ainsi que les facteurs 

environnementaux influençant. Le développement des connaissances sur l’écologie des micro-

organismes hydrocarbonoclastes des environnements côtiers où règnent des conditions 

oscillantes oxie/anoxie, représente manifestement une préoccupation actuelle et un enjeu majeur 

pour le bon fonctionnement et le maintien de ces écosystèmes sensibles.  

Le projet DECAPAGE, a ainsi été élaboré dans ce contexte, visant à caractériser les capacités 

de dégradation de communautés microbiennes de sédiments marins, en s’intéressant aux 

capacités d’adaptation, aux processus métaboliques impliqués et à l’influence des régimes 

d’oxygénation. Dans le cadre de ce projet, les travaux de thèse présentés ici se sont intéressés à 

caractériser l’influence des conditions oscillantes anoxie/oxie sur la composition et la dynamique 

de communautés procaryotes hydrocarbonoclastes de sédiments intertidaux en comparaison à des 

conditions d’oxie ou d’anoxie permanentes, et les conséquences sur les capacités de dégradation 

des hydrocarbures. De plus, aucune étude à l’heure actuelle ne s’est intéressée directement à 

l’impact des oscillations oxie/anoxie sur la dynamique des micro-organismes sulfato-réducteurs.

Etant donné qu’en milieu marin, ces micro-organismes jouent un rôle majeur notamment dans la 

minéralisation de la matière organique et dans l’élimination des hydrocarbures au niveau des 

sédiments, ces micro-organismes ont été particulièrement ciblés dans cette étude. 

Pour cette étude, une expérimentation d’incubation de sédiments intertidaux en 

mésocosmes a d’abord été mise en œuvre en condition polluée. Différents traitements induisant 

une déstructuration d’origine biologique ou mécanique du sédiment ont été appliqués afin 

d’obtenir différentes communautés microbiennes ayant des capacités à dégrader les 

hydrocarbures (CEDRE, Brest). A partir de ces communautés, des expérimentations en 

bioréacteurs ont été réalisées sous différents régimes d’oxygénations (IPREM-EEM, Pau).

L’étude comparative de la réponse écologique de ces différentes communautés 

microbiennes offre une occasion sans précédent dans le décryptage des facteurs 
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environnementaux déterminant l’assemblage des communautés microbiennes des sédiments 

côtiers, impliquées dans des processus de dépollution.
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Chapitre II : Procédures expérimentales

La méthodologie mise en place afin de répondre aux objectifs de ce travail de thèse 

(Figure 19) a nécessité l’utilisation de techniques issues de différents domaines de compétences. 

De la mise en place des expérimentations à l’analyse des résultats, les différentes approches et 

techniques utilisées sont décrites dans ce chapitre. 

Figure 19 : Schéma descriptif de l'approche expérimentale et des analyses associées, mises en place afin de 
répondre aux objectifs du projet de thèse. Cette approche se déroulant en deux étapse : une expérimentation 
d’incubation des sédiments intertidaux en mésocosmes (1) pour l’obtention des différentes communautés, qui ont, 
par la suite, été incubées sous différents régimes d’oxygénations lors d’une expérimentation en bioréacteurs (2). 
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Matériel d’étude

1.1. Site de prélèvement : l’Aber Benoît dans le Finistère

Dans sa partie fluviale, l’Aber-Benoît est un fleuve côtier de 2 m de large et 31 km de long 

qui prend sa source sur le territoire de la commune de Saint-Divy. Il s’écoule vers le nord-ouest 

en direction de la Mer d’Iroise, longeant 5 communes. À partir de la confluence du ruisseau de 

Bourg-Blanc, la plus grande partie de l'Aber-Benoît est un aber, c’est-à-dire une baie formée par 

la partie inférieure de la vallée d'un fleuve côtier envahie en partie ou en totalité par la mer, qui 

s’étend sur 8 km de long (Figure 20).

Au sein des abers, les faibles énergies marémotrices et houlomotrices, ainsi que des 

courants d’eau faibles, favorisent le dépôt de matière apportée par la voie fluviale et la voie 

maritime, au niveau des sédiments intertidaux, pouvant drainer des contaminants. Ces sédiments 

intertidaux jouent un rôle important dans l’assimilation et le recyclage des nutriments et la 

minéralisation de matière organique, présentant des fonctions épuratives et de transformation ; 

constituant un sujet d’étude adéquat pour la compréhension des mécanismes d’élimination des 

hydrocarbures dans les sédiments marins côtiers. 

Figure 20: Localisation géographique du site de prélèvement dans l'aber Benoît au niveau de la commune de 
Tréglonou. : Limite de l’aber.   : Limite de la zone du fleuve de l’Aber-Benoît sous influence océanique.

i : Site de prélèvement.

Photographie de l’aber Benoît, 
à Tréglonou

Saint-Divy
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C’est donc au niveau de cet aber, sur le territoire de la commune de Tréglonou, que des 

prélèvements de sédiments vaseux ont été réalisés en Janvier 2011 (Figure 20) dans le cadre du 

projet ANR DECAPAGE (In DEpth CAracterization of HC-degradation caPAcities of marine 

sediment microbial communities: adaptation, metabolic processes and influence of oxyGEnation 

regimes).

Les prélèvements ont été réalisés lors de grandes marées, d’un coefficient compris entre 

100-110, correspondant à des amplitudes de marée (ou marnage) de 10 m. Les sédiments ont été 

extraits en zone intertidale à 5m en dessous du niveau haut de la marée, soit à mi-hauteur de cette 

zone, correspondant donc à un cycle de marée de 12h avec une durée d’exondation de 6h.

Le pH de ces sédiments s’élevait à la valeur de 7.8. La salinité mesurée était équivalente à 

celle d’une eau de mer, soit environ 35 ‰. Dans le cadre d’un précédent projet 

(DHYVA : Dégradation d’HYdrocarbures dans les VAsières), une analyse chimique a permis de 

détecter environ 4 mg d’hydrocarbures biogéniques par gramme de sédiment sec dans la couche 

supérieure du sédiment (0-2cm). 

La densité et la caractérisation de la macrofaune autochtone avait été établie. Quatre 

espèces différentes caractéristiques des estuaires envasés ont été recensées : Hediste diversicolor, 

Mya arenaria et Nephtys hombergi et Hydrobia ulvae, un gastéropode, correspondant à l’espèce 

la plus représentée (68.3% ± 14.5 des espèces macrobenthiques recensées). La densité moyenne 

de la macrofaune autochtone a été estimée à 2419 ± 6,08 ind.m-2 et la densité du polychaete 

Hediste diversicolor atteignait 509 ind.m-2 correspondant à une biomasse de 61g.m-2 (Stauffert et 

al., 2013).

1.2.Expérimentation en mésocosmes

1.2.1. Mise en place du dispositif expérimental

Afin de mettre en place l’expérimentation en mésocosmes, 12 blocs de vase ont été prélevés 

à l’aber Benoît en prenant soin de ne pas déstructurer les sédiments grâce à un système  de 

carottage selon le principe de la « boîte d’allumette » (Figure 21). Ils ont ensuite été transférés 

dans des bacs recouverts d’une membrane géotextile (65 cm x 50 cm x 41 cm ; environ 30 L de 

sédiments).
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Les douze mésocosmes ont ensuite été raccordés à un dispositif alimenté en eau de mer 

provenant de l’aquarium Océanopolis (Brest). Cette eau est naturellement filtrée (sable) et traitée 

aux UV. Grâce au dispositif fourni par le CEDRE (Centre de Documentation, de Recherche et 

d'Expérimentations sur les pollutions accidentelles des eaux), des cycles de marées de 12 heures 

avec 6h d’exondation ont été appliqués, équivalent au cycle des marées observé in situ dans la 

zone de prélèvement. L’arrivée d’eau était programmée à chaque marée montante. A marée haute, 

le niveau d'eau était maintenu à environ 5 cm au-dessus de la surface des sédiments grâce à un 

robinet flotteur. Chaque bac était relié à un même bac collecteur lui-même placé sur une table 

élévatrice au centre du dispositif. Celle-ci était programmée pour s’abaisser au moment de la 

marée descendante, et ainsi permettre la vidange progressive des bacs jusqu’à mi-profondeur du 

sédiment. Ainsi l’eau était renouvelée à chaque cycle de marée (20 L par bac), consommant 

environ 500L d’eau par jour. Ainsi, la proximité d’Oceanopolis a permis de répondre au besoin 

massif d’eau consommée pour le renouvellement de l’eau dans le dispositif.

Positionnement de la 
première boîte

Positionnement de la seconde 
boîte : « carottage ».

Bloc de vase non 
déstructuré.

Transfert dans 
un bac recouvert 
d’une membrane 

géotextile.

Figure 21 : Schéma descriptif de la stratégie d'échantillonnage par carottage de 12 blocs de sédiments vaseux avec 
un système de « boîte d’allumette » permettant de préserver la structuration verticale du sédiment.

Dispositif d’échantillonnage : « boite d’allumette ».



Chapitre II : Procédures expérimentales

85

1.2.2. Traitements

Après 2 jours de stabilisation des sédiments, un mélange de pétrole brut de type Oural, 

préalablement étêté à 110°C, a été ajouté dans les mésocosmes afin de simuler une pollution 

pétrolière. Puis différents traitements ont été appliqués, correspondant à des scénarios de bio-

remédiation qui peuvent être mis en place lors de pollutions pétrolières, afin d’obtenir différentes 

communautés microbiennes suivant le traitement appliqué, ayant des capacités globales 

similaires de dégradation des hydrocarbures. Les traitements qui ont été réalisés sont les suivants:

- Pas de traitement, mimant le processus « d’atténuation naturelle », qui représentait

donc la condition contrôle nommée plus tard « pétrole ». 

- Une augmentation de la population des organismes bioturbateurs par l’ajout 

d’individus de l’espèce Hediste diversicolor, correspondant à un « traitement 

biologique » mis en œuvre pour augmenter le remaniement et par conséquent

l’oxygénation des sédiments, dont l’influence sur le devenir des hydrocarbures dans 

les sédiments côtiers (Gilbert et al., 1996; Christensen et al., 2002; Grossi et al., 2002)

et sur les communautés microbiennes (Stauffert et al., 2013) ainsi que sur leurs 

activités métaboliques (Hansen et al., 1996; Mermillod-Blondin et al., 2004; Satoh et 

al., 2007), a été décrite. Cette condition sera nommée par la suite « pétrole + 

bioturbation ».

- Une perturbation mécanique des sédiments par hersage qui correspond à un 

« traitement physique » également mis en œuvre pour accroître les activités 

microbiennes aérobies par oxygénation des sédiments en impactant fortement la 

structure de ceux-ci. Ce traitement peut être mise en place comme moyen de 

dépollution dans des conditions bien définies (http://www.cedre.fr/fr/lutte/lutte-

terre/fiche/hersage.pdf). Cette condition sera ensuite désignée par le nominatif 

« pétrole + hersage »

Les trois conditions ci-dessus ont été réalisées en triplicata (N = 12) et trois blocs de vase 

supplémentaires n’ayant pas été contaminés et n’ayant pas subis de traitement ont constitués les 

« blancs » (c’est-à-dire les contrôles pour le dosage des hydrocarbures au cours de l’incubation).

1.2.2.1. Ajout du pétrole dans les mésocosmes

Le pétrole brut de type OURAL, choisi pour l’expérimentation, est un pétrole brut sulfureux 

de gravité moyenne, obtenu par le mélange d’un pétrole lourd avec un pétrole plus léger 

provenant des régions de l’Oural en Russie. Autrement dit ce type de pétrole couvre une large 

http://www.cedre.fr/fr/lutte/lutte
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gamme de molécules d'hydrocarbures pétroliers : de molécules «facilement» dégradable à des 

molécules plus récalcitrantes (Figure 22). Il est composé majoritairement d’hydrocarbures saturés 

(environ 59.9 %) et en plus faible proportion d’hydrocarbures aromatiques (24.8 %), de résines 

(10.2 %) et d’asphaltènes (5.1 %), avec une concentration finale de 50 mg/kg de nickel et 100 

mg/kg de vanadium (métaux utilisés, dans le cadre du projet DECAPAGE, comme indicateurs 

de dégradation d’où la nécessité d’utiliser un pétrole avec des concentrations en métaux 

facilement détectables). Malgré la forte proportion d’hydrocarbures saturés et aromatiques, les 

alcanes et des HAP (composés du pétrole identifiables en chromatographie gazeuse) ne 

représentent que 6,2 % et 0,8 % de ce pétrole. La biodégradabilité théorique de ce pétrole a été

déterminée selon la méthode décrite par l'Organisation Maritime Internationale (IMO, 2004) et 

atteint seulement 48,3 % du pétrole (alcanes et HAP biodégradables à 85 % et 90 % 

respectivement).

Figure 22 : Composition SARA du pétrole de type Oural et proportion (en %) de la part dégradable de chaque 
fraction estimée suivant la méthodologie décrite par IMO (2004).

La couche supérieure des sédiments de chaque mésocosme (0-2 cm) a été collectée, ces 

sédiments ont ensuite été mélangés puis homogénéisés. Ce mélange a été divisé en deux. Le 

pétrole a été ajouté à l’une des deux parties à une concentration finale de 24 ± 4 mg/g de sédiment 

sec (Figure 23). Le tout a ensuite été homogénéisé vigoureusement avec un mélangeur. Les 

sédiments sans pétrole ont également été homogénéisés en parallèle afin de subir le même 

traitement. Enfin, les sédiments ont été répartis entre les mésocosmes et étalés à la surface des 

sédiments (couche 0-2 cm). Le sédiment contaminé a été réparti entre les mésocosmes « pétrole », 

« pétrole + bioturbation » et « pétrole + hersage », et le sédiment non contaminé entre les 

mésocosmes « Blancs ».
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Figure 23 : Photographie de la procédure d’ajout de pétrole dans le sédiment de surface des mésocosmes pollués
(photos du CEDRE).

Cette méthode de contamination et la concentration utilisée correspond à l’équivalent d’une 

mince couche de pétrole qui se déverserait sur les sédiments, simulant une marée noire, tout en 

étant plus homogène au niveau des sédiments par l’homogénéisation de ceux-ci avec le pétrole.

(Lors du déversement de Deep Water Horizon la concentration  retrouvée dans les 2 cm de surface 

de sédiments côtiers a atteint 510 mg/g de sédiments sec ; Lin and Mendelssohn (2012)).

1.2.2.2. Ajout des polychaetes

Afin d’augmenter les activités de bioturbation au sein des mésocosmes, la biomasse initiale 

des polychaetes Hediste diversicolor a été augmentée de 50 fois. Autrement dit, une biomasse de 

3332 ± 42 g/m2 a été rajoutée correspondant à 1267 ± 16 ind/m2, dans les mésocosmes « pétrole 

+ bioturbation » (Figure 24). Ces annélides polychètes appartiennent à la famille des Nereididae 

et font partie des espèces macrobenthiques les plus représentées dans les sédiments côtiers sablo-

vaseux (Clay, 1967; Kristensen, 1988). Ils s’adaptent très bien aux fluctuations de la salinité et 

de la température et survivent dans des environnements relativement pollués. En général, leur 

taille adulte varie de 2 à 10 cm de long et leur densité est comprise entre 50 et 5000 ind/m2

(Kristensen, 1988). 

Le remaniement sédimentaire lié aux activités des polychaetes a été estimé grâce à l’ajout 

de traceurs particulaires fluorescents, des luminophores (Gilbert et al., 2007). Ces particules 

inertes ont été ajoutées dans tous les mésocosmes une heure après l’introduction des polychaetes, 

pour leur laisser le temps de pénétrer dans les sédiments. Ainsi, une suspension de luminophores 

oranges (100 g, 63-125 μm) a été homogénéisée et répandue à la surface des mésocosmes. A 50 

jours, des luminophores de couleur verte ont également été ajoutés à la surface des mésocosmes. 

A 150 jours, ce sont des luminophores de couleur rose qui ont été ajoutés à la surface des 

mésocosmes témoignant cette fois-ci de l’activité de remaniement des derniers mois d’incubation 

(150-280 jours).

©CEDRE©CEDRE
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Figure 24 : Photographies de l’ajout des polychaetes Hediste diversicolor (à gauche) et du mésocosme après l’ajout 
des luminophores (à droite) pour la condition « pétrole + bioturbation » (photos du CEDRE).

1.2.2.3. Hersage de la surface des sédiments

Afin d’augmenter l’oxygénation des sédiments, un remaniement physique par hersage a été 

mis en place deux fois par semaine à marée basse. Pour cela, un râteau a été passé sur la surface 

des sédiments, impactant ceux-ci sur une profondeur de 6 cm (Figure 25). L’application de ce 

traitement physique avait pour objectif de mimer le hersage, technique parfois utilisée comme 

stratégie de bio-remédiation de plages polluées par des produits pétroliers. En effet, cette 

technique intervient généralement après la collecte des accumulations de produits pétroliers et du 

sable fortement contaminé, puisqu’il reste souvent une contamination plus ou moins importante 

due au mélange de composés pétroliers avec le substrat. Le remaniement du sédiment pollué 

généré par le hersage permet sa fragmentation ce qui accroît la superficie des composés pétroliers 

exposée aux processus de vieillissement, facilite la floculation argile-pétrole ou l’agrégation

minéraux-pétrole et aère les sédiments (Guide d’informations techniques 7, ITOPF ; 

http://www.itopf.com). Ce dernier point permet d’accélérer la dégradation du pétrole par l’action

des micro-organismes aérobies.

Figure 25 : Photographie du résultat du remaniement physique de la surface des sédiments par hersage pour la 
condition « pétrole + hersage » (Photo du CEDRE).

©CEDRE ©CEDRE

©CEDRE

http://www.itopf.com
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Cette expérience mise en place dans le hangar expérimentale du CEDRE (Figure 26) a été 

maintenue 280 jours, de janvier 2012 à novembre 2012. Des communautés microbiennes 

différentes ayant des capacités de dégradation des hydrocarbures, ont alors pu être obtenues.

Figure 26 : Photographie du dispositif expérimental récréant le cycle des marées, mis en place pour l'incubation de 
sédiments côtiers non-déstructurés sous différents traitements de remaniement du sédiment (Hangar expérimental 
du CEDRE, Brest).

1.3. Stratégie d’échantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé à 0, 1, 1.5, 2 mois d’incubation, puis tous les mois jusqu’à 

la fin de l’incubation, le 12 novembre 2012 pour les analyses chimiques de détermination de la 

biodégradation. Le temps de référence (t0) correspondait à l‘ajout de pétrole et des polychaetes

dans les mésocosmes. Une fois la biodégradation mise en évidence successivement pour les 

différentes conditions, le matériel d’étude a été récupéré. Pour chaque prélèvement effectué au 

cours de l’incubation, un récipient de même volume a été placé au sein du sédiment afin d’éviter 

de déstructurer le sédiment.

1.3.1. Echantillonnage pour les analyses chimiques

Un échantillon de 1.5mL de sédiment de surface (0-2 cm) par bac a été prélevé afin de 

réalisé une analyse des hydrocarbures par chromatographie en phase gazeuse avec détecteur à 

ionisation de flamme (GC-FID). A partir de ces mesures, les rapports C17/pristane et 

C18/phytane ont pu être suivis afin de mettre en évidence la capacité de biodégradation au sein 

des différents mésocosmes pollués. 

©CEDRE

Mésocosmes, composés de : 
~ 30L de vase non déstructurée

Membrane géotextile

Robinet à flotteur bloquant (arrivée    

d’eau de mer)

Tuyaux d’évacuation de l’eau de marée

Table élévatrice

Bac collecteur des eaux de marée
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En parallèle, un prélèvement par carottage avec des seringues de 50 mL (conservation de 

la structure du sédiment sur 10 cm de profondeur) a été réalisé par mésocosme pour la 

caractérisation chimique des hydrocarbures dans les mésocosmes au cours de l’incubation.

1.3.2. Prélèvements du matériel d’étude

Lorsque la biodégradation a pu être estimée, par les analyses en GC-FID, dans les 

mésocosmes pollués, les sédiments ont été extraits d’une zone préservée de deux des trois 

mésocosmes de chaque condition. Les sédiments ont été prélevés sur une surface de 400 cm2 et 

sur une profondeur de 6 cm (soit 2400 cm3 de sédiments par mésocosme échantillonné). La 

capacité de biodégradation a pu être observée en premier lieu pour la condition « pétrole + 

hersage », après 150 jours d’incubation. Les sédiments de cette condition ont donc été prélevés 

fin juin 2012. Ils ont été maintenus à 6°C, recouverts de 5 cm d’eau de mer bullée à l’air filtré 

(filtres en PTFE avec un diamètre de pore de 0.20 μm ; Fisher Scientific), pendant 10 jours avant 

la mise en place de l’expérimentation en bioréacteurs.

De la même façon, les sédiments de la condition « pétrole » ont été prélevés début octobre 

2012 et ceux de la condition « pétrole + bioturbation » mis novembre 2012.

Mise en place d’expérimentations en bioréacteurs pour l’étude d’impact 

des oscillations anoxie/oxie sur des communautés microbiennes issues de 

sédiments intertidaux pollués par du pétrole

La description de cette approche expérimentale a été valorisée par la rédaction d’un chapitre 

technique, qui a été accepté par l’éditeur Springer, pour parution dans un ouvrage intitulé «

Hydrocarbon and Lipid Microbiology Protocols », sous le titre :

Simulation of anoxic/oxic oscillations in crude oil-degrading bioreactors

Par : Fanny Terrisse1, Robert Duran1, Isabelle Vitte2, Cristiana Cravo-Laureau1**

1 Equipe Environnement et Microbiologie, MELODY group, Université de Pau et des Pays de l’Adour, 
IPREM UMR CNRS 5254, BP 1155, 64013 Pau Cedex, France
2 Laboratoire des Pyrénées et des Landes, 64 150 Lagor, France
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Abstract 

Anoxic/oxic oscillations are commonly found in nature as for example at water/sediment 

interfaces or in bioturbated sediments. These fluctuating environmental conditions influence the 

microbial dynamic and thus affect the role of micro-organism on the degradation of organic 

compounds such as hydrocarbons. Little attention has been dedicated to this phenomenon and 

therefore the knowledge on how the anoxic/oxic oscillations may affect the fate of hydrocarbons, 

their associated toxicity and the native microbial communities in chronically contaminated 

environments is still scarce. In order to characterize the ecological responses of 

hydrocarbonoclastic microbial communities to fluctuating conditions, we present here a protocol 

describing the incubation of oil-polluted sediments in bioreactors with anoxic/oxic oscillations, 

coupled with exposure to crude oil. 

Keywords: environmental fluctuations, anoxic/oxic oscillations, microbial communities, 
hydrocarbons biodegradation, bioreactors systems.

2.1. Introduction

Most studies aiming to assess the behavior of bacteria and pollutant elimination, have 

focused on simplified systems (pure cultures or bacterial enrichments), which are not 

representative of natural environments. The impact of environmental fluctuations on pollutant 

degradation and microbial community structure thus remains insufficiently investigated. 

Although microbial communities in the environment are frequently exposed to varying levels of 

oxygen, studies have focused on aerobic or anaerobic biodegradation. Hydrocarbon degradation 

under anoxic/oxic oscillating conditions awakened less interest (Cravo-Laureau et al., 2011) and 

further knowledge is still required.

Environments subjected to anoxic/oxic oscillations (due to tides and bioturbation activities

of macrofauna) are widespread in nature and constitute particular functional systems. Quite 

surprisingly, the fate of compounds in these systems has received very little attention by the 

scientific community. Most studies concerning the impact of oxygen and redox oscillations on

the organic matter degradation were performed in marine environments. Some authors (e.g. Sun

et al. (1993), Aller (1994), Sun et al. (2002), Caradec et al. (2004), Abril et al. (2010)) have

studied the fate of organic matter subjected to oxic/anoxic oscillations, with the aim to assess the 

impact of these changes on the decomposition of organic carbon. Despite some promising 

findings, the biogeochemical functioning and dynamics of microbial communities in such
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environment remain poorly documented. More particularly, the fate of contaminants such as 

hydrocarbons remains to be explored (Cravo-Laureau et al., 2011; Vitte et al., 2011). Insights on 

the ecology of microbial communities in hydrocarbon contaminated and fluctuating ecosystems 

are essential to understand the mechanisms of biodegradation. We developed an experimental 

approach involving bioreactors for simulating anoxic/oxic oscillations to study indigenous

microbial communities. The experimental setup aims to understand the fate of hydrocarbon 

compounds in oil-polluted environments characterized by fluctuating redox conditions (Vitte et 

al., 2011; Vitte et al., 2013).

In this chapter, a method is described to simulate anoxic/oxic oscillations in crude oil-

degrading bioreactors.

2.2. Materials

2.2.1. Bioreactor systems (Figure 27)

Figure 27: Schematic representation (A) and photography of bioreactor (B). 1, Filtered air or nitrogen gas injection; 
2, Dissolved oxygen and temperature probe; 3, Inlet with pH/redox potential probe; 4, Transmitter connected to 
probes; 5, Syringe connected by Norprene food process tubing (NORPRENE® Alimentary Øi 4.8mm and Øo 
8.0mm; Saint-Gobain performance plastics) to a stainless steel perforated extracting tube to collect samples; 6, 
Stirring system. 

1. Glass tanks with a working volume of two liters with rounded bottom, airtight sealed cover 

made of stainless steel (inox). The cover has several connections for gas inlet, collection

of samples from a perforated inox tube and inlet for different probes.

2. Stirring system consisting of an axis, with two horizontal propellers at the bottom 

extremity, through the cover connected to a motor (Stuart SS20) in order to continuously 

homogenise the slurry. 
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3. Probes for pH/redox (InPro 4260i/SG/225, Mettler Toledo International Inc.) and dissolved 

oxygen/temperature (InPro6800, Mettler Toledo International Inc.) determination

connected to transmitters (M300 ISM multipar, Mettler Toledo International Inc.).

4. N2 (instrument 5.0, LindeGas) and air pumps (Rena air 50) connected to bioreactors with 

gastight tubes (VERSILIC® silicone tube 5 mm internal diameter and 8.0 mm external 

diameter, Fisher Scientific).

2.2.2. Culture medium, solutions and reagents

1. Natural seawater filtered through a MFTM membrane filter of 0.45 µm pore size (Millipore)

(see Note 1).

2. Potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.2; 71.7 ml of 1M K2HPO4 and 28.3ml of 1M

KH2PO4 per 1L of water), autoclaved.

3. Vitamin V7 solution: 10 mg p-amino benzoate; 2 mg biotine; 10 mg thiamine; 5 mg 

panthotenate; 50 mg pyridoxamine; 20 mg vitamine B12; 20 mg nicotinate per 1 L,

sterilized by filtering (0.20 µm pores size, Millipore) and stored in the dark at 4 °C.

4. NaHCO3 stock solution (0.8 M): dissolve 2.016 g NaHCO3 in 30 ml water and autoclave.

5. RNA stabilizing solution: 5 ml of phenol, 5 ml of 1 M acetate buffer pH5.5 (6.804g of

sodium acetate trihydrate in 50 ml final volume, pH adjusted with acetic acid). The two 

phases are separated by centrifugation at 4,000 g during 3 minutes. The phenolic phase is 

then added to 95 ml of pure ethanol.

2.3. Methods

In this section, the bioreactor experiment set up at the Environment and Microbiology 

Research Team is described. The incubation system in batch conditions facilitates the control of 

the major physical-chemical variables. It is particularly suitable for assessing the effect of 

anoxic/oxic oscillating conditions on hydrocarbonoclastic microbial communities from coastal 

sediments. In order to perform robust statistical analyses of the data sets we recommend to design 

experiments with at least three biological replicates. Generally, the anoxic/oxic oscillating 

conditions are compared with the permanent anoxic or oxic conditions, leading to an 

experimentation involving nine bioreactors with three biological replicates per condition (see

Note 2).
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2.3.1. Culture medium

1. Supplement natural filtered seawater (see Subheading 2.2) with 0.2 g/L of NH4Cl before 

sterilization by autoclaving at 120°C, 15 minutes. 

2. After sterilization add the following solutions at final concentration: 30 ml/L of NaHCO3 

(0.8 M) solution, 4 ml/L of potassium phosphate buffer (0.1 M pH 7.2) and 1 ml/L vitamins 

V7 solution (see Subheading 2.2), under sterile conditions.

2.3.2. Bioreactor experiments set up and experimental conditions

1. Collected sediments could be stored in glass container in natural seawater at 4 °C before 

use (see Note 3).

2. Homogenize vigorously the sediments manually.

3. Prepare slurry at 20 % (w/v) in natural seawater medium at pH 7.2 (see Subheading 3.1). 

4. After homogenization, distribute slurry (1.5 L or 1.8 L) in each reactor, incubate in the dark 

with continuous agitation at 250 rpm, at room temperature (see Notes 2 and 3).

5. Crude oil or hydrocarbons could be introduced in bioreactors (see Note 4) before or after a 

stabilization period (see Note 3).

6. Permanent oxic conditions and aeration periods in oscillating conditions are produced by 

injection of filtered air (Acro® 37 TF Vent Device with 0.2µm PTFE Membrane, Life 

Sciences) using air pumps (flow rate of 70 L/h) into the gas and aqueous phases, generating 

bubbling (see Note 5).

7. Periods of anoxic conditions are achieved by stopping aeration, sealing and closing the

system. A slight overpressure in nitrogen gas is created (see Note 5). Permanent anoxic 

conditions are obtained by flushing aqueous and gas phases with filtered N2. Figure 2 shows 

an example of a time scale of experimental conditions. 
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Figure 28: (A) Example of time scale of the experimental conditions. The first five days allows to stabilize the 
microbial communities, under oxic or anoxic conditions (for the permanent anoxic condition and the oscillating 
conditions) before addition of crude oil and starting anoxic/oxic oscillations for the oscillating conditions. 
Anoxic/oxic oscillations consist in an alternation between anoxic periods and periods of aeration of one-day at days 
7 and 10. Dashed lines show sampling times. (B) Profiles of parameters followed in the anoxic/oxic oscillating 
conditions (T°,temperature; pH; O2, oxygen; Eh, redox).

2.3.3. Sampling for biological and chemical analyses

Sub-sampling in the bioreactors should be performed in triplicates per bioreactor in order 

to ensure robust statistical analyses. 

1. Collect samples with a sterile syringe (TERUMO Corporation) connected to the inox tube 

by a Norprene tube (Saint-Gobain performance plastics). Before each sampling series, 

extract with a syringe at least an equal volume of the extracting tube (inox plus Norprene 

tubes), to purge the system (Figure 1).

2. For chemical analysis (e.g. hydrocarbons content, total organic carbon) and toxicity 

assessment, store samples (10 ml) in amber glass bottles (to prevent photo-oxidation) with 

Teflon stopper (to avoid adsorption of hydrocarbons on the stopper) at -20°C. 

3. For biological analysis (DNA and RNA extraction), 190 µl of RNA stabilizing solution 

(see Subheading 2.2) is immediately added to 1.5 ml of collected sample in Eppendorf 

tubes, to preserve rRNA transcripts integrity. Samples are homogenized and centrifuged at 

10,000 g for 5 minutes at 4 °C (Jouan MR 1812). The supernatant is removed and the 

Eppendorf tube is introduced immediately in liquid nitrogen and stored at -80 °C (see

Note 6).
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4. For enrichment cultures or strain isolation, samples are, either introduced immediately in a 

culture medium, or stored at 4 °C before inoculation.

2.4. Notes

1. Synthetic mineral medium could also be used if natural seawater is not available, or to avoid 

the introduction of supplementary carbon source or pollutants, containing (in distilled 

water): KCl, 1.5 g/L; CaCl2.2H2O, 2.94 g/L; NH4Cl, 2.65 mg/L; NaCl, 24 g/L; 

MgSO4.7H2O, 13.28 g/L; MgCl2.6H2O, 10.56 g/L; Na2CO3, 0.53 g/L; phosphate buffer 0.1 

M (see Subheading 2.2), 4 mL/L; vitamin V7 solution (see Subheading 2.2), 1 mL/L; trace 

element solution SL12 (EDTA-di-Na, 3 g; FeSO4.7H2O, 1.1 g; CoCl2.6H2O, 0.19 g; ZnCl2, 

0.042 g; NaMoO4.2H2O, 0.018 g; MnCl2.4H2O, 0.05 g; NiCl2.6H2O, 0.024 g; H3BO3, 0.3 

g; CuCl2 2H2O, 0.002 g; per 1 L water, autoclaved ant stored in the dark), 1 mL/L; selenite–

tungstate solution (NaOH, 0.4 g; Na2SeO3.5H2O, 0.006 g; Na2WO4, 0.008 g; per 1 L water, 

autoclaved), 1 ml/L; pH 7.2.

2. Locate bioreactors inside a spacious room (enough for the 9 bioreactors), provided with a 

fume hood or an exhaust vent. Odors from oil and volatile compounds in the slurry could 

be released into the atmosphere. Also, sulfide and methane, as well as fermentation 

products, produced during the anoxic period of oscillating conditions could go into the 

room air during oxic periods. 

3. Stabilization periods could be considered: before use, the slurry could be maintained 

at 4 °C, in the dark, without agitation. In order to maintain aerobic and anaerobic 

metabolisms and simulate in situ conditions, air could be provided only in the first few 

millimeters of the slurry using bubble diffusers. These conditions could be maintained 

during a stabilization period of few weeks to 1 or 2 months, in order to avoid the microbial 

response to the containment effect. 

Another possibility could be to stabilize the microbial communities once slurries are 

introduced in the bioreactors. In this case the stabilization could be performed, under oxic 

condition (for the permanent oxic condition) or anoxic condition (for the permanent anoxic 

and the oscillating conditions) before the initialization of the anoxic/oxic oscillations (for 

the oscillating conditions). 

4. Addition of labeled molecules is useful especially when studying chronically oil-

contaminated samples, without addition of new crude oil. Indeed, deuterated hydrocarbons

used as internal standards and spiked in the slurry before the beginning of the experiment,
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allow evaluation of the kinetics of endogenous hydrocarbons removal in the oily sample. 

Two labeled polycyclic aromatic hydrocarbons (d12 chrysene and d10 fluoranthene ; 

Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA) could be added at concentrations of 

55 and 140 mg/L (w/v), respectively. These four aromatic ring hydrocarbons, chosen as 

bioavailability indicators, were considered as recalcitrant to biological activity. 

Nevertheless, it was shown that they could be used as a source of carbon and energy by 

various bacteria under several conditions (Cerniglia, 1992; Peng et al., 2008).

5. When performing the anoxic/oxic switches, a tube clamp is positioned on the gas inlet tube 

between the reactor and the filter to avoid the contamination of the filter by liquid push 

back in the tube due to the nitrogen overpressure in the reactor. Disconnect nitrogen gas 

tube and connect air pumps. The nitrogen overpressure is then removed opening the gas 

outlet connection and loosening progressively the tube clamp. Conversely, performing the 

oxic/anoxic switches, all outlet and inlet connections should be closed. Start positioning

tube clamp on the gas inlet tube between the reactor and the filter. Disconnect air pumps 

and connect nitrogen gas tube and then progressively loosen tube clamp. At the same time, 

a tube clamp on the gas outlet is slightly loosened to flush reactor with nitrogen. Then close

the system to obtain anoxic conditions.

6. For metatranscriptomic analysis, several Eppendorfs of slurry should be taken, in the aim 

to get enough biological material. 
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Incubations sous différents régimes d’oxygénation

3.1.Conditions expérimentales

L’expérimentation en bioréacteurs a été réalisée sur une période de quinze jours (Figure 

29) à température ambiante. Les cinq premiers jours d’incubation, soit en conditions d’anoxie 

soit en conditions d’oxie, ont permis la stabilisation des communautés dans les systèmes, avant 

l'addition de 5000 ppm de pétrole Oural et l'initialisation des oscillations anoxie/oxie.

L’incubation en conditions oscillantes anoxie/oxie a consistait en une alternance entre des

périodes anoxiques de 2 jours à partir du jour 5 et des périodes d'aération d'une journée aux jours

7 et 10. Les périodes d'aération ont été réalisées par injection d'air filtré (filtres PTFE avec un 

diamètre de pores de 0.20 μm, Fisher Scientific) à l'aide de pompes à air (débit de 70 L/h, Rena 

air 50) au niveau des phases aqueuse et gazeuse. La condition d’oxie permanente a été maintenue 

selon la même procédure. Les périodes d'anoxie ont été mise en place par l'arrêt de l'aération, 

fermeture des sorties de gaz et en créant une légère surpression en azote gazeux. Le processus a 

été le même pour atteindre les conditions d’anoxie permanente.

Les systèmes ont été maintenus à l’obscurité tout au long des incubations afin d’éviter 

l’apport d’oxygène dans le système par la photosynthèse pouvant compromettre l’état d’anoxie 

pour les conditions d’anoxie permanente et d’oscillations anoxie/oxie. 
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Figure 29 : Schéma descriptif du plan expérimental des incubations en bioréacteurs pour l’incubation en bioréacteurs 
de chaque sédiment pollué issus des mésocosmes, sous des conditions oscillantes anoxie/oxie en comparaison à des 
conditions permanentes d’anoxie ou d’oxie.

3.2. Prélèvements d’échantillons

Au cours de l’incubation, les prélèvements d'échantillons dans les bioréacteurs ont été 

réalisés à l'aide d'une seringue stérile (TERUMO Corporation) reliée par un tube en Norprène 

(Saint-Gobain performance plastics) au tube perforé en inox. Avant chaque série de 

prélèvements, le tube a été purgé. Des échantillons ont été prélevés pour des analyses chimiques 

et biologiques à 0, 5 (avant l'ajout de pétrole), 5.4 (10 heures après l'ajout de pétrole), 7, 8, 10, 11 

et 15 jours d'incubation (voir échelle de temps de la Figure 29). Tous les échantillonnages réalisés 

à des temps intermédiaires ont été effectués avant le basculement d’un état d’oxygénation à un 

autre.

3.2.1. Echantillons pour les analyses chimiques

Pour les analyses chimiques, 6 échantillons de 10 mL de suspension ont été prélevés par 

réacteur au temps 0 jours. A chaque temps d'échantillonnage au cours de l'incubation, un 

échantillon de 10 mL et un échantillon de 5 mL ont été prélevés à partir de chaque réacteur. A la 

fin de l'expérience, trois échantillons de 10 mL et 5 mL ont été prélevés à partir de chaque 

réacteur. Les échantillons ont été stockés dans des bouteilles en verre ambré (pour préserver les 

échantillons de la photo-oxydation des hydrocarbures) avec un bouchon de téflon (pour éviter 

l'adsorption des hydrocarbures sur le bouchon) à -20 °C, jusqu’à leur analyse. La teneur en 

hydrocarbures pétroliers a été estimée au cours des incubations par des analyses GC-MS. 



Chapitre II : Procédures expérimentales

100

3.2.2. Echantillons pour les analyses moléculaires

Comme des analyses transcriptomiques étaient planifiées, l'échantillonnage pour les 

analyses biomoléculaires a été réalisé avec des précautions particulières, afin de préserver 

l'intégrité de l'ARN. Une solution de stabilisation de l'ARN a été préparée en mélangeant 5 mL

de phénol avec 5 mL d’un tampon acétate 1 M à pH 5,5 (ajusté avec de l'acide acétique). Les 

deux phases ont été séparées par centrifugation à 4000 g pendant 3 minutes (Heraeus Multifuge 

X 3 FR, Thermo Scientific). On a ensuite ajouté la phase phénolique de 95 mL de solution 

d'éthanol à 100 %. 190 μL de cette solution ont été ajoutés à 1,5 mL de suspension dans 7 tubes 

Eppendorf de chaque réacteur à chaque série d'échantillonnage. Les échantillons contenant la 

solution de stabilisation de l'ARN ont été homogénéisés et centrifugés à 10000 g pendant 5 

minutes à 4 °C (Jouan MR 1812). Le surnageant a ensuite été éliminé et les tubes Eppendorf ont 

été immédiatement jetés dans de l'azote liquide puis stockés à -80 °C. 

Analyses chimiques : quantification des hydrocarbures en réacteurs

Pour les analyses chimiques, les échantillons ont d'abord été filtrés sur membrane filtrante 

en microfibres de verre (qualité GF/F, diamètre des pores de 0.7 μm, Whatman). Les composés 

du pétrole contenus au sein de la phase sédimentaire et ceux de la phase aqueuse ont ainsi pu être 

extraits puis analysés par l’utilisation de méthodes adaptées à chacune des matrices.

Figure 30 : Schéma descriptif de la procédure de préparation des échantillons pour l’extraction et l’analyse des
composés pétroliers.
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4.1. Dosage des hydrocarbures pétroliers totaux et des n-alcanes et HAPs 

d’intérêt dans les échantillons de sédiment

4.1.1. Extraction assistée par ASE Dionex

Les filtres, ayant retenu le sédiment, ont séché à température ambiante sous une hotte

pendant 24 heures, afin d’estimer le poids sec de chaque échantillon de sédiment avant extraction 

et analyse. Les sédiments secs ont ensuite été dopés avec des solutions d’étalonnage interne : 100

µL d’une solution d’eicosane deutéré (n-C20d42) à 1000 µg/mL, et 100 µL d’une solution 

composée de cinq HAP deutérés (210 μg/mL de d8-naphtalène, 110 μg/mL de d10-biphényle, 210 

μg/mL de d10-phénanthrène, 40 µg/mL de d12-chrysène et 40 µg/mL de d12-benzo-(a)-pyrène ; 

Sigma-aldrich, États-Unis). L’étalonnage interne permet de passer outre le calcul des rendements 

d’extraction (même s’ils ont été précédemment estimés à plus de 80% sur différentes matrices) 

car cette méthode corrige les pertes éventuelles pendant la préparation des échantillons. Les 

extractions ont été réalisées à l’aide du système d’extraction Dionex ASE ™ 350 Accelerated 

Solvent Extractor system (Thermo Scientific™) dans des cellules de 10 mL (Figure 31). Ce 

système automatisé d'extraction séquentielle par solvant à température élevée (100 °C) et sous

pression (1600 Psi), a réalisé deux cycles d'extraction au dichlorométhane (moins de 10 mL/cycle, 

correspondant au volume nécessaire pour remplir la cellule) d’une durée de 5 minutes, puis un 

rinçage (70 % du volume de la cellule).

Figure 31 : Schéma descriptif du procédé d'extraction séquentielle par solvant à température et pression élevées 
réalisé par l’appareil Dionex ASE ™ 350 Accelerated Solvent Extractor system représenté par la photographie.
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Les extraits organiques ont ensuite été passés au travers de sulfate de sodium anhydre

(préalablement activé pendant 4 heures à 400 °C) afin d'éliminer d’éventuelles traces aqueuses. 

Puis, ils ont été concentrés à 2 mL en utilisant un Syncore (sous agitation à 200 rpm et sous vide 

jusqu’à 570 mPSI ; Büchi, Allemagne) et transvasés dans des flacons ambrés de chromatographie. 

4.1.2. Analyse en chromatographie gazeuse couplée à de la spectrométrie de 

masse

Les échantillons extraits ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée à 

de la spectrométrie de masse (GC-MS). L’appareil GC était un 6890N HP (Hewlett-Packard, Palo 

Alto, CA, USA) équipé d'un injecteur split/splitless utilisé en mode « pulsed splitless » (temps 

de Splitless: 1 min, débit de 50 mL/min). La température de l'injecteur a été maintenue à 300 °C. 

La température d'interface était de 300 °C. Le gradient de température de la GC a été programmé 

pour commencer à 50 °C (1 min) et atteindre 300 °C (20 min) avec une augmentation de 5 °C/min. 

L’hélium a été utilisé en gaz vecteur, à un débit constant de 1 mL/min. La colonne capillaire 

utilisée était une MS HP-5 (HP, Palo Alto, États-Unis) : 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 µm d’épaisseur 

de film. La GC a été couplée à un détecteur sélectif de masse (MSD) HP 5973 (impact 

électronique: 70 eV, tension: 1200 V). Les analyses ont été réalisées en mode SIM (Single Ion 

Monitoring) avec l’ion moléculaire de chaque composé (minimum de 1,4 cycles/s) afin de 

déterminer leurs abondances. Cette méthode d’analyse a une limite de quantification de 4-5ng/g 

de sédiments secs.

4.2. Dosage des HAP dans les échantillons d’eau par SBSE-GC/MS

4.2.1. Extraction SBSE des HAP dissous

Les échantillons aqueux ont été dopés avec 10 mL d’une solution de méthanol contenant 

cinq HAP deutérés utilisés comme standards internes (d8-naphtalène, d10-biphényle, d10-

phénanthrène, d12-chrysène et d12-benzo-(a)-pyrène ; Sigma-aldrich, États-Unis), à la

concentration de 1 µg/L. L'extraction SBSE (Stir Bar Sorbants extraction) a été réalisée  pour 

extraire les HAP des échantillons aqueux (Figure 32). Cette approche a consisté à placer un 

barreau d'agitation magnétique recouvert de polydiméthylsiloxane (un polymère, PDMS, aussi 

appelé TWISTER ; GERSTEL, Germany) dans chaque échantillon dopé et d’agiter à 500 tours 

par minute pendant 2 heures, dans l'obscurité. Du fait de l’affinité des HAP avec le polymère de 

revêtement des barreaux, les HAP viennent s’y adsorber.
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Figure 32 : Procédure d’extraction et d’analyse des HAP en phase aqueuse par l’approche SBSE-GC/MS. (A) 
Adsorption des HAP sur le revêtement des barreaux SBSE. (B) Analyse des HAP en GC/MS suite à leur désorption 
de la phase polymérisée dans l’unité de désorption thermique (TDU) et leur concentration dans la zone de 
refroidissement avant injection dans la colonne GC. Modifié d’après (Skogerson et al., 2011).

4.2.2. Analyse par SBSE-GC/MS

Les HAP adsorbés sur la phase PDMS des barreaux SBSE ont été analysés par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à de la spectrométrie de masse (GC-MS). La 

désorption des HAP à partir de la phase PDMS a été effectuée au niveau de l’unité de désorption 

thermique (TDU). Un gradient de température a été appliqué en commençant à 

50 °C pendant 30 secondes puis en augmentant la température de 115 °C par minute jusqu’à 

atteindre 300 °C. Cette température a été maintenue pendant 6 minutes pour une désorption totale. 

Les molécules de HAP libérées ont été concentrées dans le système d'injection (Cooled Injection 

System, CIS) qui était maintenue à -50 °C par refroidissement à l'azote liquide. Les molécules 

ont été injectées dans le système GC/MS par une augmentation rapide de la température de 12

°C/s pour atteindre un palier de 10 minutes à 300 °C pour ensuite augmenter de 0.5 °C/s jusqu’à 

310 °C, alors maintenue pendant 1 minute. L’appareillage GC/MS et le programme utilisés était 

identiques à ceux utilisés pour l’analyses des échantillons de sédiments. 

4.3. Quantification et traitement des donnés

Les chromatogrammes obtenus en GC/MS ont été interprétés en utilisant le logiciel 

ChemStation A.03.00 (Agilent). Les quantifications des hydrocarbures pétroliers totaux (TPH) 

et de chaque composé ont été réalisées à partir des concentrations en étalons internes (écoisane 

et HAP deutérés ; voir § 4.1.1), en utilisant des courbes d'étalonnage de pétrole brut OURAL (de 

0,05 à 5 mg/mL), des n-alcanes (TRPH standard de 0,5 à 50 pg/mL, Ultra scientifique, Floride) 
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et des HAP (CUS-9306 de 0,25 à 25 pg/mL, normes LGS, France). Certains indices de 

biodégradation des alcanes et des HAP ont été déterminés.

Outils moléculaires

5.1.Extraction des acides nucléiques

Les acides désoxyribonucléiques (ADN) et les acides ribonucléiques (ARN) génomiques 

ont été extraits à partir d’un même échantillon. Les extractions ont été réalisées en triplicatas sur 

les communautés microbiennes d’étude (« pétrole », « pétrole + hersage » et « pétrole +

bioturbation »), puis au cours de l’incubation de chaque communauté sur un échantillon de 

suspension de sédiments par réacteur de chaque condition (conditions d’oxie et d’anoxie 

permanentes et oscillantes), soit un total de 225 échantillons. 

Pour l’extraction des ARN certaines précautions sont indispensables afin d’éviter toute 

contamination par des RNases qui pourraient les dégrader très rapidement. Tout le matériel utilisé 

au cours de leur extraction ainsi que les solutions, ont été préalablement traités au 

diéthylpyrocarbonate (DEPC), pour inactiver les RNAses, puis stérilisés. Ces précautions ont 

également été appliquées lors de manipulations ultérieures des échantillons d’ARN.

Le kit commercial RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit de MOBIO a été utilisé en 

premier lieu jusqu’à l’étape de remise en suspension des acides nucléiques totaux dans 100 µL 

de tampon SR5 (fournit dans le kit) après précipitation à l’éthanol à 70 %. La séparation et la 

purification des ADN et des ARN ont été réalisées avec le kit commercial Allprep DNA/RNA 

Mini Kit de QIAGEN suivant les recommandations du fournisseur. Les ADN et ARN génomiques 

ont été séparément élués dans 100 µL finaux d’eau MilliQ stérilisée exempte de DNase et de 

RNase. Les éluats d’ADN et d’ARN ont été aliquotés et conservés à -80 °C.

5.2.Contrôle de la qualité, de la taille et détermination de la concentration des 

acides nucléiques

La pureté et la bonne qualité des échantillons d’ADN et d'ARN extraits sont des éléments 

importants pour la réussite globale des méthodes d'analyse qui en découlent. Il est donc 

indispensable de s’assurer de l’intégrité des molécules d’ADN mais surtout d'ARN qui sont 

extrêmement sensibles.
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5.2.1. Par électrophorèse en gel d’agarose

Après extraction, la qualité et la taille des ADN et des ARN obtenus ont été vérifiées par 

électrophorèse en gel d’agarose. Les gels ont été réalisés par dissolution de 1 % d’agarose (m/v) 

(EuroBio) dans un tampon TBE 1X (acide borique 90 mM, Tris-base 90 mM, EDTA 2,5 mM pH 

8,3) en présence de 0.125µg/ml de bromure d’éthidium (BET), un agent intercalant des acides 

nucléiques. La migration des différents échantillons, ainsi que d’un marqueur de poids 

moléculaire (Smart Ladder, échelle de 200 à 10 000 pb, ou Smart Ladder Small Fragment, échelle 

de 100 à 1000 pb ; Eurogentec), a été réalisée sous une tension de 150 V, pendant 20 minutes. 

Les gels d’agarose ont ensuite été placés sous UV afin de visualiser par fluorescence les acides 

nucléiques avec l’ImagerMaster®VDS (PharmaBiotech). Le marqueur de taille a également 

permis la quantification des acides nucléiques puisque les différentes bandes d’ADN qui le 

composent correspondent à différentes quantités d’ADN.

5.2.2. Par électrophorèse en micro-capillaire

La qualité des ARN et leur concentration a également été investi par électrophorèse en

microcapillaires par l’utilisation conjointe du kit RNA 6000 Nano LabChips et d’un bioanalyseur 

Agilent 2100 (Agilent Technologies). Ce dispositif bio-analytique est basé sur l’utilisation de

puces micro-fluidiques, la séparation sous tension des ARN selon la taille dans les canaux remplis 

de gel et la détection par fluorescence induite par laser (LIF) à une échelle miniaturisée (Figure 

33).

L’analyse des ARN totaux des échantillons extraits a été réalisée sur 1 µL d’échantillon 

avant et après avoir été traité à la DNase afin de vérifier que ce traitement n’avait pas endommagé 

les ARN. Le protocole décrit par le fournisseur a été suivi. 

Figure 33 : Schéma descriptif de la procédure d’analyse de la qualité et de la concentration des échantillons d’ARN 
extraits par l’utilisation d’une puce (A) RNA 6000 Nano LabChips et d’un bioanalyseur (B) Agilent 2100 (Agilent 
Technologies), consistant en une analyse d’électrophorèse en micro-capillaire (C).

(A) (B) (C)
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L'inspection visuelle des profils d'électrophorèse révèle de la dégradation des ARN lors 

d’une diminution de l'intensité du signal pour les deux bandes ribosomal en conjonction avec

l’apparition et l’augmentation du signal de bandes de tailles inférieures. Puis, la qualité d’un 

échantillon d’ARN (état de dégradation) a pu être renseignée quantitativement par la valeur de 

son RIN. Ce dernier va de 1 pour un ARN totalement dégradé à 10 pour un ARN non dégradé. 

Un RIN d’environ 7-8 est très satisfaisant pour des échantillons d’ARN issus de sédiments. La 

concentration en ARN total a également été déterminée, variant de ~50 à 130 ng/µL suivant les 

échantillons.

5.2.3. Quantification au marquage fluorescent SYBR Green

La concentration en ADN des échantillons extraits a été déterminée à partir d’1 µL 

d’échantillon avec le kit Quant-iTTM PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen) selon les 

recommandations du fournisseur. La lecture de la fluorescence a été réalisée avec l’appareil 

Stratagène® Mx 3005PTM QPCR System. La quantification des échantillons a été réalisée à l’aide 

du logiciel Mx ProTM –Mx 3005P QPCR Software version 4.01, en utilisant une gamme étalon 

d’un ADN standard du kit. La concentration en ADN total estimée variait entre ~150 à 270 ng/µL, 

suivant les échantillons considérés.

5.3.Transcription inverse des ARN

Avant l’utilisation des ARN pour la synthèse d’ADN complémentaire (ADNc), les 

échantillons (50 µL) sont traités à la DNase afin d’éliminer d’éventuelles traces d’ADN, selon 

les recommandations du fournisseur (Turbo DNA-free™, Ambion). L’élimination totale de 

l’ADN est vérifiée par une amplification PCR (voir § 5.4) sur l’ARN traité avec les amorces 

ciblant le gène de l’ARNr 16S. L’absence d’amplification atteste de l’efficacité du traitement.

La synthèse d’un brin d’ADN complémentaire à partir d’un brin matrice d’ARN est permise  

grâce à une transcriptase inverse réalisant la transcription inverse. La réaction (au volume final 

de 20 µL) a été réalisée sur 10 à 60 ng d’ARN par échantillon à partir d’hexamères aléatoires 

(200 ng par réaction, Roche) et de la Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (M-

MLV, Invitrogen by Life Technology) en présence de 40 U de RNAse OUT (Invitrogen by Life 

Technology). Le matériel et les solutions utilisés étaient certifiés sans DNases et RNases ou 

préalablement traités au DEPC (voir § 5.1). Le protocole décrit par le fournisseur du kit de 

transcription inverse a été suivi. Les ADNc produits ont été directement utilisés pour une réaction 
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de PCR de vérification de la transcription inverse (ciblant le gène de l’ARNr 16S, amorces 63F 

et 1387R ; Table 1), puis conservés à – 80°C. 

5.4. Réactions de polymérisation en chaîne (PCR), en temps final

La PCR est une méthode permettant d’obtenir rapidement une quantité importante d’un 

segment précis d’ADN contenu dans une matrice complexe d’ADN génomique ou d’ADN 

complémentaire. Elle repose sur la synthèse enzymatique d’ADN à partir de deux amorces de 

polarité opposée encadrant le fragment à amplifier (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986).

5.4.1. Amplification par PCR

Les réactions de PCR sur les échantillons d’ADN et d’ADNc (dilués au 1/100ème et au 

1/10ème respectivement) ont été réalisées dans un volume final de 25 µL contenant 0.2 µM de 

chacune des deux amorces utilisées (Table 1), 12.5 mL d’AmpliTaq Gold® 360 Master Mix à 

2X et de l’eau MilliQ qsp 25 µL.

La réaction d’amplification a été réalisée dans un thermocycleur automatisé (PTC-100 

Programmable Thermal Controller, MJ Research) et commence par une étape de dénaturation de 

l’ADN de 10 minutes à 95°C, permettant également d’activer l’ADN polymérase utilisée. Un 

cycle de trois étapes est ensuite répété 35 fois et se compose des étapes suivantes : la dénaturation 

de l’ADN (45 secondes à 95°C), l’hybridation des amorces (45 secondes à la température 

d’hybridation définit en prenant en compte le Tm des amorces considérées,

Table 1) et l’élongation, au cours de laquelle le brin complémentaire est synthétisé

(45 secondes/kb du segment d’ADN à amplifier, à 72°C). Une dernière étape d’élongation de 10 

minutes est réalisée. La qualité et la spécificité de l’amplification a ensuite été vérifiée par 

migration sur gel d’agarose des produits de PCR (voir§ 5.2.1).
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Table 1 : Différents couples d'amorces utilisés pour les amplifications par PCR. La séquence en rouge correspond à 
l’adaptateur illumina rajouté à la séquence de l’amorce pour la réalisation du séquençage MiSeq.

5.4.2. Purification des produits de PCR

Les produits PCR ont été purifiés à l’aide du kit commercial GFXTM DNA and Gel Band 

Purification Kit (GE Healthcare), selon les recommandations du fournisseur. Cette purification a 

pour but de séparer les fragments d’ADN amplifiés du milieu réactionnel de la PCR (protéines, 

sels, dNTPs résiduels) ainsi que de l’excès d’amorces non utilisées. La qualité et la taille des 

produits de PCR purifiés ont été vérifiées par électrophorèse sur gel (voir § 5.2.1) en suivant les 

mêmes conditions que celles décrites ci-dessus.

5.5. Quantification par PCR en temps réel

La PCR quantitative (Q-PCR ou PCR en temps réel) est une méthode qui est maintenant 

largement utilisée en écologie microbienne afin de quantifier l’abondance et l’expression de 

marqueurs taxonomiques et fonctionnels dans l’environnement. C’est une méthode rapide, 

précise et applicable aux échantillons naturels (Smith and Osborn, 2009). Elle est basée sur la 

détection et la quantification d’un marqueur fluorescent (SYBR Green) dont l’émission est 

directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés pendant la réaction de PCR. Le 

nombre de cycle (Ct), à partir duquel le signal de fluorescence est stable est une valeur 

proportionnelle au logarithme de la concentration en ADN cible. Pour calibrer la PCR, une 

gamme étalon d’ADN standard est utilisée. Lorsque la Q-PCR est couplée au préalable à une 

réaction de transcription inverse, elle peut être utilisée pour quantifier l’expression des gènes 

(RT-Q-PCR). 

Gènes ciblés Amorces Séquence (5'-3')
Températures 
d'hybridation 

(°C)

Tailles des 
amplicons     

(pb) 
Technique Références

ARNr 16S
Bacteria 63F CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC

1387R GGG CGG WGT GTA ACA AGG C

338F CTC CTA CGG GAG GCA GCA GT
518R GTA TTA CCG CGG CTG CTG

27Fmod AGRGTTTGATCMTGGCTCAG Modifié d'après Ludwig et al., 1993
519Rmodbio GTNTTACNGCGGCKGCTG Modifié d'après Ruff-Roberts et al., 1994

dsrB
dsrp2060F CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCA

ACATCGTYCAYACCCAGGG Geets et al., 2006

dsr 4R GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTG
TAGCAGTTACCGCA

Wagner et al., 1998

M13F GTA AAA CGA CGG CCA G 1677 (16S)
M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC 2132 (dsrAB)

Insert du vecteur de clonage pCR®-2.1-TOPO® 

54
PCR                       

en temps final TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)

60

60/54 377
PCR en temps 

réel/MiSeq

53 511 Pyrosequençage 
454

58

180 Muyzer et al., 1993

1324 Marchesi et al., 1998PCR                       
en temps final

PCR                       
en temps réel
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5.5.1. Génération de standards externes pour la quantification par PCR en 

temps réel

Le standard consiste en une solution titrée d’ADN ou d’ADNc de séquence similaire à celle 

de la cible à quantifier. Le gène de l’ARNr 16S bactérien et le gène dsrB, ont été ciblés dans 

l’étude.

5.5.1.1. Standard pour la quantification de l’ADN

Des souches recombinantes d’Escherichia coli contenant des plasmides avec comme insert 

soit le fragment du gène de l’ARNr 16S soit le fragment du gène dsrB, ont été ensemencés dans 

du milieu LB (Lysogeny Broth) liquide (Pronadisa, Laboratorios CONDA) avec de l’ampicilline

(Eurobio) à 100 µg/mL. Une extraction plasmidique a été réalisée 

sur 4 mL de chaque culture à l’aide du kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) selon les 

recommandations du fournisseur. Les plasmides extraits ont été re-suspendus dans 50 µL d’eau 

MilliQ traitée au DEPC. Une linéarisation plasmidique a été réalisée avec l’enzyme de restriction 

HindIII (en triplicat), reconnaissant spécifiquement un site unique de coupure sur le vecteur 

plasmidique utilisé (pCR®-2.1-TOPO® ; Invitrogen). Le milieu réactionnel d’un volume final de 

10 µL, contenait 0.5 µg de plasmide, 20 U d’enzyme, 1 X de tampon 2 (New England biolab) et 

de l’eau MilliQ traitée au DEPC (qsp 10 µL). Après 3 heures de digestion à 37°C, la linéarisation 

des plasmides a été vérifiée par migration à 100 V sur gel d’agarose à 0.8 % (voir § 5.2.1). Les 

plasmides ont ensuite été purifiés (100 µL de solution plasmidique). Pour cela, 1/10ème de volume 

d’une solution d’acétate de sodium à 3 M pH=5.2 et 1 volume d’isopropanol (Sigma-Aldrich) 

froid ont été ajoutés à la solution plasmidique. Après 1 heure d’incubation à 

-20°C, l’échantillon a été centrifugé à 16000 g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot a ensuite été 

lavé avec 350 µL d’éthanol (Sigma-Aldrich) à 70 % froid puis à nouveau centrifugé pendant 

5 minutes dans les mêmes conditions. Le culot a alors été séché puis suspendu dans 100 µL d’eau 

MilliQ traitée au DEPC. Les concentrations en ADN des solutions plasmidiques ont été estimées 

par dosage au PicoGreen (voir § 5.2.3) et le nombre de copies du gène a été déterminé par la 

formule suivante :

������	��	������= 6.023 × 10��∗	(copies	�����) × concentration	de	standard	(g. μ���)
MM	(g.�����)

MM : Masse Molaire (ce calcule est basé sur le fait que le poids moyen d’une paire de base est 

de 650 Daltons).

* : Nombre d’Avogadro.
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Ces solutions ont constituées les solutions mères afin de constituer les gammes étalons pour 

l’amplification en temps réelle des gènes de l’ARNr 16S bactérien et dsrB, allant de 107 à 103 et 

de 105 à 102 copies/µL respectivement.

5.5.1.2. Standard pour la quantification de l’ADNc

Pour la génération du standard d’ADNc pour la quantification des transcrits des gènes de 

l’ARNr 16S et dsrB, une amplification PCR a été réalisée sur les plasmides portant les gènes 

d’intérêt, avec les amorces M13F/M13R (Table 1). Le milieu réactionnel d’un volume final de 

50 µL, contenait 10 ng de plasmides, 2.5 U de Taq’Ozyme (Ozyme), 1 X du tampon de réaction 

de l’enzyme (Ozyme), 0.2 µM de chaque amorce, 200 µM de dNTP, 0.2 mg/mL de BSA et de 

l’eau MilliQ traitée au DEPC qsp 50 µL. La réaction d’amplification a été réalisée dans un 

thermocycleur automatisé (PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJ Research) selon le 

programme décrit § 5.4.1, mais avec une première étape de dénaturation à 95°C raccourcie à 5 

minutes. Les amplifications ont été vérifiées par migration sur gel d’agarose (§5.2.1). Ensuite, 

une transcription in vitro a été réalisée à partir de 0.1 à 0.2 µg des fragments du gène de l’ARNr 

16S et du gène dsrAB amplifiés. Le kit Megascript® kit de chez Mobio a été utilisé, selon les 

recommandations du fournisseur. Les solutions d’ARN obtenues ont été nettoyées de toute trace 

d’ADN par un traitement à la DNAase TurboDNA-freeTM (Ambion) selon les recommandations 

du fournisseur. Les ARN ont été purifiés au phénol : chloroforme : alcool isoamylique (25 :24 :1, 

v : v : v ; Sigma), précipités à l’isopropanol (Sigma-Aldrich) et resuspendus dans 50 µL d’eau 

MilliQ traitée au DEPC. Les concentrations en transcrits ont été déterminées à l’aide du kit 

Quant-iTTM RiboGreen® RNA Assay Kit (Invitrogen) (§5.2.3) et exprimées en nombre de copies.

Une transcription inverse a été réalisée sur les ARN selon la procédure décrite au §5.3. Ces 

solutions ont constituées les solutions mères afin de constituer les gammes étalons pour la 

quantification des transcrits des gènes de l’ARNr 16S bactérien et dsrB, allant de 108 à 105 et de 

104 à 101 copies/µL respectivement.

5.5.2. Amplification en temps réel

Les réactions de PCR en temps réel sur les échantillons d’ADN et d’ADNc (dilués au 

1/100ème et au 1/10ème pour l’amplification de dsrB à partir des échantillons d’ADNc) ont été 

réalisées dans un volume final de 10 µL contenant 0.4 µM de chacune des deux amorces utilisées

(338F/518R pour le gène de l’ARNr 16S et dsrp2060F/dsr4R pour le gène dsrB ;

Table 1), 1 X du mélange réactionnel du kit LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche 

Applied Science) et de l’eau du même kit (qsp 10 µL).
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Les amplifications ont été réalisées à l’aide de l’appareil Roch LightCycler 480 Real time 

PCR system d’après le programme suivant : les échantillons sont dénaturés à 95 °C pendant 

5 minutes, puis un cycle de trois étapes a été répété 40 fois et se compose des étapes suivantes : 

dénaturation pendant 15 secondes à 95 °C, hybridation pendant 15 secondes à 60 °C et élongation

pendant 20 secondes à 72 °C. Enfin, les courbes de fusion sont réalisées d’après le programme 

suivant : 5 secondes à 95 °C puis 1 minute à 64 °C et augmentation de la température à 0.11 °C/s 

jusqu’à atteindre 97 °C. 

5.5.3. Analyse de la PCR en temps réel

La spécificité des amplifications a en premier lieu été vérifiée par l’analyse des courbes de 

fusion et par électrophorèse en gel d’agarose. Les résultats obtenus par Q-PCR ont été analysés 

à l’aide du logiciel LightCycler 480 Software. Les concentrations d’ADN et de transcrits 

exprimées en nombre de copies par µL ont été obtenues par l’analyse en quantification absolue. 

Les concentrations ont ensuite été rapportées à la quantité de sédiment sec utilisée pour 

l’extraction de chaque échantillon. Les taux d’expression du gène de l’ARNr 16S et du gène dsrB

ont été estimés à partir du calcul du rapport du nombre de copies du gène sur le nombre de copies 

des transcrits. 

5.6. Analyses moléculaires de la diversité

Depuis l'introduction des technologies de séquençage de nouvelle génération, une évolution 

rapide des technologies a pu être observée, motivée par la croissance rapide des applications et 

des développements dans la caractérisation des communautés microbiennes complexes. La 

caractérisation de la diversité de communautés microbiennes via le séquençage d’amplicons tels 

que les gènes de l’ARNr 16S, devient une méthode de choix et dépasse actuellement les méthodes 

de séquençage traditionnelles (de type Sanger), et potentiellement même les techniques

d'empreintes moléculaires. Ces dernières années, l’évolution des techniques de séquençage de 

novo a offert une réduction substantielle des coûts, un nombre de bases séquencées 

continuellement croissant (technologie MiSeq de Illumina : 35-40 pb en 2008, 2×150 pb en 2011 

et 2×300 pb aujourd’hui), un séquençage ultra-rapide et des analyses multiplex de communautés 

microbiennes.
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5.6.1. Analyse de la diversité bactérienne et intérêt pour les micro-

organismes sulfato-réducteurs

5.6.1.1. Pyroséquençage et technique du 454 (Roche)

Principe de la technique : 

La technique de pyroséquençage a été publiée pour la première fois en 1998 alors que le 

principe a été décrit en 1985 (Ahmadian et al., 2006). Il s’agit d’une méthode permettant 

d’analyser la synthèse d’ADN cible en temps réel. On parle de séquençage « SBS » : par synthèse 

d’ADN (Ronaghi et al., 1998). Le principe de base de la méthode consiste à hybrider une amorce 

à l’ADN cible (amplifié par PCR), puis à ajouter séquentiellement et dans l’ordre une base à 

partir de l’extrémité 3′ de l’amorce. Chaque base est marquée par un fluorophore différent dont 

le signal est mesuré par bioluminescence à condition que la base complémentaire de la cible soit 

incorporée. La séquence est déduite en fonction de l’ordre d’incorporation des nucléotides sur 

l’ADN complémentaire de la cible néo-synthétisée. Quatre enzymes sont nécessaires pour la 

réaction : une ADN polymérase, une ATP sulfurylase, une luciférase et une apyrase. Le mélange 

réactionnel contient, par ailleurs, les substrats de ces différentes enzymes : adénosine 

phosphosulfate (APS), D-luciférine, l’amorce de séquence (complémentaire de l’ADN cible). Les 

nucléotides alphathio-dATP (dATP-αS), dCTP, dGTP, dTTP sont ajoutés de manière cyclique 

un par un, toujours dans le même ordre et successivement. Une caméra CCD mesure le signal de 

bioluminescence produit (Figure 34). La limitation de cette technique a été pendant longtemps le 

nombre limité de bases séquencées (en moyenne, 60 bp pour l’automate commercialisé par 

Biotage et en moyenne 106 pb sur l’automate 454 commercialisé par Roche, voire, dans certains 

cas, jusqu’à 200 pb (Gharizadeh et al., 2002), dans les début de l’automatisation totale de cette 

méthode. Cette limitation est liée à l’inhibition progressive de l’apyrase par l’accumulation de 

déoxymononucléotide phosphate (dNMP) et de son produit intermédiaire le déoxydinucléotide 

phosphate (dNDP) ou l’élimination incomplète des nucléotides résiduels après lavage

(Mashayekhi and Ronaghi, 2007). L’arrivée d’automates, tel que le 454 permettant le séquençage 

massif parallèle, a permis le développement de cette technique à une échelle bien plus grande 

(Lamoril et al., 2008).
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Figure 34 : Schéma descriptif du principe de la technologie Roch 454-Pyrosequencing (Mardis, 2008). Le 
pyroséquençage est une méthode de séquençage par synthèse qui est basé sur la détection de pyrophosphate (PPi) 
libéré lors de la synthèse d'ADN en utilisant une cascade de réactions enzymatiques et des modules de détection de
lumière visible, tels que photodiodes, des tubes photomultiplicateurs, ou un dispositif à couplage de charge (CCD )
caméra.

Procédure expérimentale :

Une analyse de la diversité bactérienne au cours des incubations en bioréacteurs a été 

entreprise par le séquençage des amplicons du gène de l’ARNr 16S. Les analyses ont été réalisées 

à partir de l’ADN extrait aux jours 0 (mélange de 3 échantillons d'extraits pour le jour 0), 5.4 (1 

échantillon par réacteur en conditions oxiques et anoxiques) et 15 (1 échantillon par réacteur) soit

un total de 48 échantillons d’ADN. L’analyse a également été réalisée sur les communautés 

« métaboliquement actives », à partir de l'ADNc provenant de l’extraction d’ARN aux temps 0

(mélange de 3 échantillons d'extraits pour le jour 0), 5-5.4-7 (1 échantillon par réacteur en 

conditions oxiques et anoxiques), et 8-10-11-15 (1 échantillon par réacteur) soit un total de 165 

échantillons d’ADNc.

Environ 0.4 μg d'ADN et 0.02 µg d'ADNc (par échantillon) ont été envoyés au laboratoire

Molecular Research DNA (MR DNA, Texas, USA) pour l’analyse d’amplicons en 

pyroséquençage 454, réalisée selon la procédure décrite par S.E. Dowd et ses collaborateurs 

(2008). Les amorces universelles ciblant le gène de l’ARNr 16S bactérien 27Fmod et

519Rmodbio ont été utilisés (Table 1), ciblant les régions variables V1-V3. Une seule étape de 

PCR a été réalisée avec le milieu réactionnel HotStarTaq plus Kit Master Mix (Qiagen, Valencia, 

CA), dans les conditions suivantes : 94 °C pendant 3 minutes, puis 28 cycles constitués des étapes 
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suivantes : 30 secondes à 94 °C, puis 40 secondes à 53 °C et 1 minute à 72 °C, et une étape 

d'élongation finale à 72 °C pendant 5 minutes. Tous les produits d'amplification des différents

échantillons ont été mélangés (les séquences spécifiques de chaque échantillon sont identifiables 

grâce à l’introduction d’un adaptateur spécifique à l’extrémité des fragments d’ADN ou d’ADNc 

pour chaque échantillon) à des concentrations égales avant de les purifier en utilisant des billes

Agencourt Ampure (Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). L’appareillage et les réactifs 

de titane Roche 454 FLX ont été utilisés pour effectuer le séquençage suivant les directives du 

fabricant. Un total de 1 731 723 séquences brutes a été obtenu.

5.6.1.2. Séquencage MiSeq (Illumina)

Principe de la technique :

Introduit en 2006, le séquençage MiSeq utilisant le Genome Analyzer d'Illumina est 

également basé sur le concept de séquençage par synthèse tel que le pyroséquençage 454 de 

Roche. Cette technique de séquençage permet la synthèse de dizaines de millions de fragments 

d'ADN amplifiés simultanément (Figure 35). Le principe de base de la méthode consiste tout 

d’abord à amplifier des séquences d’ADN cibles avec des amorces spécifiques contenant des 

adaptateurs. Les fragments sont alors fixés à la surface d'une cellule d'écoulement de verre, en 

utilisant une station micro-fluidique Illumina. Chaque cellule d'écoulement est divisée en huit 

voies séparées, et les surfaces intérieures où se fixent aléatoirement les fragments d’ADN 

comportent également les oligos complémentaires aux adaptateurs ligués sur les fragments. 

L'hybridation de l’oligo de l’extrémité libre des fragments d’ADN à un oligo complémentaire de 

la cellule d'écoulement a lieu par le chauffage actif puis le refroidissement du système (formation 

d’un pont ; Figure 35). L’ajout d’une polymérase isotherme et de ses réactifs initie l’amplification

des fragments dans une zone discrète ou «cluster» sur la surface des cellules d'écoulement, 

formant des clusters de séquences identiques. La cellule d'écoulement est ensuite placée dans une 

cassette fluidique dans le séquenceur. Le séquençage par synthèse se déroule par cycles successifs 

d’incorporation d’un nucléotide à la fois. A chaque cycle, la polymérase et les quatre nucléotides 

marqués de façon différentielle avec un fluorophore sont ajoutés. L’extrémité 3 'OH des 

nucléotides étant inactivé chimiquement, une seule base est constituée par cycle. Les nucléotides 

non fixés sont éliminés par lavage. La fluorescence est mesurée (enregistrement d’image) afin 

d'identifier le nucléotide incorporé dans chaque groupe (« cluster »). Ensuite, une étape chimique

enlève le groupement fluorescent et débloque l'extrémité 3' afin de réaliser un nouveau cycle 

d'incorporation de la base suivante (voir http://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E

pour une animation décrivant cette méthode de séquençage). 

http://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E
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Figure 35 : Schéma descriptif du principe de la technologie Illumina (Illumina®). Le séquençage MiSeq utilise une 
méthode de séquençage par synthèse qui est basée sur la mesure de fluorescence associée à un nucléotide spécifique 
incorporé au cours de la synthèse de la séquence d’ADN.

Procédure expérimentale :

La diversité des micro-organismes sulfato-réducteurs a également été investie par le 

séquençage des amplicons du gène dsrB, à partir de l’ADNc des échantillons de l’ARN extrait à 

0 (mélange de 3 échantillons d'extraits pour le jour 0), 5.4-7 (1 échantillon par réacteur en 

conditions oxiques et anoxiques) et 8-10-11-15 (1 échantillon par réacteur) jours d’incubations 

en bioréacteurs, soit 147 échantillons d’ADNc.

Les amplicons ont été séquencés en utilisant la technologie MiSeq 250-paired-end 

(Illumina). La première PCR a été réalisée avec les amorces décrites dans la Table 1, contenant 

des adaptateurs Illumina, selon les conditions de PCR décrites précédemment (§ 5.4.1). Les

multiplexes ont été réalisés en utilisant des index de séquences qui ont été ajoutés aux amorces 

anti-sens lors de la seconde PCR avec 12 cycles ciblant les séquences des adaptateurs. Les 

produits de PCR ont été purifiés et chargés dans la cartouche illumina MiSeq selon les 

instructions du fabricant. Après séquençage, la qualité a été vérifiée en utilisant le logiciel PhiX : 

chaque séquence a été affiliée à son échantillon en utilisant l’index qui avait été intégré. Le 
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logiciel MOTHUR a été utilisé afin de définir les contigs des séquences R1 et R2 ; un total de 

11 062 400 séquences a été obtenu. 

5.6.2. Traitement des données de séquençage haut-débit

5.6.2.1. Traitement des données de 454

Le logiciel en libre accès QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) a été utilisé

pour le traitement des données brutes de séquençage des amplicons du gènes de l’ARNr 16S 

bactériens (Caporaso et al., 2010), en suivant l’approche décrite par le tutorial sur le traitement 

des données de 454. Le nettoyage des données brutes a tout d’abord été effectué (Quince et al., 

2009) par le débruitage des données et par l’élimination des séquences de longueur inférieure à 

450 pb, contenant des erreurs au niveau des amorces ou des homopolymères. A cette étape 

environ 3% des séquences ont été éliminées, aboutissant à 1 693 189 séquences restantes. Les 

séquences ont été alignées sur une longueur de séquence de 400 pb.

La définition des OTU a été effectuée selon la méthode Usearch (Edgar, 2010), en 

définissant des séquences de référence au seuil de similarité soit de 0,95 soit de 0,97. L'affectation 

de la taxonomie a été réalisée en comparant les séquences de référence à une base de données de 

séquences connues des gènes de l’ARNr 16S, the Ribosomal Database Project (RDP) database. 

Après la définition des OTU, les chimères ont été éliminées ce qui a conduit à l’élimination 

d’environ 7% des séquences pour obtenir 1 568 794 séquences restantes. Les abondances des 

OTU ont été normalisées au nombre minimal de séquences observées par échantillon (soit 3102 

séquences pour les données ADN et 3104 séquences pour les données ADNc, par échantillon). 

Cette normalisation a été réalisée avec le paquet vegan (Oksanen et al. (2013) ; Version:. 2.0-10) 

sur le logiciel R.

5.6.2.2. Traitement des données de MiSeq

Le logiciel en libre accès MOTHUR, développé par Dr. Patrick Schloss et Sarah Westcott

(the National Science Foundation and the Sloan Foundation, depuis 2007 à aujourd’hui ; 

Department of Microbiology & Immunology at The University of Michigan), a été utilisé, via la 

plateforme de calcul genotoul, pour le traitement des données brutes de séquençage des 

amplicons du gène dsrB. 

L’approche utilisée pour le nettoyage des données brutes du séquençage des amplicons du 

gène dsrB est celle décrite par le tutorial sur le traitement des données générées par une 

plateforme MiSeq d'Illumina (http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP ; page consultée fin août 

2014) rapporté par Kozich et al. (2013). Suite à l’élimination des séquences ambigües,  trop 

http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP
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courtes, trop longues, ou contenant des homopolymères, des séquences ne s’alignant pas avec la 

base de données et des séquences chimériques (méthode Uchime), 9 159 791 séquences restantes 

ont été obtenues, correspondant à une perte d’environ 17 % des séquences. 

Les séquences récupérées ont alors été traduites par l’outil FrameBot de RDP’s functional 

gene and repository, qui les a alignées à une base de données de références récupérées de la base 

de données de FunGene de RDP pour détecter et corriger les erreurs de décalage du cadre de 

lecture et éliminer les séquences courtes et/ou présentant un mauvais alignement (Zeleke et al., 

2013). Cette étape a conduit à l’élimination d’environ 1% des séquences pour aboutir à 9 040 328 

séquences nettoyées.

Un sous-échantillonnage des données nettoyées a été réalisé afin de réduire le jeu de 

données à un nombre égal de séquences par échantillon, correspondant dans le cas présent à 5383 

séquences par échantillon. La réalisation du sous-échantillonnage a été effectuée avant la création 

de la matrice car cette dernière étape demande un grand espace de stockage dont nous ne 

disposions pas et un temps de traitement trop long (de l’ordre de plusieurs semaines). La 

définition des OTU à partir des séquences nucléiques a été effectuée selon la méthode furthest-

neighbor (« le voisin le plus proche ») de mothur, au seuil de similarité de 0,90 (Colin et al., 

2013). Un blastx des séquences a été réalisé contre des séquences connues de la base de données 

de NCBI afin d’associées les séquences du gène dsrB obtenues à des séquences de la sous-unité 

DsrB de la Bisulfite réductase d’organismes sulfato-réducteurs connus.

Estimation de l’effet de la condition d’incubation sur les communautés 

microbiennes

6.1. Analyses de la variance

6.1.1. Modèles linéaires mixtes des effets des paramètres

Les effets des différents paramètres : le traitement (communauté « Pétrole », « Pétrole + 

hersage » et « Pétrole + organismes bioturbateurs »), la condition d’incubation (conditions 

oscillantes, d’oxie ou d’anoxie permanentes) et le temps, ainsi que toutes les interactions parmi 

ces trois facteurs, sur les différentes variables mesurées (les taux d’expression des gènes étudiés, 

les rapports de biodégradation, les indices de recouvrement, les indices de diversité univariés), 

ont été testés par deux analyses de variance multifactorielles. Un modèle linéaire mixte a d’abord 
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été réalisé avec les effets du traitement, de la condition et du temps (et leurs interactions) comme 

facteurs fixes et un facteur aléatoire permettant de prendre en compte l’effet des mesures répétées 

au cours du temps, c’est-à-dire le caractère non indépendant des différents prélèvements au sein 

des bioréacteurs (fonction lme dans R, paquet nlme). Un second modèle linéaire a été réalisé en 

testant les mêmes paramètres en facteurs fixes mais sans la prise en compte du facteur aléatoire 

(fonction lm dans R). Pour tester l’effet du facteur aléatoire, une analyse de la variance (anova) 

n’a montrée aucune différence significative entre ces deux modèles, ainsi le modèle linéaire sans 

mesure répétée a été choisi. La transformation logarithmique de la variable numérique a parfois 

été nécessaire afin que les résidus suivent une répartition normale. Des anova et des tests Tukey's 

HSD (Honest Significant Difference) ont été réalisés suite à la mise en place des modèles 

linéaires, afin de comparer entre elles les différentes modalités des différents facteurs et de mettre 

en évidence les différences significatives. 

6.1.2. Modèle multivarié de l’effet des paramètres : PerMANOVA

La PerMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance) est une analyse 

multivariée des variances par permutations qui utilise des matrices de distance (test non 

paramétrique). C’est une alternative robuste au test paramétrique MANOVA et aux méthodes 

d’ordination pour décrire comment les variations observées peuvent être attribuées aux différents 

paramètres, dans notre cas : le traitement, la condition et le temps (Legendre and Anderson, 

1999). La méthode, basée sur le principe des tests de permutations, calcule la probabilité d’obtenir 

une valeur égale ou supérieure à la valeur observée d’un test statistique sous une hypothèse nulle 

donnée en recalculant la statistique du test après réarrangement (permutations) des observations 

(Anderson, 2001). Le test statistique utilisé est essentiellement un F-ratio, calculé comme le ratio 

de la somme du carré des distances intergroupes divisée par la somme des carrés des distances 

intra-groupes (Anderson, 2005). Cette analyse a été réalisé avec l’outil PERMANOVA+ version 

1.0.6 (Anderson et al., 2008) du logiciel Primer 6 version 6.1.16, permettant de définir en facteurs 

fixe le traitement, la condition et le temps, et en facteur aléatoire le facteur bioréacteur.

6.2. Test de corrélation de deux variables : Pearson

Afin de savoir s'il existe une relation entre deux variables, dans notre cas le taux 

d’expression du gène de l’ARNr16S et le rapport de la concentration en phénanthrène sur la 

concentration en diméthylphénanthrène, un diagramme de corrélation a été établi, c'est à dire un 

diagramme croisant les modalités des variables à corréler. Afin de corréler une efficacité de 
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dégradation du phénanthrène par rapport à l’activité bactérienne, la valeur de la différence du 

rapport de dégradation  à l’instant t par rapport à l’instant t-1 a été représenté en fonction du taux 

d’expression du gène de l’ARNr 16S. L'ensemble des points ayant pu s’ajuster à une droite de 

valeur de pente positive a mis en évidence une relation positive entre la biodégradation du 

phénathrène et l’activité bactérienne confirmée par le test de Pearson (commande cor.test sur R, 

paquet stats).

6.3. Indices pour la quantification de la biodiversité

La quantification de la biodiversité d’une communauté en écologie se fait généralement en 

construisant un nombre, appelé indice de biodiversité, qui augmente avec celle-ci. La valeur de 

ce nombre peut ne pas avoir de sens en soit mais la comparaison de ce nombre entre différentes 

communautés doit nous permettre de savoir laquelle abrite la plus grande diversité. 

6.3.1. Estimation de l’indice de recouvrement (C, coverage value)

Afin d’estimer si l’approche technique mise en place utilise une profondeur d’analyse 

suffisante pour couvrir la diversité de la communauté étudiée, l’indice de recouvrement a été 

estimé pour chaque échantillon analysé en pyroséquençage 454 et en MiSeq. Cet indice fait 

l’estimation de la probabilité que la prochaine lecture corresponde à un OTU ayant déjà été 

identifié. Il a été calculé à l’aide du logiciel mothur (commande summary.single), indice 

coverage, qui s’appuie sur l’équation définie par Good (1953) : 

�= ��
� avec ��le nombre d’OTU représentés une seule fois dans un échantillon de N séquences.

Ainsi, plus l’indice est proche de 1, plus la banque de séquences identifiées pour un 

échantillon est représentatif de la diversité de cet échantillon.

6.3.2. Estimation de la diversité

Les indices de diversité permettent d’avoir rapidement, en un seul chiffre, une évaluation 

de la biodiversité de la communauté. Il en existe de plusieurs types et leur utilisation multiple est 

en général recommandée pour une bonne interprétation. Les indices utilisés dans cette étude sont 

la richesse spécifique, les indices de Shannon et de Bray-Curtis.
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6.3.2.1. Diversité spécifique ou richesse spécifique

La richesse spécifique (S) est l’indice de biodiversité le plus simple, il rend compte du 

nombre d’OTU identifiés au sein d’un échantillon, ne prenant pas en compte l’abondance 

spécifique des différents OTU. Par conséquent cet indice est très dépendant du pouvoir résolutif 

des techniques employées. Il a été calculé à l’aide du logiciel mothur (commande 

summary.single), indice sobs (richesse observée).

6.3.2.2.Diversité α

L’indice de Shannon (H’) est l’indice de diversité alpha communément utilisé pour 

caractériser la diversité des taxons d’une communauté microbienne. Il prend en compte 

l’abondance et la répartition homogène entre les taxons présents et se calcule d’après la formule 

suivante : 

��= −∑ �(i) ln�(�) où i varie entre 1 et S (richesse spécifique) et p(i) = la proportion de 
séquences appartenant au ième OTU, estimée par n(i)/N avec n(i) le 
nombre de séquences du ième OTU et N le nombre de total de séquences 
de l’échantillon.

La valeur de H’ vaut 0 si une seule espèce est présente et prend la valeur maximale ln(S) 

lorsque S espèces sont présentes et qu’elles sont équitablement réparties : p(i) = 1/S. Il a été 

calculé à l’aide du logiciel mothur (commande summary.single), indice shannon.

6.3.2.3. Diversité β.

Les indices de diversité décrits précédemment, étant des descripteurs univariés des 

communautés, ne suffisent pas à décrire des modifications de profils de diversité complexes. En 

effet, tous ces indices présentent la même faiblesse de ne pas prendre en compte l’identité des 

organismes dans une communauté. Ainsi, il a déjà pu être observé d’importantes modifications 

de la structure des communautés par des analyses multivariées de la diversité alors que les indices 

de diversité ne montraient aucune différence (Hartmann and Widmer, 2006).

L’indice de Bray-Curtis a été utilisé lors des calculs des matrices de distance pour les 

analyses multivariées. C’est une méthode robuste et fiable couramment appliquée pour exprimer 

des relations en matière d'écologie du fait notamment que la valeur de l’indice n’est pas affecté 

par des ajouts ou suppressions d'OTU qui ne sont pas présents dans les deux échantillons 

comparés ni par l’ajout d’un nouvel échantillon. Elle tient compte de l’abondance des différentes 

espèces et est calculé comme suit :
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��� = 100�1 − ∑ ����������
���

∑ (�������)�
���

� Où yij représente l’abondance de l’espèce i (T-RF) dans l’échantillon j. 

De la même manière yik représente l’abondance de cette même espèce 
dans l’échantillon k.

Des échantillons identiques aurons une similarité de 100% alors que des échantillons 

radicalement différents, 0%.

6.4. Analyse Multidimensionnelle non-métrique (NMDS)

Pour les raisons décrites précédemment, en plus de la comparaison des descripteurs 

univariées des communautés, tels que la diversité, la description de la façon dont les espèces 

constitutives varient d'une communauté à l'autre constitue une information cruciale pour la 

compréhension de la réponse écologique des communautés aux conditions environnantes.

Un outil communément utilisé à ces fins est l’analyse multidimensionnelle non-métrique, 

ou NMDS. La NMDS permet, à partir d’une matrice symétrique contenant des rangs de distances 

entre objets (dissimilarités), d’obtenir une représentation de ces objets dans un espace réduit à n 

dimensions, généralement deux ou trois, de sorte qu'ils puissent être visualisés et interprétés. Son 

objectif principal est de représenter, de façon aussi fidèle que possible, les relations entre des 

objets situés dans un espace à n dimensions et la proximité entre les objets reflétant leur similarité. 

Les distances utilisées sont celles de Bray-Curtis. Contrairement à d'autres techniques de

coordination qui reposent sur des distances euclidiennes, telles que l'Analyse en Composante 

Principale (ACP), la NMDS utilise les ordres de rang, et ainsi est une technique extrêmement

flexible qui peut accueillir une variété de différents types de données.

Un coefficient de "stress" (Stress de Kruskal) est généré. Il indique le degré de contrainte 

imposé lors de la réduction dimensionnelle et permet de savoir si la représentation est fidèle ou 

non. Une valeur de stress inférieure à 0,1 décrit une représentation excellente ; un stress entre 0.1 

et 0.25, une représentation satisfaisante ; entre 0.25 et 0.5, probablement aléatoire ; et supérieure 

à 0.5, une représentation de qualité médiocre. 

La NMDS n'est pas une projection au sens classique, mais une recherche de placement 

optimal sous contrainte de dimension et est considérée comme une technique robuste. Les logiciel 

Primer 6 version 6.1.16 et R (fonction metaMDS, paquet « vegan ») ont été utilisés.  
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6.5. Analyse de « co-occurrence » : utilisation d’un modèle probabiliste

Une question fondamentale en écologie microbienne est de savoir si les communautés sont 

des assemblages aléatoires ou, à défaut, s’il y a des règles qui déterminent les combinaisons de 

taxons qui peuvent être présents simultanément. Pour les systèmes microbiens, en particulier, la 

question de savoir si les groupes taxonomiques présentent des différences dans l'organisation de 

la communauté reste en suspens mais elle est essentielle pour notre compréhension de la structure 

et de la fonction de la communauté.

Historiquement, l'analyse de présence simultanée des espèces nécessite l'utilisation de 

données générées aléatoirement. Une matrice exprimée en présence-absence des taxons observés 

est comparée avec des matrices aléatoires pour déterminer si la matrice observée a une structure, 

soit un excès ou un déficit d'espèces positivement ou négativement associés les unes aux autres. 

Les algorithmes informatiques utilisés pour générer matrices aléatoires peuvent parfois produire 

des erreurs de type I et de type II (lorsque l'algorithme de génération aléatoire de données produit 

un ensemble biaisé de toutes les matrices possibles ; voir Veech (2013)) en raison du processus 

de génération aléatoire de données lui-même. Le modèle probabiliste a alors été mis au point. Ne 

dépendant pas d'une matrice de données générée aléatoirement, il a un taux d'erreur très faible de 

type I et correspond à un modèle puissant du fait d’un faible taux d'erreur de type II. Le modèle 

probabiliste de Veech (2013) a été utilisé avec le logiciel R (fonction cooccur, paquet « cooccur »)

afin de tester la significativité statistique des profils de répartitions par paires des espèces. Le 

modèle donne la probabilité que deux espèces soient présentes simultanément à une fréquence 

inférieure (ou supérieure) à la fréquence observée si les deux espèces avait été distribuées, 

indépendamment l'une de l'autre parmi un ensemble de sites. Le modèle permet de classer les 

associations d'espèces comme négatives (la présence d’une espèce exclue la présence de l’autre), 

positives (les deux espèces sont généralement présentes simultanément) ou aléatoires (la présence 

d’une espèce ne garantit pas la présence ou l’absence de l’autre).
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Chapitre III : Effet structurant de différentes conditions 
d'oxygénation sur une communauté microbienne 
hydrocarbonoclaste de sédiments intertidaux 

Introduction

L’étude du comportement des communautés bactériennes naturelles soumises à des 

conditions oscillantes anoxie/oxie constitue un intérêt pour mieux comprendre l’influence des 

paramètres physico-chimiques sur les communautés microbiennes et sur des processus 

écologiques majeurs dans le fonctionnement des écosystèmes. En effet, les oscillations 

anoxie/oxie sont largement répandues dans les environnements marins. On les trouve au niveau 

des interfaces eau/sédiments susceptibles d’être perturbées par les courants d’eau, les marées ou 

encore les activités de bioturbation (Kristensen, 2000).

Ces différents processus et activités génèrent une importante hétérogénéité au niveau de la 

colonne sédimentaire qui constitue un milieu fonctionnel particulier. Les oscillations anoxie/oxie 

qui y règnent, impactent le devenir de la matière organique (Wakeham and Canuel, 2006), des 

polluants et des communautés bactériennes. Ainsi, la prise en compte de ces oscillations est 

primordiale pour la compréhension du devenir des polluants dans de tels environnements 

naturels. Cependant, peu d’attention a été portée à ces facteurs environnementaux et leur rôle sur 

l’assemblage des communautés dans l’élimination de polluants dans les environnements côtiers.

Seules les études précédemment réalisées par I. Vitte et ses collaborateurs (2011, 2013) ont décrit 

les communautés bactériennes d’une boue chroniquement contaminée, impliquées dans la 

dégradation des hydrocarbures en conditions d’oscillations contrôlées : anoxie/oxie. L’oxygène 

a été montré comme étant un facteur important à l’origine d’une modification de la structure des 

communautés bactériennes (basée sur l’analyse des gènes et transcrits de l’ARNr 16S en T-

RFLP). Suite à cette modification, la dynamique des communautés a montré une succession

bactérienne corrélée à l’évolution des taux de dégradation des HAP aboutissant à des capacités 

de dégradations similaires en condition oscillantes et d’oxie permanente. Ces études antérieures 

ont apporté des résultats prometteurs qui ont mérité d’être approfondis par la réalisation de 

triplicatas expérimentaux et par la caractérisation plus approfondie de communautés 

microbiennes d’environnements côtiers soumis à l’action des courants, des marées et des macro-

organismes bioturbateurs.



Chapitre III : Effet structurant de différentes conditions d'oxygénation sur une communauté microbienne 
hydrocarbonoclaste de sédiments intertidaux

126

Dans ce contexte, l’objectif de l’étude est de suivre la dynamique et la composition de la 

communauté bactérienne de sédiments intertidaux pollués, par sa caractérisation à l’aide d’outil 

de séquençage haut débit (454-pyrosequencing). La caractérisation des réponses écologiques de 

la communauté bactérienne aux conditions oscillantes anoxie/oxie a été comparée avec des 

conditions d’oxie ou d’anoxie permanentes. L’évaluation de l'assemblage bactérien au sein de 

ces communautés fournira une meilleure compréhension des facteurs qui influent sur leur

dynamique et leur rôle dans la dégradation des hydrocarbures.
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Effet structurant de différentes conditions d'oxygénation sur une 

communauté microbienne hydrocarbonoclaste de sédiments intertidaux

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article en préparation, pour soumission sous le titre :

Structuring effect of different oxygenation conditions on 
hydrocarbonoclastic microbial community

Abstract

Anoxic/oxic oscillations due to tidal cycles and macrofauna activity constitute a major 

parameter governing the organization of microbial communities inhabiting coastal sediments. 

Therefore, it is crucial to take into account these environmental conditions in order to understand 

the role of microorganisms in determining the fate of hydrocarbon compounds in these particular 

ecosystems. In order to characterize the effect of anoxic/oxic oscillating conditions, a 

hydrocarbonoclastic microbial community from intertidal sediments was exposed to these 

conditions (15 days of incubation in anoxic conditions with two aerated periods of one-day on 

days 7 and 10) and crude oil in a bioreactor experiment. Ecological responses were followed and 

compared with either permanent oxic and anoxic conditions.

In-depth characterization of the bacterial communities by high-throughput 16S rRNA gene

and transcripts sequencing gave the opportunity to describe the microbial structure and 

composition and allow a better understanding of bacterial organization under the different 

conditions of oxygenation. The oxygen appeared as the main factor influencing the bacterial 

communities resulting on the global and the metabolically active bacterial communities’ 

structuration according to the oxygenation conditions. However, the three conditions shared 

approximately 32% of OTUs (corresponding on more than 70% of total sequences per conditions) 

showing the potential of many microbes to tolerate the different oxygenation conditions. 

Interestingly, some of them are more abundant in oscillating conditions following the periods of 

aeration than in permanent anoxic or oxic conditions. These observations pointed out that some 

microorganisms were adapted and/or were able to respond to dynamic environmental conditions 

and this probably plays a role in hydrocarbons degradation. Microbial communities under 

oscillating conditions and permanent oxic conditions were able to degrade alkanes and polycyclic 

aromatic hydrocarbons but in a different manner. 

Keywords: coastal ecosystems, anoxic/oxic oscillations, high-throughput 16S sequencing, 
hydrocarbons degradation capacities.
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2.1. Introduction

Coastal environments, in particular intertidal ecosystems are of special relevance due to 

their remarkable heterogeneity, housing abundant and diverse microbial communities that drive 

many ecosystems processes. Over time and space, microbial identities and relative abundances 

varies in these ecosystems (Fuhrman et al., 2006; Martiny et al., 2006; Gilbert et al., 2012; 

Hanson et al., 2012), and also in response to biotic (Bertics and Ziebis, 2009) and abiotic 

perturbations (Allison and Martiny, 2008). Indeed, tidal cycles and the macrofauna organisms 

activities consisting in foraging, burrowing and ventilation, modify daily the environmental 

conditions, owing to variations of the oxygen diffusion which generate oscillations between 

anoxic and oxic states (Aller, 1994; Brune et al., 2000). Consequently, spatially and temporally 

oxidized microhabitats are often formed next to reduced sediments zones, facilitating the 

coupling of redox reactions (Bertics and Ziebis, 2009). These conditions, constitute a major 

parameter governing the organization of microbial communities and their role in the 

mineralization of organic compounds in coastal sediments (Kogure and Wada, 2005). The way 

in which such environmental conditions affects the microbial communities and their implication 

in the ecosystem functioning remains nowadays a major question for microbial ecologists (Reed 

and Martiny, 2013).

Actually, the coastal and shelf areas present the highest threat scores due to an interface 

localization, receiving pollutions from the sea and from the land, and their intensive exploitation 

(Halpern et al., 2008; Nogales et al., 2011). Among the wide variety of pollutants threatening 

these areas, crude oil derived-compounds constitute the most typical. The damaging effects of 

hydrocarbons on the environment and human health coupled with new societal pressures make it 

an urgent priority to understand the processes determining their fate. Many studies have 

highlighted the key role of microorganisms in the hydrocarbon degradation (Head et al., 2006; 

Prince et al., 2010; Kimes et al., 2013) and the processes involved have been widely described 

(Timmis et al., 2010; McGenity, 2014). However, most of these studies restrained themselves to 

biodegradation capacities under oxic or anoxic conditions (Perez-Pantoja et al., 2010; Widdel et 

al., 2010), or were interested on the influence of the burrowing macroorganisms on the fate of 

hydrocarbons (Gilbert et al., 1996; Grossi et al., 2002), without consider directly the effects of 

oscillating conditions on microbial communities and their activities. Currently, just few studies 

have described the hydrocarbons degradation capacities in anoxic/oxic oscillating conditions. 

Most of them were only interested in the degradation efficiency (Löser et al., 1998; Vieira et al., 

2009) and provided little attention on microbial communities’ responses (Vitte et al., 2011; Vitte
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et al., 2013). Consequently, knowledge of how anoxic/oxic oscillations may affect the microbial 

communities and in turn hydrocarbon degradation is scarce. 

In this study, an experimental approach in bioreactors was set up in order to insure to test 

the ecological responses, in controlled experiments, of the microbial community to anoxic/oxic 

oscillating conditions, excluding environmental complexity (Cravo-Laureau and Duran, 2014). 

An hydrocarbon-degrading microbial community from intertidal sediments was submitted to 

anoxic/oxic oscillating conditions or to permanent oxic or anoxic conditions. The comparative

characterization of the bacterial assemblage under these conditions of incubations will provide a 

better understanding of factors that affect its dynamics and role in the degradation of 

hydrocarbons in environments subjected to oscillating conditions.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Polluted coastal sediments sample

Intertidal sediments were collected at the tidal basin Aber-Benoît, (Tréglonou, France, 48° 

33’12.40’’N; 4° 32’8.69’’W). A hydrocarbon-degrading microbial community was obtained 

exposing sediments to oil (24 ± 4 mg/g of Oural petroleum during nine months in mesocosms 

recreating tidal cycles (Stauffert et al., 2013). When the biodegradation capacity was observed 

by quantification of the hydrocarbons content, 2400 cm3 of surface sediments (up to six 

centimeters depth) were collected. Until the beginning of the experiment, sediments were 

maintained in natural seawater in the dark at 6 °C, bubbling surface water with filtered air (PTFE 

filters of 0.20 µm pores size, Fisher Scientific). 

2.2.2. Slurry preparation

Slurry was obtained by homogenization of 20 % (w/v) sediments with natural filtered sea 

water (MFTM filter of 0.45 µm pores size, Millipore), containing 0.2 g/L NH4Cl, 24 mM 

NaHCO3, 3.2 mM potassium phosphate buffer (Sambrook and Russell, 2001) and 1 mL/L V7 

vitamin (Pfennig et al., 1981), at pH 7.2.
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2.2.3. Bioreactors systems and experiment set up

The slurry (1.8 L) was distributed in nine bioreactors (with a working volume of two liters) 

to apply the three following conditions in triplicate: anoxic/oxic oscillating conditions, permanent 

oxic and permanent anoxic conditions. The incubations were carried out during fifteen days in 

batch conditions, with stirring (250 r.p.m., Stuart SS20), at dark and at room temperature (ranging 

from 17 to 24 °C, InPro6800 sensors, Mettler Toledo International Inc.). 

Bioreactors were maintained during five days, under oxic or anoxic conditions (for the 

permanent anoxic and the oscillating conditions) for a microbial community stabilization period, 

before addition of crude oil and starting anoxic/oxic oscillations for the oscillating conditions. At 

the day 5, Oural petroleum was added with a concentration of 21.2 ± 5.7 mg/g of dry weight 

sediments. This crude oil used is a mix of light oil with less light oil from Russian regions which 

contains 59.9% of saturated and 24.8% of aromatic hydrocarbons, 10.2% of resins and 5.1% of 

asphaltenes. Anoxic/oxic oscillations consisted in an alternation between anoxic periods and 

periods of aeration of one-day duration which occurred on days 7 and 10. Aeration periods were 

produce by injection of filtered air (Acro® 37 TF Vent Device with 0.2 µm PTFE Membrane, 

Life Sciences) using air pumps (flow rate of 70 L/h, Rena air 50) into the gas and aqueous phases, 

generating bubbling of the last one. Permanent oxic conditions were produced in the same way. 

Periods of anoxic conditions were achieved by stopping aeration, sealingly closing the system 

and creating a slight overpressure with nitrogen gas. The process was the same to achieve the 

permanent anoxic conditions.

During experiment, physical-chemical parameters were followed (two measures per day, 

M300 ISM multipar transmitters, Mettler Toledo International Inc.): dissolved oxygen, 

temperature (InPro6800 sensors, Mettler Toledo International Inc.), pH and redox potential 

(InPro 4260i/SG/225 sensors, Mettler Toledo International Inc.).

2.2.4. Sample collection

Samples were collected with a sterile syringe (TERUMO Corporation), connected to 

bioreactors by a Norprene tube, for chemical and biological analyses. Samplings at intermediate 

times were done before a switchover. The sampling system was purged before each sampling.

For chemical analysis, 10 mL samples were collected from each reactor along the 

incubation at 5.4 (10 hours after oil addition), 7, 8, 10, 11 and 15 days of incubation. Samples

were stored in amber glass bottles with polytetrafluoroethylene stopper (WHEATON) at -20°C. 
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For biomolecular analyses 1.5 mL of slurry were collected and immediately mixed with 

190 µL of rRNA stabilizing solution, to preserve rRNA transcripts integrity. The rRNA 

stabilizing solution was made by mixing 5 mL of phenol with 5 mL of 1 M acetate buffer 

pH 5.5 (adjusted with acetic acid). The two phases were separated by centrifugation at 4000 g

during 3 minutes. The phenolic phase was then added to 95 mL of pure ethanol. Samples with 

rRNA stabilizing solution were homogenized and centrifuged at 10,000 g for 5 minutes at 4 °C 

(Jouan MR 1812). The supernatant was then removed and Eppendorfs containing pellets were 

introduced immediately in liquid nitrogen and stored at -80 °C. Samples were collected from each 

reactor at days 0, 5 (before oil addition), 5.4 (10 hours after oil addition), 7, 8, 10, 11 and 15.

2.2.5. Hydrocarbon analysis

For chemical analyses, slurry samples were first filtered in glass microfiber filters (grade 

GF/F, 0.7 µm pore size, Whatman) to extract separately petroleum compounds from sediments 

samples and PAHs in aqueous samples using adapted methods for each matrix. 

For sediments analyses, the dry weight of sediments was estimated for each sample. Glass 

filters were dried at room temperature during 24 hours, under a fume hood. The dry sediments 

were then spiked with internal standards: 100 µL of a solution of perdeuterated eicosane (n-

C20d42) at 1000 µg/mL, and 100µL of a solution containing five perdeuterated PAHs (210 µg/µL 

of d8-naphtalene, 110 µg/µL of d10-biphenyl, 210 µg/µL of d10-phenanthrene, 40 µg/L of d12-

chrysene and 40 µg/µL of d12-benzo(a)pyrene; Sigmaaldrich, USA). The extractions of 

hydrocarbons were performed using Dionex™ ASE™ 350 Accelerated Solvent Extractor system 

(Thermo Scientific™). This automated sequential solvent extraction system realized two cycles 

of five minutes of extraction per sample, with dichloromethane solvent at elevated temperature

(100 °C) and pressure (1600 Psi). In order to avoid aqueous traces in organic extracts, they were 

been gone through sodium sulphate anhydrous (activated during 4 hours at 400 °C). Then, they 

were concentrated to 2 mL using a Syncore (Büchi, Germany) and stored in gas chromatography 

vials. 

The extracts samples were analysed by gas chromatography coupled with mass 

spectrometry (GC-MS). The GC was an HP 6890N (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) 

equipped with a split/splitless injector (Splitless time: 1 min, flow 50 mL/min). The injector

temperature was maintained at 300 °C. The interface temperature was 300°C. The GC 

temperature gradient was: from 50 °C (1 min) to 300 °C (20 min) at 5 °C/min. The carrier gas 

was Helium at a constant flow of 1 ml/min. The capillary column used was a HP-5 MS (HP, Palo 



Chapitre III : Effet structurant de différentes conditions d'oxygénation sur une communauté microbienne 
hydrocarbonoclaste de sédiments intertidaux

132

Alto, USA): 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 µm film thickness. The GC was coupled to an HP 5973 

Mass Selective Detector (MSD) (Electronic Impact: 70 eV, voltage: 1200 V). n-alkanes and PAH 

semi-quantifications were performed using Single Ion Monitoring mode with the most 

representative fragment (saturates) or the molecular ion (PAH) of each compound at a minimum 

of 1.4 cycles/s.

For aqueous samples analyses, the five perdeuterated PAHs used as internal standards were 

dissolved in methanol to spike them in samples at the final concentration of 100 ng/L. The 

extraction of PAHs was performed by the Stir Bar Sorptive Extraction protocol. This method of 

extraction consists in sorption of PAHs from the sample on a magnetic stirring bar coated with a 

polymer (PolyDimethylSiloxane, PDMS; also called TWISTER, GERSTEL, Germany) by 

stirring the sample at 900 rpm with the bar during 2 hours, in the dark. Then, the bar were 

recovered and analysed by SBSE-GC/MS. The PAHs thermic desorption from the PDMS phase 

was perform into the Thermal Desorption Unit (TDU) by heating the bar at 50 °C during 30 

seconds and increasing to 300 °C at 115 °C per minute and maintaining this temperature during 

6 minutes. The released PAHs molecules were concentrated in the Cooled Injection System (CIS) 

maintained at -50 °C by liquid nitrogen.  Molecules were injected into the GC/MS system by a 

quickly increase of the temperature to 300 °C at 12 °C/s for 10 min then to 310 °C at 0.5 °C/s for 

1 min. The GC/MS system and program used to analyse the PAHs s content were the same than 

those used for sediments analyse.

The chromatograms obtained by GC/MS were interpreted using the Chemstation software. 

The total petroleum hydrocarbons and the target molecules of n-alkanes and PAHs were 

quantified relatively to the perdeuterated eicosane and PAHs (internal standards) using 

calibration curves of OURAL crude oil (from 0.05 to 5 mg/mL), of n-alkanes (TRPH Standard 

from 0.5 to 50 µg/mL, Ultra Scientific, Florida) and of PAHs (CUS-9306 from 0.25 to 25 µg/mL, 

LGS Standards, France), respectively. Alkanes and PAHs biodegradation indexes were then 

calculated.

2.2.6. Total DNA and RNA co-extraction

Genomic deoxyribonucleic acids (DNAs) and genomic ribonucleic acid (RNAs) were co-

extracted using the commercial RNA PowerSoil ® Total RNA Isolation Kit (MoBio 

Laboratories). Extractions were performed according to the manufacturer’s instructions until the 

step of total nucleic acids suspension in 100 μL of SR5 buffer (supplied in the kit) after 

precipitation with ethanol 70 %. The separation and purification of DNAs and RNAs were 
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performed with the commercial Allprep DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN) following the 

manufacturer's recommendations. Genomic RNAs and DNAs were separately eluted in 100 μL

of free DNase/RNase sterilized MilliQ water. RNA extracts were treated with Turbo DNA free 

kit (Ambion, Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions to ensure total 

elimination of DNA. DNA total elimination from RNA extracts was checked by negative 16S 

rRNA PCR amplification on the extracts. The quality and the size of DNAs and RNAs obtained 

were verified by electrophoresis on 1 % agarose gel. RNAs quality and concentration was also 

invested by micro-capillary electrophoresis using RNA 6000 Nano LabChips kit and an Agilent 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). RNA Integrity Numbers (RIN) between 7 and 8.5 were 

obtained for the RNAs extracts corresponding in good quality of RNAs. The DNAs and RNAs 

extracts were aliquoted and stored at -80 °C.

2.2.7. Reverse transcription of rRNA

The synthesis of a complementary DNA strand (cDNA) from an RNA template strand was 

performed by reverse transcriptase. Equipment and solutions used were certified RNase and 

DNase free or previously treated with DEPC. The reaction (final volume of 20 μL) was carried 

out from 10 to 60 ng of RNA per sample adding 40 U of RNase OUT (Invitrogen by Life 

Technology), 0.5 mM of dNTPs, 10 ng/µL of random hexamers (Roche), 0.01 M DTT, 

1 X enzyme buffer and 200 U of the Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (M-

MLV, Invitrogen by Life Technology), following suppliers’ advices. The cDNA products were 

then used directly in a PCR reaction or stored at - 80 °C.

2.2.8. Quantitative-PCR amplification of DNA and cDNA

DNA and cDNA were amplified using primers 338F (5’-CTCCTAC 

GGGAGGCAGCAGT-5’) and 518R (5’-GTATTACCGCGGCTGCTG-3’) targeting bacterial 

16S rRNA (Muyzer et al, 1993). LightCycler® 480 SYBER GREEN I Master was used to set up 

10 µL reactions containing 5 µL of 2 X MasterMix, 0.4 µM of each primer,  2.5 µL of 1/100th

diluted DNA or cDNA extracts and water qsp final volume (water furnished in the kit). 

Quantitative Polymerase chain reaction (Q-PCR) was performed with the Roch LightCycler 480 

Real Time PCR system. The cycling program was as follows: 95 °C for 5 minutes followed by 

40 cycles with denaturation step at 95 °C for 15 seconds, hybridization step at 60 °C for 15 

seconds and elongation step at 72 °C for 20 seconds. At the end of the program, an increase of 

the temperature from 64 °C to 97 °C provided the melting curves, informing on the amplification 
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quality. The LightCycler 480 Software was used to analyze the fluorescence measurements. 16S 

rRNA copies number per µL from DNA or cDNA amplifications were quantified relatively to 

calibration curves (from 107 to 104 copies or from 108 to 105 copies, respectively).

2.2.9. DNA and cDNA 16S rRNA gene sequencing

High-throughput sequencing analyses, targeting bacterial 16S rRNA, were performed from 

DNA at days 0 (mix from 3 extract samples for day 0), 5.4 (under oxic and anoxic conditions) 

and 15, and from cDNA at days 0 (mix from 3 extract samples for day 0), 5, 5.4, 7 (under oxic 

and anoxic conditions), and 8, 10, 11, 15. Approximately 0.4 µg of DNA and 

0.1 µg of cDNA (per core sample) were sent to Molecular Research DNA laboratory (MR DNA, 

Texas, USA). Amplicon 454-pyrosequencing was performed following process originally 

described by Dowd et al. (2008). The 16S universal bacterial primers 27Fmod 

(5’-AGRGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) and 519Rmodbio (5’-GTNTTACNGCGGCKGCTG-

3’) were used, targeting V1-V3 variable regions. A single-step PCR using HotStarTaq Plus 

Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) were used under the following conditions: 94 °C for 3 

minutes, followed by 28 cycles of 94 °C for 30 seconds, 53 °C for 40 seconds and 72 °C for 1 

minute, after which a final elongation step at 72 °C for 5 minutes was performed. All amplicon 

products from different samples were mixed in equal concentrations before to purify them using 

Agencourt Ampure beads (Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). Roche 454 FLX 

titanium instruments and reagents were used to perform the sequencing following manufacturer’s 

guidelines.

2.2.10. Sequence read analysis

The open source software QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) was used 

for sequence read analysis of the bacterial 16S rRNA gene sequences (Caporaso et al., 2010). 

From the raw sequencing output, data cleaning was initially performed (Quince et al., 2009) by 

denoising of the data and by eliminating chimera and sequences with length under 

450 bp, with mistakes in primers sequences or with homopolymers. Sequences reads were aligned 

on a sequence length of 400 bp. The data OTU picking was carried out according to the Usearch 

method (Edgar, 2010) defining reference sequences at the similarity threshold of 0.97. The 

taxonomy assignment was performed comparing reference sequences to a reference database of 

known 16S rRNA genes, the Ribosomal Database Project (RDP) database. Results of the number 

of times an OTU is found in each sample were tabulates and the taxonomic predictions were 
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added for each OTU. The OTUs abundances for each sample were rarefied to the same number 

corresponding to the minimum read number observed between samples. This normalization of 

the OTUs abundances data per sample was performed with the package vegan (Oksanen et al., 

2013 ; Version: 2.0-10) on R software. 

2.2.11. Statistical analysis

The effects of the incubation conditions (oscillating, permanent oxic or permanent anoxic 

conditions), time and interactions among these factors, on the variability of the measured 

variables: expression rates of the studied genes, biodegradation ratios, the coverage values and 

univariate diversity indexes (richness and Shannon’s diversity; indexes which were estimated 

with R and Mothur software), were tested by two multifactorial analysis of variance. A linear 

mixed model was first performed with the effects of the community origin, the condition and the 

time (and their interactions) as fixed factors and a random factor to take into account the effect 

of repeated measurements over time, that is to say, the non-independent nature of the various 

samples in bioreactors (lme function in R package nlme). A second linear model was conducted 

by testing the same factors as fixed factors but without taking into account the random factor (lm 

function in R). To test the effect of the random factor, analysis of variance (ANOVA) has shown 

no significant difference between these two models, the linear model without repeated 

measurement was chosen. The logarithmic transformation of the numeric variable was sometimes 

necessary so that the residuals follow a normal distribution. ANOVA and Tukey’s HSD tests 

(Honest Significant Difference) were carried out following the performing of linear models to 

compare between each other the different modalities of the various factors and highlight 

significant differences.

Permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) tested significance 

among the experimental factors: conditions and time as fixed factors and the random factor to 

take into account the effect of repeated measurements over time, with 16S rRNA sequencing data

(based on dissimilarity matrice of the Bray-Curtis distances between samples).

Community composition of bacteria under the different conditions of incubations, consisted 

of 16S rRNA sequencing data, was analysed using non-metric multidimensional scaling (nMDS) 

implemented in Primer 6 (version 6.1.16). For nMDS ordinations, the Bray-Curtis distance 

measure was used to generate dissimilarity matrices. Confidence ellipses, included in ordinations, 

were based on cluster analyses (Primer 6 software; version 6.1.16).
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2.3. Results and discussion

2.3.1. Oxygenation and redox status during incubations

Our experimental approach consisted in the incubation of sediments in bioreactors under 

anoxic/oxic oscillating conditions compared to permanent oxic or anoxic conditions. In the 

incubations under oscillating conditions, the conditions were anoxic (O2 saturation at 0%) at the 

beginning of the experiment and until the day 7, with a redox potential decreasing progressively 

to reach -287 ± 55 mV as well as in incubations under permanent anoxic conditions (Figure 36). 

The aeration of one-day duration on days 7 and 10 consisted to injecting filtered air to flush the 

liquid phase and the headspace. During these periods, the liquid phase was oxidized as evidenced 

by an increase of the redox potentials. They reached to -19.3 ± 50.1 mV at the end of the first 

oscillations period and to 15.1 ± 45.0 mV at the end of the second period. The dissolved oxygen 

in the liquid phase was 50.8 ± 10.9 % and 78.3 ± 4.5 % of the oxygen saturation respectively at 

the end of the first and the second periods. The oxygen saturation didn’t reach the oxygen 

saturation values of the incubations under permanent oxic conditions at the same times. On days 

8 and 11 of incubation under permanent oxic conditions, the oxygen saturation was respectively 

90.1 ± 1.3 % and 91.9 ± 0.8 %. These values correspond to the highest point, reached after 4 days 

of aeration.

In oscillating conditions, periods of aeration changed the redox status of the slurry, 

influencing availability of electrons acceptors that should require fundamental changes in 

microbial metabolic lifestyles (DeAngelis et al., 2010). During anoxic periods, the redox 

potentials ranged to -200 mV from -400 mV corresponding to redox values overlapping the 

values ensuring a maximal sulfate-reduction (Eh from -100 mV to -300 mV) and methanogenesis 

(Eh < -300 mV) metabolic activities (Jørgensen, 2000). Following the oxygen input, the redox 

status was equivalent to those of suboxic conditions, with redox potentials between -100 mV and 

+100 mV corresponding to optimal redox values for denitrification, Mn(IV) reduction and Fe(III) 

reduction metabolisms. The presence of dissolved dioxygen (O2 saturation between 50 and 80 %) 

may suggest that this electron acceptor may be used by the heterotrophic aerobic prokaryotes. 

The changes in redox status under oscillating conditions generate an alternation in the availability 

of oxidants and reductants which is comparable with what’s occurred in redox discontinuing 

layers or oxic/anoxic interfaces in coastal sediments. The close proximity between oxidized and 

reduced sediments areas have been shown to support increased microbial activity (Fenchel and 

Finlay, 2008).
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Figure 36: Oxygenation and redox status during incubations in bioreactors under the different conditions. 
Oxygen saturation (%; filled circles connected by a solid black line) and redox potential (mV; open circles connected 
by a dotted grey line) measurements during incubations under permanent anoxic (A), oscillating (B) or permanent 
oxic (C) conditions.

2.3.2. Hydrocarbon biodegradation capacity

It is recognized that hydrocarbons have globally low aqueous solubility and high affinity 

for adsorption to sediments organic matter. Moreover, the aqueous solubility of hydrocarbons 

decreases with increasing molecular weight and for the same numbers of carbons, aliphatic 

compounds are less soluble than aromatics ones (Zhu et al., 2001). The determination of the 

PAHs content in the aqueous phase for the different conditions showed that the low molecular 

weight C8-C15 aromatic fraction represents at least 90% of total PAHs detected. In oscillating 

and permanent oxic conditions, the PAHs removal was about 83.0 ± 9.5 % and 98.2 ± 1.3 % 

respectively, at the end of the incubation compared to the concentration 10 hours after oil 

addition. As in permanent anoxic conditions, the concentration of this lighter fraction remained 
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stable, its removal in other conditions must be due to either activity of aerobic bacteria or 

volatilization after the air supply, as anoxic conditions are permit by closed system. Indeed, in 

environmental opened conditions, these low molecular weight hydrocarbons are rapidly 

eliminated by evaporation, from hours to few days or biodegraded due to their higher 

bioavailability in the aqueous phase (Harayama et al., 1999; Johnsen et al., 2005).

Therefore, in order to assess the biodegradation capacities in the different conditions of 

incubation, the fate of petroleum hydrocarbons adsorbed on the sediments fraction has been 

focused. Despite the high proportion of the saturated and aromatic hydrocarbons, it must be 

noticed that n-alkanes and PAHs represent only 6.2 % and 0.8 % of this crude oil. The theoretical

biodegradability of this Oural oil was determined following the methodology described by the 

International Maritime Organization (IMO, 2004) and reaches only 48.3 % of the oil. Thus, the 

focus was made on the chemical composition of the fraction mostly biodegradable (n-alkanes and 

PAHs biodegradable at 85 % and 90 % respectively) resolved by GC-MS, estimating 

biodegradation indexes (IMO, 2004). 

With the assumption that linear alkanes are more sensitive to microbial degradation than 

alkylated ones (McKenna and Kallio, 1971), the n-C17/pristane (Figure 37) and the 

n-C18/phytane ratio (data not shown) were monitored in order to assess the alkane biodegradation 

capacities (Sauer and Boehm, 1991; Singh et al., 2014). As the responses of the both ratio were 

comparable, only results of the n-C17/pristane are discussed. The ratio significantly varied 

according to the condition (p-value < 0.01) and the time (p-value < 0.001). The ratio increased

to day 10 for the permanent anoxic conditions. This is probably due to progressive 

homogenization of the crude oil added to the slurry which contained already degraded oil (so 

with a lower ratio). As a result, the diminution of the ratio could even be underestimated for the 

oscillating and permanent oxic conditions. It was reduced significantly at day 8 for the permanent 

oxic conditions and at day 11 for the oscillating conditions (p-values < 0.05). Despite the ratio 

decrease which began earlier in the permanent oxic conditions than in oscillating conditions, 

biodegradation kinetics appeared different. Indeed, the ratio from the oscillating conditions was 

significantly lower than those in oxic conditions at day 11 (p-value < 0.001), although they were

equivalent 10 hours after oil addition. This observation pointed out that a biodegradation process 

occurred during the incubations and that it was more efficient in oscillating conditions than 

permanent oxic conditions. Abril et al. (2010) obtained similar results for organic matter 

depletion in an estuarine fluid mud. They showed that an anoxic period preceding an oxic period 

promotes the biodegradation and oscillations maximized the availability of some oxidant and the 

tight coupling between metabolisms. The progressive depletion of the n-C17/pristane ratio under 
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oscillating conditions suggests a co-stimulation of aerobic and anaerobic metabolisms for the 

biodegradation of alkanes. 

Considering the PAHs biodegradation, it is well known that biodegradation of aromatics 

compounds decrease with the alkylation degree. Thus, a ratio between a parent PAH 

(phenanthrene) and alkylated PAH (methyl phenanthrene) was calculated in order to assess the 

biodegradation kinetics according to the different conditions (Michel and Hayes, 1999; Elango

et al., 2014). Variations of the phenanthrene/dimethylphenanthrene ratio were observed during 

experiment under oscillating and permanent oxic conditions (Figure 37). The ratio significantly 

varied according to the condition (p-value < 0.001) and time (p-value < 0.01) and the variation 

was different during the time between conditions (p-value < 0.01). As it was observed with 

n-C17/pristane ratio, the phenanthrene/dimethylphenanthrene ratio increased to day 10 for the 

permanent anoxic conditions due to a progressive homogenization of crude oil. In permanent oxic 

conditions, the ratio decreased significantly 2 days after oil addition (p-values <0.01) and reached 

the minimum value at day 8 (significantly different from day 5.4, p-value < 0.001), while the 

ratio was significantly higher in oscillating conditions. Then in permanent oxic condition, the 

ratio increased slightly to the end of the experiment probably as a result of the 

dymethylphenathrene degradation. At day 11 in oscillating conditions, the ratio became 

equivalent to those of the permanent oxic conditions and the ratios were significantly different 

between days 7 and 15 (p-value < 0.05). After the 2 periods of 1 day in oscillating conditions, 

the phenanthrene biodegradation efficiency was equivalent to the biodegradation after 2 days 

aeration in permanent oxic condition (equivalent ratio values). The previous anoxic periods did 

not have an effect on the phenanthrene degradation, since the ratio diminution slope of the oxic 

conditions between days 5.4 and 7 (-0.20 ± 0.02) was equivalent to those during aeration periods 

in the oscillating conditions (-0.18 ± 0.09 and -0.19 ± 0.11 between days 7 and 8, 10 and 11 

respectively). The phenanthrene biodegradation was effective during aeration period as it could 

be observed by Vitte et al. (2011) for lighter PAHs (2 or 3 rings), depending on the activity of 

aerobic metabolisms. 
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Figure 37: Following of biodegradation ratio : nC17/Pristane (left) and Phenanthrene/Dimethylphenanthrene (right), 
in order to assess to hydrocarbons biodegradation capabilities during the incubations under oscillating conditions 
(filled diamonds connected by a solid black line), permanent oxic (filled circles connected by a large dotted black 
line) or anoxic conditions (filled squares connected by a short dotted black line). The two shaded periods correspond 
to the aerated periods of the oscillating conditions. Stars show a significant difference according to Tukey HSD test 
(p-value < 0.05) compared to the value at 10 hours after oil addition (day 5) from the considered conditions. The 
lowercases show a significant difference (p-value < 0.05) between the different conditions with the same letter at the 
considered time. 

2.3.3. Bacterial activity during incubation: correlation with the 

phenanthrene degradation linked to oxygen addition

The bacterial community activity was followed during experiment estimating the 

expression rate of the 16S rRNA gene (copy number of transcripts per copy number of gene 

reported per weight of dry sediments) by QPCR and RT-QPCR analyses (Figure 38, A).

Modifications of the expression rate belong the incubation was effective in permanent oxic 

conditions (p-value < 0.01). An increase was observed 10 hours after the oil addition (p-value < 

0.05), corresponding probably to a priming effect with the stimulation of bacteria able to use 

hydrocarbons as carbon source (Foster, 1962; Greenwood et al., 2009). The rate remained at the 

same level than before addition of oil, from the day 7 to the end of the incubation, where it was 

higher than those of the permanent anoxic conditions (p-value < 0.05). The expression rate 

increase also under oscillating conditions (p-value < 0.01) during the periods of aeration, to reach 

an higher value at day 15 than in permanent anoxic conditions (p-value < 0.01). The significant 

increase of the expression rate at the day 11 (p-value < 0.01) highlighted a stimulation of the 

bacterial activity by aeration periods. After a period of anoxia, aerobic metabolisms which were 

in dormancy could be stimulated by oxygen input. Indeed, Abril et al. (2010) obtained results 

consistent with this observation since they showed that O2 consumption rates were always 

significantly higher after an anoxic period. The bacterial community responded to the oscillating 

conditions pointing out some autochthonous bacteria which keep on these environmental 

conditions (may be staying in an inactive state during anoxic periods) which are stimulated with 

oxygen input, constituting more favorable conditions.

*

*

* *
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a * * *

a

a
b
b



Chapitre III : Effet structurant de différentes conditions d'oxygénation sur une communauté microbienne 
hydrocarbonoclaste de sédiments intertidaux

141

1,0E+00

1,0E+01

1,0E+02

5 7 9 11 13 15
16

S 
rR

N
A

  t
ra

ns
cr

pi
ts

 
co

pi
es

 n
um

be
r 

/ g
en

e 
co

pi
es

 n
um

be
r

Time (days)

A

1,0E-01

1,0E+00

1,0E+01

1,0E+02

0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6

5 7 9 11 13 15 E
xp

re
ss

io
n 

ra
te

 o
f t

he
 1

6S
 

rR
N

A 
ge

ne
s

Ph
en

at
hr

en
e/

D
im

et
hy

lp
he

na
nt

hr
en

e 
ra

tio

Time (days)

B

Pearson's r = 0,904 
(p-value < 0,05)

y = 252,3x + 2,9743
R² = 0,8180,0E+00

2,0E+01

4,0E+01

6,0E+01

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Ph
e/

P2
 r

at
io

 d
iff

er
en

ce
 

be
tw

ee
n 

t a
nd

 t
-1

Expression rate of the 16S rRNA genes

C

Figure 38 : Correlation between the 16s rRNA gene expression rate and the phenanthrene degradation linked to 
oxygen addition. The two shaded periods correspond to the aerated periods of the oscillating conditions. A. 
Expression rate of the 16s rRNA gene during incubation under oscillating conditions (filled diamonds connected by 
a solid black line), permanent oxic (filled circles connected by a large dotted black line) or anoxic conditions (filled 
squares connected by a short dotted black line). Stars show a significant difference according to Tukey HSD test (p-
value < 0.05) compared to the value at 5 days, before oil addition from the considered conditions. The lowercases 
show a significant difference (p-value < 0.05) between the different conditions with the same letter at the considered 
time. B. Phenanthrene/Dimethylphenanthrene ratio (dotted black line) and 16s rRNA gene expression rate (solid 
black line) under oscillating conditions. C. Pearson’s correlation straight line between diminution of the 
Phenanthrene/Dimethylphenanthrene ratio and the expression rate.  

This increase of the 16S rRNA expression rate coincided with the phenanthrene 

biodegradation during aeration periods (Figure 38, B). Their correlation (Figure 38; Pearson 

correlation index r = 0.904, p-value <0.05) suggests a major role of aerobic bacteria in the 

phenanthrene biodegradation under oscillating conditions. Also, Vitte et al. (2013) highlighted 

that a short period of aeration, after anoxic periods, provided a great efficiency for PAH removal 

and suggested involvement of dioxygenases after oxygen addition since RHD gene transcripts 

were produced during the anoxic periods. They suggested that in oscillating anoxic/oxic 

conditions, the continuous transcription of RHD genes during the anoxic periods could explain 

the acceleration of the biodegradation of PAH after oxygen addition, enabling the potential 

*

*
*

a b
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activities of dioxygenases. Dioxygenases activities and bacteria stimulation after oxygen input 

could interact for an efficient PAHs degradation in oxic periods.

2.3.4. Bacterial communities analysis

2.3.4.1. Influence of oxygenation conditions on richness and diversity 

For the characterization of the abundance, diversity and organization dynamics of 

microorganisms from a polluted ecosystem subjected to oscillating conditions, in response to 

change of the oxygenation conditions, 16S rRNA gene and transcript were sequenced. The 

Good’s coverage values equal or higher than 0.90 for bacterial 16SrRNA gene and transcript 

sequencing data suggested that the 3K average number of reads per assay allowed to assess 

efficiently the bacterial diversity of the metabolically active (sequencing data from 16S rRNA 

transcripts) as well as the total (sequencing data from 16S rRNA genes) bacterial communities 

during incubations in bioreactors experiment (Table 2). The richness and the α-diversity 

(Shannon diversity index) significantly varied with the condition (p-value < 0.001), the time (p-

value < 0.005 and < 0.05 respectively) and the variation was different during the time between 

conditions (p-value < 0.001). The incubations operated under permanent anoxic or oxic 

conditions exhibited a higher (p-value < 0.001) bacterial richness (more than 400 OTUs) and 

diversity (more than 3.6 or 4.0 respectively) than under oscillating conditions after the first period 

of aeration (less than 250 OTUs and a Shannon diversity index lower than 2.5). Oxygen input 

could generate a disturbance in bacterial community, with changes in their relative abundances, 

dormant states of the less adapted or resistant community members, or death of microorganisms 

(Rykiel, 1985). This selection will benefit the microorganisms the most adapted or favored by 

the new conditions, showing the sensitivity of the community (Shade et al., 2012).
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Table 2: General statistics, observed richness and diversity estimated based on 97% OTU clusters from bacterial 
(454-pyrosequencing) 16S rRNA sequencing data.
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2.3.4.2. Influence of oxygenation conditions on structure and composition of 

bacterial communities

Comparison of the structures of the total (data not shown) and the metabolically active 

(Figure 38) bacterial communities under the different incubation conditions, showed a 

structuration of the bacterial communities according to incubation conditions (Permanova, p-

value < 0.0005). A modification of the bacterial community structure of the oscillating conditions 

was observed after 8 days of incubation, corresponding to the end of the first period of aeration. 

The bacterial communities of the first 7 days of incubation were grouped in a separate cluster 

(similarity over 30%) with bacterial communities of the permanent anoxic conditions, showing 

more similar structure to the bacterial community at t0, clustering at a similarity over 20%. 

Structure modification of the bacterial communities in permanent oxic conditions occurred in the 

5 first days of the incubation (distinct cluster to communities at t0; similarity over 20%). Apart 

from these major structure changes of bacterial communities of permanent oxic and oscillating

conditions after oxygen input, any changes could be observed over time, as it was observed 

according to the hydrocarbons degradation by Vitte et al. (2011) in a similar experiment.

Consequently, oxygen supply appeared as the main factor influencing the structure of the 

bacterial communities, which is consistent with Vitte et al. (2013) studies using the same 

incubation approaches.

Figure 39 : Comparison of the metabolically active bacterial community structure during bioreactor incubations 
under oscillating (filled diamonds) and permanent anoxic (filled squares) or oxic (filled circles) conditions. Non 
parametric Multidimensional Scaling (nMDS) based on pyrosequencing data from 16S rRNA transcripts. Solid and 
dotted black lines represent 30 and 20% of Bray-Curtis similarity, respectively.
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In order to characterize the bacterial responses to the different conditions, the metabolically 

active bacterial composition was first described at the phylum level. 19 phyla were identified 

with Proteobacteria as the dominant phylum for the three conditions, a phylum mostly 

represented in marine environments in which numerous Proteobacteria species have been 

identified to use petroleum hydrocarbons (Atlas, 1981; Widdel et al., 2010; Kimes et al., 2013). 

This phylum with a relative abundance higher than 75% at day 0 reached 44.1 to 61.6% in 

permanent anoxic conditions and the 7 first days in oscillating conditions (anoxic conditions), 

82.9 to 96.2% in permanent oxic conditions and after the first cycle of aeration in the oscillating

conditions respectively. Within this phylum, the class of Gammaproteobacteria was mostly 

represented (53.8 ± 2.9% in anoxic conditions, 88.8 ± 2.2% in oscillating conditions and 86.7% 

± 1.9 in permanent oxic conditions) followed by Deltaproteobacteria (36.1 ± 1.8%) and 

Epsilonproteobacteria (8.2 ± 2.5%) in anoxic conditions, by Epsilonproteobacteria (8.0 ± 2.2%) 

and Deltaproteobacteria (2.6 ± 0.6%) in oscillating conditions and by Deltaproteobacteria (9.0 

± 1.8%) and Alphaproteobacteria (3.1 ± 0.3%) in permanent oxic conditions.

Firmicutes and Fusobacteria were the second and the third phyla, respectively, the more 

represented all along incubations in permanent anoxic (19.7-33.1% and 7.7-13.3% respectively) 

and oscillating (19.7-33.1% and 4.8-10.7% after first cycle of aeration, 10.7-13.3% and 0.6-1.3%, 

respectively) conditions. Bacteroidetes phylum (1.2-5%) was most abundant in permanent oxic 

conditions.

Figure 40 : Relative abundance at phylum level under the different conditions of oxygenation: permanent anoxic 
(left), oscillating (middle) and permanent oxic (right) conditions.
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The similarities and the differences in the composition and the abundances of the 

metabolically active bacterial species among the OTUs affiliated at the genus level between the 

different conditions are illustrated by the Venn diagram (Figure 41). Within the three conditions, 

the number of total OTUs was 5432, with 1736 of them shared by the three conditions, 

corresponding to 46.2%, 49.2 % or 56.1% of total OTUs of the permanent anoxic, oxic or 

oscillating conditions respectively. These OTUs correspond predominantly to the dominant 

OTUs since they gather together respectively 70%, 72.9% and 80.7% of total sequences per 

conditions. These observations showed the potential of many microbes to tolerate the different 

oxygenation conditions. The genus mostly represented within these OTUs was Alcanivorax (37% 

of sequences related to the shared OTUs), followed by Cycloclasticus (28%), Arcobacter (8%), 

Desulfosarcina (6%). For these first three genus, species have been described as aerobic and 

microaerobic (Vandamme et al., 1991; Dyksterhouse et al., 1995; Yakimov et al., 1998; Lai et 

al., 2013; Levican et al., 2013) and strictly anaerobic for the last genus (Kuever et al., 2005a). 

Also, a large number of OTUs are shared between the permanent anoxic and the oscillating

conditions (1043 OTUs, being 27.8% and 33.7% of total OTUs in the respective conditions, 

corresponding to 27.0% and 17.4% of the total sequences in each condition, respectively). The 

total abundance of the sequences related to these OTUs was widely dominated by sequences 

related to the genus Ilyobacter (76.5% and 87.2% of the sequences for the permanent anoxic and 

the oscillating conditions, respectively), strictly anaerobic (Brune et al., 2002). Sequences related 

to the genus Thiomicrospira (1.3% and 4.4%) corresponding to sulfur-oxidizing bacteria (Kuenen 

and Veldkamp, 1972; Sorokin et al., 2006), Alcanivorax (0.4% and 5.7%), Desulfuromonas

(2.0% and 0.3%) related to strictly anaerobic bacteria (Pfennig and Biebl, 1976; Sung et al., 

2003), were then identified. Following the periods of aeration in the oscillating conditions, some 

OTUs shared with the permanent oxic conditions could be identified (1% and 3.1% of the total 

sequences in these respective conditions). These OTUs are related to the genus Cycloclasticus, 

Alcanivorax and Sulfitobacter (Sorokin, 1995; Fukui et al., 2014) predominantly, counting for 

69% or 63%, 20% or 24% and 4% or 6% of the sequences related to these OTUs for the oscillating

or permanent oxic conditions respectively. Few OTUs are also shared between the permanent 

anoxic and oxic conditions (1% and 2.2% of the total sequences in these respective conditions), 

mostly related to the genus Cycloclasticus and Vibrio, constituted by facultative anaerobes 

(Lucena et al., 2012; Lasa et al., 2014), counting for 18% or 36% and 1% or 21% of the sequences 

related to these OTUs for the permanent anoxic or oxic conditions respectively.
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Figure 41 : Venn diagram of the OTUs at 0.97 % similarity, affiliated at genus level, between the different conditions 
and pie charts of the relative abundance of major genus for each part of the diagram. The other* group gathers 
together the genus related to rare OTUs that are represented by less than 1% of total sequences per sample, being 31 
sequences.

In permanent oxic conditions, specific OTUs represented 21.8% of sequences and were 

mostly related to the genus Bacteriovorax (26% of the sequences), Alcanivorax (25%), 

Cycloclasticus (25%), Marinobacterium (4%), Thalassobius (2%), Marinobacter (1%) and 

Sulfitobacter (1%). The specific OTUs in permanent anoxic conditions corresponded to 2.0% of 

sequences (rare OTUs) and were related to Cycloclasticus (15%) and Ilyobacter (14%) for the 

mostly represented OTUs. Under the oscillating conditions, periods of aerations stimulated some 

specific OTUs, corresponding to 0.9% of sequences identified in these conditions, related to 

Alcanivorax (33%) and Cycloclasticus (28%) not detected in other conditions or times.

The genus Alcanivorax and Cycloclasticus were mainly represented in the different 

conditions. These genus include marine bacteria which have been pointed out in several studies 
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as key agents in the crude oil removal on a global scale (Maruyama et al., 2003; Cappello et al., 

2007a; Singh et al., 2014). These microorganisms using alkanes and PAHs compounds 

respectively, aren’t in competition for the substrate, explaining that they are mostly present 

simultaneously in polluted environments. Alcanivorax genus mostly highlighted in seawater or 

within the intertidal biofilm (Coulon et al., 2012), was also detected as dominant genus in mudflat 

sediments bioremediation microcosms studies (Roling et al., 2002; Röling et al., 2004).

Cycloclasticus is recognized as the predominant genus of PAH-degrading bacteria in many 

marine sediments where it is widely distributed (Staley, 2010). Surprisingly, some OTUs were 

even detected in anoxic conditions in our systems, and some were specific to permanent anoxic 

or oscillating conditions although they are known as aerobic bacteria. Interestingly, a strain of 

this genus proposed as “Cycloclasticus spirillensis” was isolated from a marine polychaete 

burrow in an intertidal mudflat (Chung and King, 2001) suggesting the presence of this genus in 

part of coastal sediments subjected to reshuffle activities.

But a large majority of OTUs related to Alcanivorax and Cycloclasticus genus were shared 

by the three conditions but with relative abundances presenting different dynamics according to 

the conditions. Indeed, although the more abundant OTUs were shared between the three 

conditions they were not detected at the same abundances along incubation and between the 

different conditions (Figure 42). The major part of the sequences corresponding to the OTUs 

shared between the conditions, being 24.9%, were related to seven OTUs, three affiliated to the 

Alcanivorax genus, one to the Arcobacter genus and three to the Cycloclasticus genus (Figure 

42, A). The genus Alcanivorax was mostly represented by 6 OTUs and became the predominantly 

expressed genus while it could not be detected at the beginning of the incubations within the 

global and the metabolically active bacterial communities. Interestingly, relative abundances of 

sequences related to 4 of these OTUs mostly increased following periods of aeration under the 

oscillating conditions while theirs relative abundances were low under permanent oxic 

conditions. The relative abundances of the 2 others OTUs were higher in permanent oxic 

conditions. In the same way, the genus Cycloclasticus were mostly represented by 11 OTUs, most 

of them presented a relative abundance higher in permanent oxic conditions (6 OTUs). Other 

OTUs were detected with similar abundances between the different conditions.
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Figure 42: Tables value of OTUs shared between the 3 conditions of incubation. A: OTUs for which the total number 
of sequences is higher than 500. B: OTUs for which the total number of sequences is between 100 and 500. C: OTUs 
for which the total number of sequences is lower than 100.
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Aerobic metabolisms which could play a major role in determining the fate of hydrocarbons 

were intensively represented, with the identification of genus for which alkanes and aromatics 

degraders are known. Genus constituted by facultative anaerobes were also identified among 

these major OTUs shared between the conditions of incubation, such as the genus Marinobacter, 

Marinobacterium, Vibrio or Sulfurimonas. Moreover, OTUs related to known anaerobic genus 

were detected. Several OTUs affiliated to genus constituted by sulfate-reducing bacteria were 

also abundant, as sulfate is abundant in marine sediments, it correspond to a major metabolism 

in this environment whose its implication in hydrocarbons removal have been highlight and 

hydrocarbons-degrading SRB have been isolated (Widdel et al., 2010). They correspond to the 

genus Desulfonema, Desulfopila, Desulfosarcina. Even if, their relative abundances were lower 

under permanent oxic and oscillating conditions, this OTUs were still detected, except OTU 

ID.2149 affiliated to Desulfopila genus, suggesting their tolerance to oscillating conditions.

Comparative analysis of bacterial communities between the different conditions of 

incubations indicated that although the sensitivity of the microbial community to anoxic/oxic

oscillations observed by a rearrangement of the structure, these particular conditions promote 

bacterial populations that specifically adapted to these conditions, resulting in communities that 

are ready for change at any moment. The facultative metabolism, with detection of bacterial genus 

identified as capable of aerobic respiration as well as anaerobic respiration, could be a metabolic 

strategy that could explain the adaptation of bacterial populations to oscillating redox conditions. 

Moreover, intensively represented obligates aerobes and obligates anaerobes suggested that they 

have to be likely anaerotolerant or aerotolerant respectively. In this case, obligate aerobes that 

are favoured by episodic occurrence of anoxic conditions and/or obligate anaerobes that are 

favoured by episodic occurrence of oxygen which could constitute also alternative metabolic 

strategies for adaptation to anoxic/oxic oscillating conditions. Indeed, obligate aerobes that 

require episodic (or nearby) occurrence of anoxic conditions does also co-occur in these 

environments, oxidizing reduced compounds. Then, obligate anaerobes could require episodic 

occurrence of oxygen in order to regenerate their electron acceptors, such as sulfate-reducers.

This cooperation of aerobic and anaerobic metabolisms, with increase of the bacterial activity 

supported by oscillations between oxidized and reduced conditions, could induce efficient 

recycling of organic matter resulting in a biodegradation ability in oscillating conditions equal to 

or greater than those in permanent oxic conditions.
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2.4. Conclusion

Intertidal sediments are characterized by anoxic/oxic oscillating conditions those it is 

crucial to take into account in order to understand the role of microorganisms in determining the 

fate of hydrocarbon compounds in polluted marine coastal ecosystems. Our results showed a 

rapid acclimation to changing conditions and pointed out that some microorganisms were adapted 

and/or were able to respond to dynamic environmental conditions. The presence of diverse 

bacterial populations with versatile physiological capacities for energy generation under a range 

of redox potential conditions suggested adaptations capacities to anoxic/oxic oscillating 

conditions. This apparent functional versatility would allow utilization of rapidly changing 

resources and would have a significant impact on the biogeochemical cycling and pollutant 

elimination of these coastal systems.
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Conclusion du chapitre

Dans cette étude, l’assemblage de la communauté bactérienne active issue d’un sédiment 

côtier en réponse à des oscillations anoxie/oxie a pu être caractérisé par le séquençage des 

amplicons ARNr 16S, en comparaison à des conditions d’oxie et d’anoxie permanentes. 

Parallèlement, les capacités de dégradation des alcanes et des HAP ont pu être mise en évidence 

et également comparées entre les différentes conditions par l’estimation de rapports de 

biodégradation.  

En premier lieu, un réarrangement des communautés bactériennes actives lié à l’apport 

d’oxygène a pu être observé, conduisant à une structuration différente des communautés en 

fonction de la condition d’oxygénation. L’oxygène est apparu comme un facteur forçant

déterminant de façon importante la structuration des communautés de cet environnement, jouant 

un rôle important dans le devenir des polluants. Une réponse semblable à l’apport d’oxygène 

avait été observée par I. Vitte et ses collaborateurs (2011) lors de l’étude d’une communauté issue 

d’un environnement très différent. Une communauté bactérienne  issue d’un sédiment marin 

chroniquement pollué aux hydrocarbures aux propriétés très différentes et non influencé par les 

marées, montrait également une structuration différente en fonction du régime d’oxygénation, le 

premier cycle d’aération de la condition oscillante conduisant à un réarrangement de la 

communauté ; ces observations suggérant des profils écologiques en réponses aux conditions 

oscillantes de l’environnement pouvant être répandus dans différents environnements marins 

côtiers.

Cependant, la communauté bactérienne autochtone de ce sédiment intertidal a montré une 

forte capacité d'adaptation à la modification des paramètres environnements, exprimée par des 

réponses rapides des bactéries actives aux oscillations. En conditions oscillantes anoxie/oxie, une 

stimulation de l’activité bactérienne a pu être observée, induisant une efficacité de dégradation 

des alcanes supérieure à celle observée en condition d’oxie permanente et une dégradation du 

phénanthrène équivalente. Des genres bactériens hydrocarbonoclastes aérobies communément

retrouvés dans les environnements marins pollués : les genres Alcanivorax et Cycloclasticus, 

semblent également être impliqués de façon majeure en conditions oscillantes, avec le maintien 

dans un état actif même lors des périodes d’anoxie dont la dernière d’une durée de 3 jours. La 

détection d’OTU affiliés à ces genres qui semblent même être favorisés par les oscillations 

(augmentation de l’abondance relative suite à l’apport d’oxygène en condition oscillante et 

supérieure par rapport à l’abondance en condition d’oxie permanente) éveille un intérêt 

particulier pour ces OTU dont il serait intéressant de caractériser leur écophysiologie. De même, 
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parmi les OTU majoritaires, des OTU affiliés à des genres correspondant à des bactéries sulfato-

réductrices ont pu être détectés tout au long des incubations sous les différentes conditions 

d’oxygénation. Ses observations viennent s’ajouter aux différents constats décrits dans 

différentes études montrant la présence de bactéries sulfato-réductrices dans des zones oxiques 

de sédiments (Jørgensen, 1977; Sahm et al., 1999) et la tolérance à l’oxygène de différents genres 

(Muyzer and Stams, 2008).



157

Chapitre IV : 

Réponses de différentes communautés microbiennes de 
sédiments intertidaux aux oscillations anoxie/oxie, 

intérêt pour les micro-organismes sulfato-réducteurs



158



Chapitre IV : Réponses de différentes communautés microbiennes de sédiments intertidaux aux oscillations 
anoxie/oxie, intérêt pour les micro-organismes sulfato-réducteurs

159

Chapitre IV : Réponses de différentes communautés 
microbiennes de sédiments intertidaux aux oscillations 
anoxie/oxie, intérêt pour les micro-organismes sulfato-
réducteurs

Introduction

Dans le chapitre précédent, la réponse d’une communauté bactérienne de sédiments

intertidaux, soumise à des conditions oscillantes anoxie/oxie a pu être caractérisée en 

comparaison à des conditions d’oxie et d’anoxie permanentes. Un réarrangement de la structure 

des communautés bactériennes en fonction de la condition d’oxygénation a souligné la présence 

de certains micro-organismes adaptés et/ou en mesure de répondre aux conditions 

environnementales dynamiques et pouvant probablement jouer un rôle dans la dégradation des 

hydrocarbures. Une réponse semblable ayant été observée précédemment par I. Vitte et ses 

collaborateurs (2011) au sein d’un autre écosystème côtier, cela peut amener à se demander si 

des profils écologiques similaires peuvent être observés au sein de communautés différentes

d’environnements côtiers lorsqu’elles sont soumises à des conditions oscillantes anoxie/oxie.

De plus, des séquences correspondant à des OTU affiliés à des bactéries sulfato-réductrices 

ont pu être identifiées pour les différentes conditions d’incubations, représentant une abondance 

relative non négligeable. Ce groupe métabolique représente effectivement une part importante 

des communautés microbiennes des sédiments côtiers, impliqué majoritairement dans les 

processus d'oxydation de la matière organique en conditions anoxiques (Jørgensen, 1977). La 

dégradation des hydrocarbures dans les conditions de sulfato-réduction a été étudiée en détail au 

cours des deux dernières décennies (Widdel et al., 2010), et il a été suggéré comme un processus 

important pour l'élimination des hydrocarbures (Coates et al., 1997; Hayes and Lovley, 2002).

Jusque dans les années 90, les MSR étaient considérés comme des organismes anaérobie stricts, 

cependant, de plus en plus d’études montrent qu’ils sont capables de tolérer l’oxygène (Dilling 

and Cypionka, 1990; Cypionka, 2000; Dolla et al., 2006; Santana, 2008). Ces organismes peuvent 

survivre sous des conditions micro-oxiques où ils respireraient l’oxygène ou également le nitrate

(Dannenberg et al., 1992), cependant peu d’informations sont disponibles vis-à-vis de leur 

comportement dans les environnements côtiers en prenant en considération les conditions 

oscillantes d’oxygénation. 
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Dans ce contexte, l’étude suivante vise à déchiffrer les réponses écologiques des trois 

communautés microbiennes différentes de sédiments intertidaux pollués aux hydrocarbures 

soumises à des conditions oscillantes anoxie/oxie afin d’identifier des profils écologiques 

globaux de ces environnements. Un intérêt particulier a été porté aux microorganismes sulfato-

réducteurs en ciblant le gène fonctionnel dsrB, codant pour la sulfide réductase dissimilatrice, 

une enzyme clé de la respiration anaérobie du sulfate (Leloup et al., 2007). La caractérisation des 

communautés bactériennes et des MSR actifs, au cours des incubations en bioréacteurs dans des 

conditions oscillantes anoxie/oxie, a été réalisée par le séquençage haut-débit des transcrits des 

gènes ciblés. L'étude comparative de l’assemblage de ces communautés en conditions oscillantes 

anoxie /oxie offre une occasion sans précédent d'obtenir des informations cruciales pour 

comprendre les paramètres influençant l'organisation des communautés bactériennes et des MSR

et l'impact sur les capacités de biodégradation, dans des environnements soumis à ces conditions.
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Réponses de différentes communautés microbiennes de sédiments 

intertidaux aux oscillations anoxie/oxie, intérêt pour les micro-organismes 

sulfato-réducteurs

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article en préparation, pour soumission sous le titre :

Response of different microbial communities from intertidal 
sediments to anoxic/oxic oscillations, interest for sulfate-reducing 
micro-organisms

Abstract: 

Coastal ecosystems constitute highly particular systems, where anoxic/oxic interface could 

be modified daily with the action of the current and tides. These conditions impact the dynamics 

of microbial communities and, as a consequence, on the fate of trapped pollutants. Because the 

bulk of marine sediments is predominantly anoxic (oxic surface layer not exceeding the first few 

millimeters) a major influence of anoxic/oxic oscillations on anaerobic communities and 

metabolisms would be expected. In order to bring global knowledge about the influence of these 

particular conditions on microbial communities inhabiting these environments and on their oil-

degradation capacities, the behavior of 3 different microbial communities (named P,

“Petroleum”; PB, “Petroleum + burrowing organisms”; and PH, “Petroleum + harrowing”) from 

intertidal sediments was investigated during simulation of anoxic/oxic oscillations in crude oil-

degrading bioreactors experiment, with a focus on sulfate-reducing micro-organisms 

communities.

The oxygen addition after anoxic period induced a modification of the metabolically active 

bacterial communities structures depending on the bacterial composition of the initial 

communities, revealing different adaptation potentials with consequences on their biodegradation 

capacities (P=PH>PB). However, the observed response of the three microbial communities 

showed major OTUs related to specific genus responding to anoxic/oxic oscillations from the 

different communities. Focusing on SRMs communities, although the proportion of active SRMs 

suggested different influence of periods of oxygenation, the SRMs structures couldn’t be 

dissociated between the communities “Petroleum”, “Petroleum + burrowing organisms” and 

“Petroleum + harrowing” and oxygenation conditions, compared to structures under permanent 

oxic or anoxic conditions.

Keywords: Intertidal ecosystems, different hydrocarbonoclastic communities, anoxic/oxic 
oscillating conditions, sulfate-reducing microorganisms.
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2.1. Introduction

Usually in coastal ecosystems, oxygen rarely penetrates more than a few millimeters in 

sediments when its transport in sediments depend on molecular diffusion, because it’s rapidly 

consumed due to the high respiration rates at the sediments surface (Brune et al., 2000). However, 

according to the tide level and the macro-organisms burrowing activities, the water/sediment 

interface and, a fortiori, the oxic/anoxic interface are daily modified, generating oxic/anoxic 

oscillating conditions (Aller, 1994; Brune et al., 2000). Consequently, these ecosystems 

constitute highly particular systems impacting the dynamics of bacterial communities and, as a 

consequence, on the fate of trapped pollutants (Wakeham and Canuel, 2006), such as petroleum 

hydrocarbons.

Sulfate-reducing bacteria (SRB) represent a significant part of the microbial communities 

inhabiting coastal sediments (Cifuentes et al., 2000; de Wit, 2008; Jiang et al., 2009). Indeed, the 

high concentration of sulfate promotes sulfate reduction metabolisms responsible for most of the 

organic matter oxidation in anoxic conditions (Jørgensen, 1977). Jørgensen (1982) estimated that 

about 50% of the deposited material is mineralized via sulfate reduction, which indicates the 

importance of SRBs for the sulfur and carbon cycles in coastal marine environments. Because of 

the preponderant role of SRBs in the carbon cycle in the marine environment, hydrocarbon 

degradation under sulfate-reducing conditions has been studied in detail during the last two 

decades (Widdel et al., 2010), and it was suggested that it is an important process for hydrocarbon 

removal (Coates et al., 1997; Hayes and Lovley, 2002). Nevertheless, in theses environments, the 

macro-faunal activities such as foraging, burrowing and ventilation, mixes sediments and 

enhances oxygen supply in the bulk anaerobic sediments, modifying the distribution of electrons 

acceptors and increases the surface area for diffusive exchange (Boudreau and Marinelli, 1994). 

These biological reworking activities influence the microbial community structure (Kogure and 

Wada, 2005; Satoh et al., 2007; Bertics and Ziebis, 2009), and supply oxygen in anoxic sediments 

or spatial redistribution of particles leading anoxic sediments particles into the oxic surface of 

sediments can impact the anaerobic microbial communities, and notably sulfate-reducing micro-

organisms. Moreover, burrowing activities also change the physico-chemical condition of 

sediments, topographic conformation of the water/sediment interface and also the strength of the 

surface sediments in the upper few centimeters, leading to their destabilization and increasing 

erodibility (de Deckere et al., 2001) under the action of waves and currents. Consequently, 

resuspension events which can be followed by deposition events modify spatially and temporally 

the oxic/anoxic interface, generating anoxic/oxic oscillating conditions for the inhabiting 

microbial communities.
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Nevertheless, the sulfate-reducing micro-organisms (SRMs) diversity and structure 

dynamic have been rarely studied in these environments, especially when exposed to oil 

contamination. Only few studies investigated the behaviour of SRMs in bioturbated sediments 

after exposition to petroleum (Miralles et al., 2007; Stauffert et al., 2013; Stauffert et al., 2014). 

Stauffert et al. (2013) showed that rRNA 16S sequences related to SRMs were well represented 

among the total identified sequences from oil-contaminated sediments microbial communities 

irrespective to the enhanced macro-fauna population. However, Stauffert et al. (2014) observed 

that enhancing the bioturbation activity by the addition of Hediste diversicolor resulted in a 

distinct SRMs community structure. Because of the influence of burrowing organisms on 

microbial communities is not only due to the anoxic/oxic oscillations generated by their 

burrowing activities, the direct impact of anoxic/oxic oscillating conditions on SRMs 

communities have so never been described. Improving the knowledge on dynamic responses of 

SRMs, from polluted sediments, to anoxic/oxic oscillating conditions will permit a better 

understanding on the SRMs assemblage and their key roles in hydrocarbons elimination from 

environments subjected to these conditions.

In this context, this work aims to decipher the ecological responses of three different 

microbial communities from oil-polluted intertidal sediments to anoxic/oxic oscillating 

conditions, with a focus on SRM functional group. The characterization of the active bacterial 

and SRMs communities during bioreactors experiments under anoxic/oxic oscillating conditions 

were followed by sequencing the 16S rRNA transcripts and the functional gene dsrB. The 

comparative study of their behaviour in anoxic/oxic oscillating conditions offer an unprecedented 

opportunity to gain crucial information for understanding the parameters driving the organization 

of bacterial and SRM communities and the impact on the biodegradation capacities, in 

environments subjected to these conditions.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Hydrocarbonoclastic microbial communities sampling

Mesocosms incubations of intertidal sediments from the tidal basin Aber-Benoît

(Tréglonou, 48° 33’12.40’’N; 4° 32’8.69’’W, in the Brittany region, France) were set up in an 

automated experimental device recreating tidal cycles (Stauffert et al., 2013). Three different 

hydrocarbonoclastic microbial communities were obtained exposing these sediments to different 

treatments. Sediments were either subjected to petroleum (24 ± 4 mg/g of total hydrocarbons, 

OURAL) or to petroleum with the addition of burrowing organisms (multiplication by 50 of the 
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initial population corresponding to 1267 ± 16 ind.m-2, knowing that in natural environments the 

density of organisms can be from 50 to 5000 ind.m-2 (Kristensen, 1988)) or to petroleum 

combined with harrowing (once a week, up to 6 centimeters depth). The duration of the 

incubations depended on the hydrocarbons content following by GC-MS analysis. After 5 months 

of incubation, the biodegradation capacity had been highlighted within the mesocosms subjected 

to petroleum + harrowing, by a decrease of the biodegradation index:  the n-C17/pristane and the 

n-C18/phytane ratio. The surface of sediments impacted by harrowing was collected and stored at 

6°C in the dark during 10 days with surface water oxygenated by bubbling with filtered air 

(0.20µm PTFE filters, Fisher Scientific) before the initiation of the bioreactors experiment. In the 

same way, sediments from mesocosms subjected to petroleum or to petroleum with the addition 

of burrowing organisms were taken off after 8 and 9.5 months of incubation, respectively. These 

three treatments permitted to obtain three microbial communities showing different structures, 

which were named communities: “Petroleum” (P), “Petroleum + burrowing organisms” (PB)

and “Petroleum + harrowing” (PH).

2.2.2. Bioreactor experiments set up and experimental conditions

For each community, bioreactors experiments were set up as described below in batch 

series of nine bioreactors. A slurry of sediments was made with 20 % (w/v) of mightily stirred 

sediments in suspension in minimum medium of natural filtered sea water (MFTM filter of 

0.45µm pores size, Millipore), at pH 7.2 (Terrisse et al., 2014; in press). The slurry was 

distributed in the nine bioreactors (with a working volume of two liters, in batch conditions with 

stirring at 250 r.p.m.; Stuart SS20) to apply the three conditions: anoxic/oxic oscillating 

conditions in comparison to permanent oxic or anoxic conditions, in triplicates. The incubations 

were carried out during fifteen days in the dark at room temperature (ranging from 17 to 24°C, 

InPro6800 sensors, Mettler Toledo International Inc.). Incubations in oscillating conditions were 

performed in anoxic conditions during 15 days with 2 periods of aeration of 1 day at the days 7 

and 10, and compared to incubations in permanent oxic or anoxic conditions, performed at the 

same time. The different conditions were obtained as described by Terrisse et al. (in prep.). After 

a period of 5 days for the stabilization of the system, petroleum was added in all the bioreactors 

at the final concentration about 21.2 ± 5.7 mg/g of dry weight sediments.

During experiments, redox potential/pH and dissolved oxygen saturation were measured 

twice a day (InPro 4260i/SG/225 sensors and InPro6800 sensors, respectively, connected to 

M300 ISM multipar transmitters; Mettler Toledo International Inc.).
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2.2.3. Hydrocarbon analysis

Chemical analysis to estimate the hydrocarbons content were performed on 10 mL of slurry 

samples from each reactor (biological replicates per condition) along the incubation (at days 5.4 

-10 hours after petrol addition-, 10 and 15 for permanent anoxic conditions and at days 5.4, 7, 8, 

10, 11 and 15 for permanent oxic and oscillating conditions; sampling rounds at intermediate 

times were done before a switchover). From sampling time to analysis, the slurry samples were 

stored at -20 °C, in amber glass bottles with polytetrafluoroethylene stopper (WHEATON).

The samples preparation for chemical analyses of the sediments phase after filtration of the 

slurry sample (glass microfiber filters 0.7 µm pore size, grade GF/F, Whatman), was performed 

as described by Terrisse et al. (in prep.). The extractions of hydrocarbons were performed on the

dry sediments samples spiked with 100 µL of a solution containing five perdeuterated PAHs (210 

µg/mL of d8-naphtalene, 210 µg/mL of d10-phenanthrene, 110 µg/mL of d10-biphenyl, 40 µg/mL

of d12-benzo(a)pyrene and 40 µg/mL of d12-chrysene,; Sigma-aldrich, USA) and 100 µL of a 

solution of perdeuterated eicosane (n-C20d42) at 1000 µg/mL, as internal standards. The Dionex™ 

ASE™ 350 Accelerated Solvent Extractor system (Thermo Scientific™) was used, realizing two 

cycles of extraction with dichloromethane solvent per sample, at elevated pressure (1600 Psi) and 

temperature (100 °C), during five minutes each. Organic extracts were totally dry going through 

sodium sulfate anhydrous (activated at 400 °C during 4 hours) before to be concentrated to 2 mL

using a Syncore (Büchi, Germany). Samples analyses were performed by gas chromatography 

coupled with mass spectrometry (GC-MS) as it was described by Terrisse et al. (in prep.), using 

an HP 6890N (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) connected to an HP 5973 Mass Selective 

Detector (MSD). Single Ion Monitoring mode, with the most representative fragment (saturates) 

or the molecular ion (PAH) of each compound at a minimum of 1.4 cycles/s, was used to perform

n-Alkanes and PAH semi-quantifications. 

Interpretation of the GC/MS chromatograms obtained from samples and calibration range 

analysis (for n-alkanes with TRPH Standard from 0.5 to 50 µg/mL, Ultra Scientific, Florida; for 

PAHs with CUS-9306 Standard from 0.25 to 25 µg/mL, LGS Standards, France), was done using 

the Chemstation software in order to quantify n-alkanes and PAHs contents relatively to internal 

standards and to calculate alkanes and PAHs biodegradation indexes.

2.2.4. Total DNA and RNA co-extraction

For the manipulation of biological materials for molecular analyses, only RNase-free 

certified plasticware was used and all solutions were prepared with sterile diethyl pyrocarbonate 
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(DEPC)-treated water. A rRNA stabilizing solution was made by mixing 5 mL of 1 M acetate 

buffer pH 5.5 (adjusted with acetic acid) with 5 mL of phenol. After separation of the two phases 

by centrifugation during 3 minutes at 4000 g, 95 mL of pure ethanol was added to the phenolic 

phase. This solution (190 µL) was added into 1.5 mL of slurry sampling from each reactor 

(biological replicates per condition) at days 0, 5 (before oil addition), 5.4 (10 hours after oil

addition), 7, 8, 10, 11 (at these times, sampling were done before the switchover) and 15 days; 

then, eliminated from samples with the supernatant by centrifugation at 4 °C for 

5 minutes at 10,000 g (Jouan MR 1812). Samples were frozen immediately in liquid nitrogen to 

be then stored at -80 °C, until extraction.

The extractions were performed with the commercial RNA PowerSoil ® Total RNA 

Isolation Kit (MoBio Laboratories) according to the manufacturer’s instructions until suspension 

of total nucleic acids in SR5 buffer (100 µL), after precipitation with ethanol 70 %. The 

commercial Allprep DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN) was then used for the separation and 

purification of DNAs and RNAs, following the manufacturer's recommendations. Separated 

elution of genomic DNAs and RNAs molecules was done with DNase/RNase-free sterilized 

MilliQ water (100µL). The quality and the size of DNAs and RNAs extracts were analyzed by

electrophoresis on 1 % agarose gel and by micro-capillary electrophoresis (only for RNAs 

extracts) performed by an Agilent 2100 Bioanalyzer using RNA 6000 Nano LabChips kit 

(Agilent Technologies). RNAs extracts shown a RNA Integrity Numbers (RIN) between 7 and 

8.5, corresponding in good quality of RNAs molecules. The DNAs and RNAs extracts were 

stored at -80 ° C.

2.2.5. Reverse transcription of total RNA

Reverse transcription (RT) was performed on RNA extracts previously treated with Turbo 

DNA free kit (Ambion, Applied Biosystems) following the manufacturer’s advices. The RT 

reaction (final volume of 20 μL) was performed with 10 to 60 ng of RNA per sample adding 

10 ng/µL of random hexamers (Roche), 0.5 mM of dNTPs, 40 U of RNase OUT (Invitrogen by 

Life Technology), 200 U of the Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV, 

Invitrogen by Life Technology), 0.01 M of DTT and 1 X enzyme buffer, according to the 

manufacturer’s recommendations. RT products were used directly for PCR amplifications or 

stored at -80 °C until further utilization.
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2.2.6. Quantitative-PCR amplifications

For quantification of dsrB genes and transcripts copy numbers, DNA and cDNA were 

amplified using the primers dsrp2060F/4R (Wagner et al., 1998; Geets et al., 2006). The DNA 

and cDNA samples were diluted to 1/100
th and to 1/10

th respectively, before amplification.

Quantitative Polymerase chain reaction (Q-PCR) was performed with the Roch LightCycler 480 

Real Time PCR system, using the LightCycler® 480 SYBER GREEN I Master mix, as described 

by Terrisse et al. (in prep.). The results obtained by Q-PCR were analyzed using the LightCycler 

480 Software with absolute quantification method. DNA concentrations was expressed in copies

number per µL of extracts solution, relatively to calibration curves (from 105 to 101 copies) and 

then normalized by the amount of dry sediments used for the extraction. The dsrB genes

expression rates were estimated by calculating the ratio of the number of copies of the transcripts 

divided by the number of copies of the gene.

2.2.7. Bacterial diversity analysis

An analysis of the bacterial diversity during incubations in bioreactors was undertaken by 

the sequencing of the 16S rRNA amplicons, from DNA samples extracted at days 0 (mixture of 

3 extracts samples), 5.4 and 15, and from cDNA samples extracted at days 0 (mixture of 3 extracts 

samples), 5, 5.4, 7, 8, 10, 11 and 15. Approximately 0.4 µg of DNA and 0.02 µg of cDNA (per 

sample) were used for 454-pyrosequencing analysis of amplicons, which were performed by the 

Molecular Research DNA laboratory (MR DNA, Texas, USA), according to the procedure 

described by Dowd et al. (2008). The variable regions V1-V3 were targeted using 16S universal 

bacterial primers 27Fmod (5’-AGRGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) and 519Rmodbio (5’-

GTNTTACNGCGGCKGCTG-3’). The equipment and reagents Roche 454 FLX titanium were 

used to perform sequencing following the manufacturer's instructions.

The open source software QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) was used 

following the approach described by the tutorial on data processing 454 for the raw data 

processing (Caporaso et al., 2010). The raw data cleaning was first performed (Quince et al., 

2009) by denoising of the data and by elimination of chimeras and sequences of length less than 

450 bp, containing errors in the primers or homopolymers. The sequences reads were aligned 

with a sequence length of 400 bp. The data OTU picking was performed according to the method 

Usearch (Edgar, 2010), by setting reference sequences at the similarity threshold of 0.97. The 

allocation of the Taxonomy was performed by comparing the reference sequence to a database 

of known sequences of 16S rRNA genes, the Ribosomal Database Project (RDP) database. The 
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OTUs abundances per samples were normalized to the same number between samples (either 

3102 sequences corresponding to the minimum read number observed between samples). This 

standardization was carried out with the vegan package (Oksanen et al. (2013); Version : 2.0-10) 

on the software R.

2.2.8. Functional gene dsrB diversity analysis

The diversity of sulfate-reducing micro-organisms was also invested by sequencing of dsrB

gene amplicons from cDNA samples obtained from days 0 (mixture of 3 extract samples), 5.4, 7, 

8, 10, 11 and 15 during bioreactors incubations under oscillating, permanent oxic and anoxic 

conditions. A first PCR was performed with the primers dsrp2060F (Geets et al., 2006) and dsr4R 

(Wagner et al., 1998), containing Illumina adapters. The amplification reaction was performed

in an automated thermocycler (PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJ Research) with 

the following program: 95 °C for 10 minutes, followed by 35 cycles at 95 °C for 45 seconds, 54 

°C for 45 seconds and 72 °C for 1 minute, and a final step at 72 °C for 

5 minutes. These amplicons were then sequenced using the 250-MiSeq paired-end (Illumina) 

technology by the genomic platform Genotoul (Toulouse, France). Multiplexes were performed 

using index sequences which were added to the antisense primer in the second PCR with 12 

cycles targeting sequences of the adapters. The PCR products were purified and loaded in the 

MiSeq Illumina cartridge according to the manufacturer's instructions. After sequencing, the 

quality was checked using PhiX software: each sequence was affiliated to the sample using the 

index sequence.

The Mothur open source software was used, via Genotoul platform computing (Toulouse, 

France), for the raw data processing. The approach used in the treatment of sequence reads was 

described by the tutorial of processing data generated by a MiSeq Illumina platform 

(http://www.mothur.org/wiki/ MiSeq_SOP, page accessed in late August 2014) reported by 

Kozich et al. (2013). The retrieved sequences, were then translated by the RDP’s functional gene 

and repository FrameBot tool, aligned to SRM’s (bi)sulphite reductase reference sequences 

retrieved from the FunGene references database of RDP, to detect and correct the frameshift 

errors and eliminate short sequences and/or having a bad alignment, as processed by Zeleke et 

al. (2013). The data OTU picking was performed from final quality nucleotide sequences 

subsampled at the same number of sequence reads per samples (corresponding to the minimum 

read number observed between samples), according to the method described by Kozich et al.

(2013), at the similarity threshold of 0.90 (Kjeldsen et al., 2007), in Mothur. BLASTx analyses 

(http://www.mothur.org/wiki/ MiSeq_SOP, page accessed in late August 2014) reported 
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were performed against SRM’s sulfite reductase reference sequences from NCBI database. The 

OTUs abundances per samples were rarefy to 3102 sequences per samples, using the vegan 

package (Oksanen et al. (2013); Version : 2.0-10) on the software R.

2.2.9. Statistical analysis

The effects of the community origin (community "Petroleum", "Petroleum + harrowing" 

and "Petroleum +burrowing organisms"), the incubation conditions (oscillating, permanent oxic 

or permanent anoxic conditions) and time and all interactions among these three factors, on the 

variability of the measured variables: expression rates of the studied genes, biodegradation ratios, 

the coverage values and univariate diversity indexes (richness and Shannon’s diversity; indexes 

which were estimated with R and Mothur software), were tested by two multifactorial analysis 

of variance. A linear mixed model was first performed with the effects of the community origin, 

the condition and the time (and their interactions) as fixed factors and a random factor to take 

into account the effect of repeated measurements over time, that is to say, the non-independent 

nature of the various samples in bioreactors (lme function in R package nlme). A second linear 

model was conducted by testing the same factors as fixed factors but without taking into account 

the random factor (lm function in R). To test the effect of the random factor, analysis of variance 

(ANOVA) has shown no significant difference between these two models, the linear model 

without repeated measurement was chosen. The logarithmic transformation of the numeric 

variable was sometimes necessary so that the residuals follow a normal distribution. ANOVA 

and Tukey’s HSD tests (Honest Significant Difference) were carried out following the 

performing of linear models to compare between each other the different modalities of the various 

factors and highlight significant differences.

Community composition of active bacteria and SRMs from the different communities 

under the different conditions of incubations, consisted of 16S rRNA and dsrB sequencing data, 

was analysed using non-metric multidimensional scaling (nMDS) implemented in Primer 6 

(version 6.1.16) and Mothur software. For all nMDS ordinations, the Bray-Curtis distance 

measure was used to generate dissimilarity matrices. Confidence ellipses, included in ordinations, 

were based on cluster analyses (Primer 6 software; version 6.1.16). 

The pairwise co-occurrence patterns from the major OTUs (represented by more than 1% 

of total number of sequences per samples) from the three bacterial communities under 

anoxic/oxic oscillations was calculated with the R package cooccur. This function classified the 

OTUs pairs as having positive, negative, and random associations, applying the probabilistic 
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model of species co-occurrence described by Veech (2013). Results were represented in a co-

occurrence matrix.

2.3. Results and discussion

2.3.1. Structural responses of the different bacterial communities under 

different conditions of oxygenation

The structural response to different oxygenation conditions of incubation, of three bacterial 

communities with different structures, was first investigated by pyrosequencing analysis based 

on 16S rRNA transcripts. A structuration of the bacterial communities according to incubation 

conditions (oxic, anoxic and oscillating) was observed; without the possibility to make out 

separately the three communities (Figure 43). Irrespective to the initial community, oxygen input 

induced a rearrangement of active bacterial community structures. The ensuing stress for the 

bacteria led to the selection of the more adapted bacteria as it was observed previously (Vitte et 

al., 2011; Vitte et al., 2013). The structural rearrangement occurring within a bacterial

community exposed to different conditions appears more important than the structural difference 

between the three communities subjected to the same oxygenation conditions. However, at the 

end of incubation in oscillating conditions, different structural organizations were observed 

according to the initial communities: “Petroleum”, “Petroleum + burrowing organisms” and 

“Petroleum + harrowing”, which suggested different rearrangements of these communities in 

response to anoxic/oxic oscillations.
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Figure 43 : Comparison of the structure of the three metabolically active bacterial communities: “Petroleum”, 
“Petroleum + Harrowing” and “Petroleum + Burrowing organisms” during bioreactors incubations under oscillating 
(grey symbols), permanent anoxic (filled black symbols) or oxic (white symbols with black dotted surrounding) 
conditions. Non parametric Multidimensional Scaling (nMDS) based on pyrosequencing data from 16S rRNA 
transcripts. Confidence ellipses, included in ordination, were based on cluster analyses using Bray-Curtis distance 
measures: solid, long dotted and short dotted lines represent 20, 15 and 10% of similarity, respectively.

2.3.2. Different structural responses of the metabolically active bacterial 

communities under anoxic/oxic oscillating conditions and influence on the 

hydrocarbon-degradation capacities

When the structure of the 3 metabolically active bacterial communities were compared 

during the oscillating conditions (Figure 44), different structures were observed according to the 

initial communities “Petroleum”, “Petroleum + burrowing organisms” and “Petroleum + 

harrowing”, with rearrangements during incubations. 

The first period of aeration modified their structure while the second only impacted the 

structure of the community “Petroleum”. These observations suggested that the community 

“Petroleum” was less adapted to the oscillating conditions than the two other communities, 

probably due to the different microbial composition between the three communities that may 

correspond to different capacities in response to a perturbation. Indeed, a disturbance causes

generally a different response depending on the composition and capabilities of the microbial 

community (Allison and Martiny, 2008; Nogales et al., 2011). An adapted community can show
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resistance to disturbance leading to relative maintenance of its structure, dependent on the 

intensity of the disturbance (Degens et al., 2001; Philippot et al., 2008).

Figure 44: Comparison of the structure of the three metabolically active bacterial communities: “Petroleum” (green 
circles), “Petroleum + Harrowing” (yellow cycles) and “Petroleum + Burrowing organisms” (red cycles) during 
bioreactor incubations under anoxic/oxic oscillating conditions. Non parametric Multidimensional Scaling (nMDS) 
based on pyrosequencing data from 16S rRNA transcripts. Green narrows shows the periods of aeration.

In order to estimate whether the different structures induced different hydrocarbons 

biodegradation efficiencies, the hydrocarbons-degradation capacities of the three communities 

was investigated under anoxic/oxic conditions. From the determination of the chemical 

composition of the mostly biodegradable fraction (n-alkanes and PAHs) resolved by GC-MS, 

some biodegradation indexes were calculated (Figure 45).

With the assumption that linear alkanes are more sensitive to microbial degradation than 

alkylated alkanes (McKenna and Kallio, 1971), the n-C17/pristane ratio were calculated (Figure 

45) in order to assess the alkane biodegradation capacities (Sauer and Boehm, 1991; Singh et al., 

2014). The ratio significantly varied with the time (p-value < 0.05) but not between the 

communities. It was reduced significantly at day 11 for the communities “Petroleum” and 

“Petroleum + harrowing” (p-values < 0.05) while the ratio did not decrease significantly for the 

community “Petroleum + burrowing organisms”. The “Petroleum” and “Petroleum + burrowing 

organisms” communities showed similar alkane degradation kinetics with a n-C17/pristane ratio 

decreasing progressively during incubation independently of the anoxic or oxic periods. 
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Differently, during “Petroleum + harrowing” incubations, the n-C17/pristane ratio mostly 

decreased during the first period of aeration showing major implication of aerobic metabolisms 

in alkanes biodegradation within this community.

Figure 45: The ratio: n-C17/Pristane and Phenanthrene/Dimethylphenanthrene were followed in order to assess the
hydrocarbons-biodegradation capacities during the incubations under oscillating conditions. The ratio are compared 
between the communities “Petroleum” (green lines), “Petroleum + burrowing organisms” (red lines) and 
“Petroleum + harrowing” (yellow lines). The two shaded periods correspond to the aerated periods. Star show a 
significant difference according to Tukey HSD test (p-value < 0.05) compared to the value at 10 hours after oil 
addition (day 5) from the considered community.

PAHs biodegradation indexes were calculated considering that the alkylated compounds

are considered less biodegradable than the parent compounds (Michel and Hayes, 1999; Elango

et al., 2014). The phenanthrene/dimethylphenanthrene ratio (Figure 45) shown similar 

degradation kinetics between the three incubations under anoxic/oxic oscillating conditions 

although the ratio decrease was only significant for the “Petroleum” community (p-value < 0.05) 

at the end of the incubation. The phenanthrene degradation was effective during the aeration 

periods, suggesting that oxygen input generate a rapid phenanthrene-biodegradation response, 

suggesting involvement of aerobic bacteria probably via dioxygenases activities in the 

phenanthrene short-term biodegradation under oscillating conditions, as it was previously 

proposed by Vitte et al. (2013).
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2.3.3. Different microbial compositions explaining the different ecological 

responses to anoxic/oxic oscillations

In order to characterize and compare the bacterial responses to anoxic/oxic oscillations, the 

metabolically active bacterial composition of each bacterial community was determined along 

incubations in these conditions by 16S rRNA transcripts sequencing. With Good’s coverage 

values higher than 0.80, the diversity of the metabolically active bacteria was efficiently assessed 

during incubations in bioreactors experiment with the 3K average number of reads per assay. The 

richness and the α-diversity (Shannon diversity index) significantly varied with the time (p-value 

< 0.05) for the three communities without significant differences between them. The first period 

of aeration generated a disturbance in bacterial communities which resulted in a decrease of the 

diversity indexes, from 3.0 ± 0.5 to 1.5 ± 0.2, from 3.8 ± 0.2 to 1.2 ± 0.4 and from 4.0 ± 0.2 to 

2.7 ± 0.3, for the communities “Petroleum”, “Petroleum + harrowing” and “Petroleum + 

burrowing organisms” respectively, showing a selection of the most adapted bacteria to the 

conditions. 

An important proportion of sequence reads identified corresponded to unclassified 

sequences at the genus level: 50 %, 45 % and 64 % of the sequences identified during incubations 

under oscillating conditions for the communities “Petroleum”, “Petroleum + harrowing” and 

“Petroleum + burrowing organisms” respectively, highlighted the high microbial diversity in 

coastal marine sediments that still to be explored. Focusing on the OTUs relative abundances that 

were affiliated to identified genus (Figure 46), different bacterial composition of the 3 

communities were observed at the beginning of the experiment, corresponding to anoxic 

conditions before performing aeration cycles. During this period, the community “Petroleum” 

was mostly represented by sequences affiliated to the Ilyobacter genus (up to 50 % of affiliated 

sequences), corresponding to strictly anaerobic bacteria previously observed in marine sediments 

(Brune et al., 2002) but its implication in hydrocarbons degradation has not been demonstrated. 

This genus was also detected in the community “Petroleum + harrowing” but in lower abundance 

(less than 10 % of the affiliated sequences). The genus Desulfosarcina was detected in the 3 

communities, in which some key alkane-degraders were highlighted (Kleindienst et al., 2014). 

Others genus related to sulfate-reducing bacteria were detected within the community “Petroleum 

+ burrowing organisms” such as Desulfonema and Desulfopila, among majors genus identified 

within the communities before performing anoxic/oxic cycles. These different bacterial 

compositions between the “Petroleum”, “Petroleum + harrowing”, “Petroleum + burrowing 

organisms” communities were maintained until the day 7 of the incubations before oxygenation 

oscillations.
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Figure 46: Relative abundance at genus level of the sequences reads affiliated at this level, for the communities
“Petroleum”, “Petroleum + harrowing” and “Petroleum + burrowing organisms” subjected to anoxic/oxic oscillating 
conditions.
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The oxygen input modified dramatically the composition of the 3 communities. An increase 

of the relative abundances of sequences related to Alcanivorax genus was observed; from less 

than 5 % of sequences affiliated at genus level at the day 5 for the 3 community to up to 45 %, 

80 % and 90 % at the end of incubations for the communities “Petroleum + burrowing 

organisms”, “Petroleum” and “Petroleum + harrowing” respectively. Also the relative 

abundance of sequences related to Cycloclasticus genus, increased predominantly for the 

community “Petroleum + burrowing organisms” to represent up to 20 % of the sequences. 

Sequences related to Arcobacter genus were also detected with a higher relative abundance after 

oxygen input for the “Petroleum” community. Isaac et al. (2013) isolated consortia of indigenous 

marine bacteria with the capability to degrade polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) from 

polluted sediment samples, including bacteria affiliated to the genus Arcobacter, but the direct 

implication of members of this genus in hydrocarbons degradation has not been yet evidenced.

The higher abundance of sequences related to Alcanivorax genus, whose members are 

known as obligate alkane degraders (Harayama et al., 2004), for the communities “Petroleum” 

and “Petroleum + harrowing” than for the communities “Petroleum + burrowing organisms”

coinciding with a higher n-C17/pristane ratio decrease, suggested an implication of this genus in 

alkanes removal from the systems.

Moreover, the strictly aerobic Alcanivorax spp., which degrade straight-chain and branched 

alkanes (Harayama et al., 2004; Kostka et al., 2011), and Cycloclasticus spp., which degrade 

PAHs (Harayama et al., 2004; McKew et al., 2007; Teira et al., 2007) were largely described as 

key degraders in oil-contaminated marine ecosystems, with the large increase in their abundance 

following an oil-spill (Roling et al., 2002; Röling et al., 2004; Staley, 2010; Coulon et al., 2012; 

McGenity et al., 2012). However, almost all the studies, have been highlighted their implication 

in hydrocarbons degradation under oxic conditions. Here, a large increase of the relative 

abundance of sequences related to these genus was observed after the aerated period (occurring 

after 7 days in anoxic conditions), and these high relative abundances remained stable until the 

end of experiments despite the two periods of anoxia. These observations, which were done for 

the three different bacterial communities, suggest that these genus can play a major role in coastal 

sediments, being stimulated by reoxydation events due to sediments resuspension or 

bioirrigation/ventilation of macrofaunal burrows (favoring aerobic processes; Berthe-Corti and 

Höpner (2005)), not only being restricted to the intertidal biofilms (Coulon et al., 2012) and/or 

to the oxic surface of sediments.
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2.3.4. Co-occurrence analyses to assess to the global organization of the main 

OTUs within the microbial network under anoxic/oxic oscillating 

conditions

The global organization of the bacterial community network under oscillating conditions 

was investigated by comparing the presence/absence patterns of the majors OTUs (represented 

by more than 1% of total sequences number per sample) from the communities “Petroleum”, 

“Petroleum + harrowing” and “Petroleum + burrowing organisms”, when they are subjected to 

anoxic/oxic conditions. A co-occurrence analyze was performed to highlight the OTUs pairs 

having positive, negative, and random associations (Veech, 2013) during incubations under 

anoxic/oxic oscillating conditions (Figure 47). From 77 OTUs analyzed, giving 2926 OTUs pair 

combinations, 110 pairs (3.76 %) were removed from the analysis because expected co-

occurrence was lower than 1 and 2816 pairs were analyzed. The most part of associations were 

identified as random associations (2507 pair combinations), however non negligible part of 

associations was identified as positives (195) or negatives (111) associations (non-random 

associations corresponding to 10.9% of analyzed associations). Positives associations highlighted 

that OTUs related to sulfate-reducing bacteria occurred significantly together during incubations. 

In the same way, OTUs related to denitrifying bacteria shown positives associations. However, 

negative associations between OTUs related sulfate-reducing bacteria and OTUs related to 

denitrifying bacteria shown that when the conditions during incubations in anoxic/oxic 

oscillations are more favorable for a metabolic group, they are unfavorable to the other one. Also, 

it was recognized that the denitrification process is inhibited in the presence of sulfate in excess 

and especially sulfides in an amount of 0.3 mM (Sørensen et al., 1980).

Anoxic/oxic oscillations generated oscillating changes of the redox status of the slurry,

influencing availability of electrons acceptors, which can lead to fundamental changes in 

microbial metabolic lifestyles (DeAngelis et al., 2010). Temporally oscillations between reduced 

and oxidized states of the sediments have been shown to result in a stronger coupling of the 

nitrification and denitrification processes in suboxic redox potential (Svensson and Leonardson, 

1996; Stief and de Beer, 2002; Gilbert et al., 2003; Laverock et al., 2011), and also the sulfate-

reducing process supplying oxidized compounds in lower redox potential (Bertics and Ziebis, 

2010). In anoxic periods, the redox potentials being between -200 and -400 mV (Figure 48), 

conditions are more favorable for sulfate-reduction metabolisms (Jørgensen, 2000). While

reoxydation of the slurry by the oxygen input, with redox potentials between -100 mV and +100

mV, redox conditions are optimal for denitrification metabolisms, observed by increasing 

abundances related to denitrifying bacteria at periods of aeration while abundance of sequences 
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related to sulfate-reducing bacteria decreased, for communities “Petroleum” and “Petroleum + 

harrowing” and a higher relative abundance of sequences related to sulfate-reducing bacteria was 

observed for “Petroleum + burrowing organisms” community.

Figure 47: Co-occurrence matrix of the major OTUs (represented by more than 1% of the total sequences per samples) 
from the three bacterial communities: “Petroleum”, “Petroleum + burrowing organisms” and “Petroleum + harrowing”, 
in anoxic/oxic oscillating conditions. 
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2.3.5. SRM communities dynamics in anoxic/oxic oscillating conditions

Several major metabolically actives OTUs related to SRMs were identified among the 

“Petroleum”, “Petroleum + harrowing” and “Petroleum + burrowing organisms” metabolically 

active bacterial communities under anoxic/oxic oscillating conditions (Figure 46 and Figure 47),

corresponding on 8%, 8% and 18% of total bacterial identified sequences respectively. As this 

anaerobic functional group was mostly involved in the biogeochemical transformations of carbon 

and sulfur in costal sediments its dynamics under anoxic/oxic conditions was investigated and 

compared between the three communities. The gene dsrB, coding for a subunit of the sulfite 

reductase involved in the dissimilarity reduction in oxidized sulfur species, was followed during 

incubations under oscillating conditions as this enzyme constitute a good target of this functional 

group, mostly used in the investigation of SRMs diversity in coastal sediments (Wagner et al., 

1998; Bahr et al., 2005; Leloup et al., 2005; Leloup et al., 2007; Jiang et al., 2009; Giloteaux et 

al., 2010; Stauffert et al., 2014).

2.3.5.1.Activity comparison of SRM communities from the three microbial 

communities under oscillating conditions

Figure 48: Redox potentials values and copy number of dsrB transcripts (during incubations of the communities 
“Petroleum” (green line), “Petroleum + harrowing” (yellow line) and “Petroleum + burrowing organisms” (red 
line) under anoxic/oxic oscillating conditions.
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The influence of anoxic/oxic oscillations on the proportion of actives SRMs compared to 

global SRMs community was first examined by estimating the copy number of dsrB transcripts 

per copy of dsrB gene by quantitative PCR. The proportion of actives SRMs was lower after the 

first cycle of aeration for the community “Petroleum” and at the second cycle for the community 

“Petroleum + burrowing organisms”, while it remained stable for the community “Petroleum + 

harrowing” along incubations. Anoxic/oxic oscillations appeared to not affect in the same way 

the sulfate-reducing microorganisms from the 3 communities. While the activity of SRMs 

community wasn’t affected by oscillations for the “Petroleum + harrowing” community, the 

activity of some SRMs from “Petroleum” and “Petroleum + burrowing organisms” communities 

appeared inhibited by oxygen input. 

2.3.5.2.Structure comparison of SRM communities from the three microbial 

communities during incubations

The SRMs actives communities structures for the three communities under anoxic/oxic 

oscillating conditions were examined by MiSeq sequencing of dsrB amplicons, and compared to 

those in permanent anoxic or oxic conditions in order to determine whether the impact of oxygen 

input on the actives SRMs abundance was also accompanied by a modification of the SRM 

communities structure, which explained different tolerance of SMRs to anoxic/oxic oscillations. 

With Good’s coverage values average at 0.82 ± 0.04, the diversity of active SRMs was efficiently 

assessed during incubations in bioreactors experiment with the 3K average number of reads per 

assay. The estimation of the Bray-Curtis dissimilarity between the SMRs communities during 

incubations under the different conditions oxygenation couldn’t permit to dissociate samples 

between either community, condition or time. Unlike global metabolically active bacterial 

communities, the SRMs communities presented similar structure suggesting a stability of these 

microbial communities.

Until 1990, the MSRs were considered strict anaerobic organisms, since, studies of 

exposure of pure cultures of BSR to oxygen have shown that some of these micro-organisms 

were still viable after a few hours or even days exposure (Fukui and Takii, 1990; Kjeldsen et al., 

2004). More and more studies show that they are able to tolerate oxygen (Dilling and Cypionka, 

1990; Cypionka, 2000; Dolla et al., 2006; Santana, 2008).
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2.3.5.3.Composition of SRMs community from the three communities under 

oscillating conditions

The composition of the active SRMs communities along anoxic/oxic oscillations was then 

characterized for the three communities, in order to identify the active SRMs assemblage under 

changing conditions. 97% of dsrB sequences reads identified were related to dsrB sequences 

related to SRMs belonged to the Deltaproteobacteria with a dominance of the 

Desulfobacteraceae (78%) and Desulfobulbaceae (13%). The diversity observed within the 

bioreactors experiments was consistent with several in situ studies whose previously shown that 

most of the commonly mesophilic SRB found in coastal habitats belonged to the 

Deltaproteobacteria with members of the Desulfobacteraceae and Desulfobulbaceae, which 

were often reported as the dominant SRB. Thus, they were highly suspected to be largely involved 

in the biogeochemical transformations of carbon and sulfur (Leloup et al., 2005; Mussmann et 

al., 2005; Leloup et al., 2007; Jiang et al., 2009).

However, an important proportion (83 %) of sequence reads sharing less than 95% amino 

acid sequence similarity with their closest relatives. The focus was made on the relative 

abundances of OTUs (threshold: 95% similarity in dsrB amino acid sequence), during 

anoxic/oxic oscillating incubations of the three communities: “Petroleum”, “Petroleum + 

harrowing” and “Petroleum + burrowing organisms” (Figure 49), allowing the affiliation at the 

genus level. To decipher ecophysiology of active SRMs during anoxic/oxic oscillating 

incubations will allow a better understanding of their key roles in coastal sediments ecosystems 

and involvement in hydrocarbons removal. 

The relative abundances were show without performing the average between the biological 

replicates as along incubation it could be observed that bioreactors showed a different 

composition compared to other replicates. This was the case for the second replicate for the 

“Petroleum” community and the first one for “Petroleum + harrowing” community, these 

incubations globally showed different redox potentials during incubations than the incubations 

of the two other replicates from the same condition, up to a difference

about 100 mV.



Chapitre IV : Réponses de différentes communautés microbiennes de sédiments intertidaux aux oscillations 
anoxie/oxie, intérêt pour les micro-organismes sulfato-réducteurs

182

Figure 49 : Relative abundances during anoxic/oxic oscillating conditions of the three communities: “Petroleum”, 
“Petroleum + harrowing” and “Petroleum + burrowing organisms”, of OTUs whose the dsrB amino acid sequence 
shared more than 95% similarity with their closest relatives.

Different compositions were observed between the initial communities. Sequences related 

to Desulfosarcina were dominant for the community “Petroleum” and also observed in lower 

abundances for other communities. This genus became globally the most abundant along 
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incubations. Desulfosarcina/Desulfococcus constitutes a cluster of widespread marine SRMs

whose utilization of short-chain hydrocarbons has been shown for isolated strains affiliated to 

this cluster (Kniemeyer et al., 2007; Kleindienst et al., 2014), but Desulfosarcina tolerance to 

oxygene has not been yet investigated. Dilling and Cypionka (1990) highlighted the capacity of 

Desulfococcus multivorans for oxygen respiration, and several related sequences have been 

detected in sediment oxic zone (Minz et al., 1999)

The Desulfopila genus represented the most abundant genus within the initial active SRM 

community for “Petroleum + harrowing” also detected in other communities and which shown 

higher abundances during incubations becoming the second most abundant genus. Desulfopila

members were reported to be active and present at rather high proportions in coastal sediments 

(Suzuki et al., 2007; Gittel et al., 2010). This genus are constituted by species characterized as 

strictly anaerobic (Suzuki et al., 2007). However, its detection in an active state in presence of 

oxygen suggested more versatility of this genus than expected.

The genus Desulfobacter and Desulfatiferula were highlighted when the redox potential 

decreased up to about -400 mV. The genus Desulfatiferula contains members that had been 

described as able to degrade unsaturated aliphatic hydrocarbons (n-alkenes) (Cravo-Laureau et 

al., 2004; Cravo-Laureau et al., 2007).

Comparative analysis of SMRs communities between the different communities under 

anoxic/oxic oscillating conditions indicated that these particular conditions promote SRMs

populations that tolerated these conditions. With identified members of the genus detected here 

known as hydrocarbons-degraders, theses genus could play a role in the fate of pollutants in 

coastal ecosystems naturally subjected to anoxic/oxic oscillating conditions. The view that sulfate 

reducers are strictly anaerobic, changed with the demonstration of the occurrence of sulfate 

reduction in oxic environments and with the demonstration of oxygen tolerance of several strains 

(Muyzer and Stams, 2008) but several knowledge are needed to decipher their ecological 

implication in the complex ecosystems that are coastal environments.

2.4.Conclusion

The comparative study presented here, consisting to characterize the behavior of different 

microbial communities subjected to anoxic/oxic conditions after oil addition with a focus on 

SRMs communities. Microbial assemblage responding to anoxic/oxic oscillations could be 

highlighted and pointed out that some microorganisms were adapted and/or were able to respond 
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to dynamic environmental conditions inhabiting intertidal sediments. These observations allow 

to bring global view of the ecological microbial responses and factors governing the bacterial 

communities organization and consequently in their implication in determining the fate of 

petroleum pollutants in these environments.
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Conclusion du chapitre

Dans cette étude, l’assemblage des communautés bactériennes actives et des MSR ont été 

comparés entre différentes communautés microbiennes issues de sédiments côtiers, lorsqu’elles 

sont soumises à des oscillations anoxie/oxie. Parallèlement, les capacités de dégradation des 

alcanes et des HAP ont pu être mises en évidence et également comparées par l’estimation de 

rapports de biodégradation. 

En premier lieu, un réarrangement de la structure des communautés bactériennes en 

fonction de la condition d’oxygénation sans pouvoir distinguer de structures dissociées entre les 

différentes communautés : “Petroleum”, “Petroleum + harrowing” and “Petroleum + burrowing 

organisms” a mis en évidence la pression de sélection majeure de l’oxygène sur les communautés 

bactériennes. Malgré une composition différente des communautés hydrocarbonoclastes de 

sédiments côtiers, une réponse globale similaire à l’ajout d’oxygène est observée : une diminution 

de la diversité lièe à l’augmentation de l’abondance relative de  certains genres retrouvés dans les 

3 communautés. Tout de même, certaines spécificités de réponses propres aux différentes

communautés microbiennes initiales ont été observées, suggérant différents potentiels 

d’adaptations et/ou de réponses aux oscillations, induisant des cinétiques de dégradation 

distinctes entre alcanes et HAP.

Contrairement aux communautés bactériennes, les communautés de MSR ont montré une 

structuration stable dans le temps entre les différentes communautés initiales soumises aux 

différents régimes d’oxygénation. La réponse observée de cette communauté suggère sa stabilité 

face aux conditions environnementales dynamiques des écosystèmes côtiers. Différents consortia 

ont pu être obtenus à partir des trois communautés microbiennes en conditions oscillantes, suite 

à 6 repiquages successifs avec des fractions aromatiques ou saturés du pétrole Oural comme 

unique source de carbone. Ainsi, suite aux oscillations anoxie/oxie, des communautés en 

conditions de sulfato-réduction ont pu se maintenir, suggérant leur capacité de dégradation au 

sein du système. Ceci donnera également la possibilité de tester ces consortia sous conditions

oscillantes anoxie/oxie afin d’identifier des acteurs majeurs de l’élimination des hydrocarbures 

adaptés à ces conditions.  
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Chapitre V : Conclusion et perspectives

Dans le cadre de cette thèse nous nous sommes intéressés aux communautés microbiennes 

ayant la capacité à dégrader les hydrocarbures afin de développer nos connaissances sur les 

paramètres environnementaux pouvant influencer leur dynamique et par conséquent le 

fonctionnement de l’écosystème. La compréhension de l’écologie des communautés 

microbiennes dans les sites contaminés par les hydrocarbures est indispensable afin 

d’appréhender les mécanismes de biodégradation. Dans leur contexte réel, ces communautés des 

sédiments côtiers doivent faire face à certains paramètres environnementaux qui peuvent varier 

de façon régulière et avoir ainsi un effet direct sur les microorganismes et leurs activités. Comme 

exemple, les oscillations oxie/anoxie dues aux marées et aux activités de bioturbation de la 

macrofaune, constituent un paramètre environnemental majeur, largement répandus et 

constituant un système fonctionnel très particulier.

Afin de développer nos connaissances sur les assemblages microbiens procaryotes dans ces 

systèmes, l’objectif de ce travail a été d’aborder la réponse écologique de trois communautés 

microbiennes aux capacités de dégradation similaires, aux oscillations anoxie/oxie.

Dans cette perspective, nous avons entrepris une étude en bioréacteur afin de comparer ces 

trois communautés face aux variations de régimes d’oxygénation. La mise en place d’un système 

d'incubation dans des conditions discontinues permet le contrôle des principales variables 

physiques et chimiques en réduisant la complexité du système d’étude afin de décrypter les 

réponses écologiques induites spécifiquement sous l’influence des paramètres testés. Pour chaque 

communauté étudiée : « Petroleum », « Petroleum + harrowing » et « Petroleum +burrowing 

organisms », l’exposition aux oscillations anoxie/oxie a été réalisée en triplicatas et en 

comparaison avec des conditions d’anoxie et d’oxie permanent également en triplicatas, 

constituant une expérimentation permettant d’effectuer des analyses statistiques robustes des 

ensembles de données. A partir de ces expérimentations, les dynamiques des communautés 

microbiennes ont pu être décrites afin de dégager des profils écologiques globaux se mettant en 

place dans les communautés microbiennes autochtones soumises à ces conditions oscillantes 

d’oxygénation. La dynamique des communautés bactériennes et des communautés de 

microorganismes sulfato-réducteurs a été suivie par des approches moléculaires de séquençage 

haut-débit, au niveau transcriptionnel au cours des incubations dans les différentes conditions. 

Ainsi,  les communautés actives dans ces conditions ont été ciblées afin d’identifier les 

populations pouvant être les acteurs majeurs dans les processus d’élimination du polluant dans 

les environnements caractérisés par des conditions oscillantes anoxie/oxie. En parallèle, des 
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analyses chimiques (GC-MS) ont permis de déterminer la biodégradation des n-alcanes et des 

HAP au cours des incubations. 

En premiers lieu, un réarrangement des communautés bactériennes actives lié à l’apport 

d’oxygène, a pu être observé, conduisant à une structuration différente des communautés en 

fonction de la condition d’oxygénation. Cette modification de structure en réponse à l’oxygène a 

pu être observée pour les trois communautés de sédiments côtiers. A cette modification, est liée 

une diminution de la diversité accompagnée de l’augmentation de l’abondance des genres 

Alcanivorax, Arcobacter, Cycloclasticus, principalement, qui sont également actifs pendant les 

périodes d’anoxie. Ainsi, l’oxygène est apparu comme un facteur forçant influençant de façon 

importante la structuration des communautés de cet environnement, jouant un rôle important dans 

le devenir des polluants. En effet, en conditions oscillantes, de capacités de dégradation 

équivalentes ou supérieures à l’oxie ont pu être observées. Ainsi des structures des communautés 

bactériennes différentes ont montré des capacités de dégradation similaires. Ceci nous amène à 

se questionner sur l’identité des acteurs de la dégradation : communautés procaryotes 

majoritaires, rôle des communautés minoritaires, communautés spécifiques ou communes aux 

différentes communautés étudiées ?

Ceci met également en évidence la capacité d’acclimatation rapide aux conditions 

changeantes de ces communautés bactériennes avec la présence de micro-organismes adaptés 

et/ou en mesure de répondre aux conditions environnementales dynamiques, par des capacités 

d’anaéro/aéro tolérances ou de versatilités métaboliques. De plus, la stabilité de la structure des 

communautés de MSR métaboliquement actifs vient appuyer ces observations mettant en 

évidence des populations de MSR métaboliquement actifs abondants au sein des différentes 

communautés soumises à différents régimes d’oxygénation. Les populations de MSR des 

différentes communautés étudiées montrent une composition similaire sous les différentes 

conditions d’incubations. Ces populations sont dominées par les familles Desulfobacteraceae et 

Desulfobulbaceae, familles dominantes en sédiments côtiers (Colin et al., 2013), au sein 

desquelles des micro-organismes dégradant les hydrocarbures ont pu être identifiés dans la 

littérature (Vandercasteele, 2005 ; Cravo-Laureau et al., 2007 ; Savage et al., 2010; Widdel et 

al., 2010 ; Kleindienst et al., 2014). Différentes hypothèses peuvent être émises afin d’expliquer 

la stabilité de la structures de cette population active : la présence de micro-niches anoxiques, la 

tolérance de certains micro-organismes à l’O2 (possession d’enzymes de détoxication), voir la 

respiration de l’O2, des souches ayant été décrites dans la littérature (Dilling and Cypionka, 1990).
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Ces observations suggèrent des profils écologiques en réponses aux conditions oscillantes 

de l’environnement pouvant être répandus dans différents environnements marins côtiers, mis en

évidence par l’identification de relations de présence simultanée ou d’exclusion de populations, 

liées aux conditions d’oscillations redox de leur environnement. En effet, des profils de co-

occurrence au sein des bactéries sulfato-réductrices et des bactéries dénitrifiantes ont été mis en 

évidence, avec exclusion de l’un de ces groupes par l’autre du fait de spécificités métaboliques 

propres à chacun des groupes. 

Enfin, la mise en évidence de différentes populations présentes dans les différentes 

conditions d’oxygénation et de potentiel redox suggère une versatilité physiologique développée 

chez les micro-organismes présents dans ces environnements, suggérant un moyen adaptatif pour 

l’utilisation optimale des ressources énergétiques disponibles.

Le séquençage haut-débit des gènes et des transcrits de l’ARNr 16S archées a également 

été réalisé. Les données, actuellement en cours d’analyse devraient venir compléter les données 

obtenues pour les communautés bactériennes. En ciblant d’autres groupes fonctionnels, en plus 

des micro-organismes sulfato-réducteurs, tels que les micro-organismes dénitrifiants et les 

méthanogènes, il serait possible d’avoir une image plus globale et plus fine de l’assemblage des 

communautés microbiennes procaryotes. La poursuite d’analyses de co-occurrence en combinant 

les données taxonomiques pourraient permettre de caractériser les réseaux microbiens et les 

interactions microbiennes jouant un rôle dans le fonctionnement de ces écosystèmes. 

L’identification d’une « core » communauté et des interactions gouvernant l’assemblage des 

populations la constituant, fournirait des informations cruciales sur l’organisation des 

communautés dégradantes des systèmes côtiers pollués soumis à des conditions oscillantes 

anoxie/oxie. 

Des approches de méta-génomique et méta-transcriptomique comparative des trois 

communautés, combinées aux données taxonomiques déjà obtenues, permettraient de  mettre en 

évidence les réseaux microbiens mis en place lors d’une contamination pétrolière dans les 

environnements soumis aux fluctuations d’oxygénation. A partir de ces méta-génomes et 

métatranscriptomes, les principaux métabolismes de la « core » communauté hydrocarbonoclaste 

permettant de se maintenir dans des régimes d’oxygénation oscillants pourraient être identifiés, 

afin de caractériser les interactions fonctionnelles, l’organisation des fonctions métaboliques 

entre les taxons constituant la communauté microbienne.
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Le couplage des différentes données récoltées pour la caractérisation de la dynamique du 

réseau microbien des différentes communautés soumises à des conditions oscillantes anoxie/oxie 

constitue une étape préliminaire vers la modélisation des mécanismes microbiens lors de 

fluctuations redox dans les sédiments pollués. Cette capacité à comprendre puis prédire 

l’organisation, la dynamique et le fonctionnement du réseau microbien de sédiments marins 

pollués aux hydrocarbures constitue un pas à plus long terme vers l’élaboration de moyens pour 

la gestion des activités microbiennes lors des marées noires.
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Abstract The present study aimed to examine whether the
physical reworking of sediments by harrowing would be suit-
able for favouring the hydrocarbon degradation in coastal ma-
rine sediments. Mudflat sediments were maintained in
mesocosms under conditions as closer as possible to those
prevailing in natural environments with tidal cycles. Sedi-
ments were contaminated with Ural blend crude oil, and in
half of them, harrowing treatment was applied in order to
mimic physical reworking of surface sediments. Hydrocarbon
distribution within the sediment and its removal was followed
during 286 days. The harrowing treatment allowed hydrocar-
bon compounds to penetrate the first 6 cm of the sediments,
and biodegradation indexes (such as n-C18/phytane) indicated
that biodegradation started 90 days before that observed in

untreated control mesocosms. However, the harrowing treat-
ment had a severe impact on benthic organisms reducing dras-
tically the macrofaunal abundance and diversity. In the
harrowing-treated mesocosms, the bacterial abundance, deter-
mined by 16S rRNA gene Q-PCR, was slightly increased; and
terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP)
analyses of 16S rRNA genes showed distinct and specific
bacterial community structure. Co-occurrence network and
canonical correspondence analyses (CCA) based on T-RFLP
data indicated the main correlations between bacterial opera-
tional taxonomic units (OTUs) as well as the associations
between OTUs and hydrocarbon compound contents further
supported by clustered correlation (ClusCor) analysis. The
analyses highlighted the OTUs constituting the network struc-
tural bases involved in hydrocarbon degradation. Negative
correlations indicated the possible shifts in bacterial commu-
nities that occurred during the ecological succession.

Keywords Bacteria . Bioremediation . Oil pollution .

Harrowing .Mesocosms . T-RFLP . Co-occurrence network .

Community structure

Introduction

Oil spills are spectacular accidents threatening marine ecosys-
tems as evidenced by the recent Deepwater Horizon (Gulf
Mexico, 2010) disaster with approximately 700 Ktons of
crude oil released. But, since theDeepwater Horizon catastro-
phe, the Cedre (Centre de documentation, de recherche et
d'expérimentations sur les pollutions accidentelles des eaux;
http://www.cedre.fr/), French institution in charge of the
response to accidental water pollution, has recorded 22 less
publicised marine accidents over the world. Oil spills are
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estimated to release more than 1.3 million tons of
hydrocarbons per year in the sea, revealing the extent of the
threat. Appropriate responses, which effectiveness is
depending on the pollutant type (crude oil, heavy fuel oil,
diesel…) , must be implemented according to the
environment (sea, beaches, mudflats…) in order to mitigate
the ecological impact. Most cleaning methods are well
adapted to sandy and rocky beaches, but they are very
difficult to transpose for cleaning complex ecosystems
characterised by fine, sandy-muddy sediments such as mud-
flats and estuarine areas, which are highly productive areas. In
such areas, physical removal is impossible and oil spills are
thus difficult to control (Duran and Goňi-Urriza 2010). Bio-
logical treatments attempting to manage microorganisms,
main actors in hydrocarbon biodegradation (McGenity 2014;
Timmis et al. 2010), have been developed and appears to be
friendly adapted methods for such areas. Bio-stimulation and
bio-augmentation strategies aim to enhance the microbial ac-
tivities by adding nutrients and hydrocarbon-degrading micro-
organism, respectively (Goni-Urriza et al. 2013). Alternative
bioremediation approaches should take into account the char-
acteristic conditions constraining the ecosystem functioning
and thus use them as advantages, particularly the oxic/
anoxic oscillations due to tide and sediment reworking by
burrowing organisms (Cravo-Laureau and Duran 2014). The
bioturbation affects the sediment matrix and the inhabiting
microbial communities both via burrow construction modify-
ing the physical structure of sediments and via ventilation
modifying the chemical parameters, oxygen supply and nutri-
ents availability (Adamek and Marsalek 2013; Kristensen
et al. 2012). We recently demonstrated that applying anoxic/
oxic oscillations to oiled sediments resulted in the acceleration
of hydrocarbon degradation when restoring oxic conditions
after an anoxic period (Vitte et al. 2013; Vitte et al. 2011).
Similarly, increasing the bioturbation activity by the addition
of burrowing organisms such as Hediste diversicolor did not
affect the hydrocarbon degradation (Stauffert et al. 2013)
modifying the bacteria and archaea communities’ structures
(Cravo-Laureau and Duran 2014; Stauffert et al. 2014), sug-
gesting functional redundancy in hydrocarbon degradation.
We hypothesised that physical sediments reworking such as
harrowing will affect the microbial community structure in
oil-contaminated sediments, which would be a strategy to
manage microbial communities’ structures and activities for,
at the applied point of view, increasing hydrocarbon degrada-
tion in contaminated areas. At the academic point of view, the
controlled modification of microbial communities’ structures
is an opportunity to gain information to decipher the rules of
microbial assemblages in oil-contaminated sediments (Cravo-
Laureau and Duran 2014; Morales and Holben 2011).

In the present study, mudflat sediments maintained under
tidal cycles in order to ensure conditions close to those pre-
vailing in the natural environment, were contaminated by

crude oil and subjected or not to a harrowing treatment. The
effects of this physical treatment on hydrocarbon degradation
and on microbial communities’ structure were compared to
those observed in oiled sediments without harrowing treat-
ment, used as control.

Materials and methods

Sampling and experimental setup

Field site and experimental devices have been previously de-
scribed (Stauffert et al. 2013). Muddy-sand sediments were
collected at the tidal basin Aber-Benoît (Treglonou, Brittany
(France), 48° 33′ 12.40″ N; 4° 32′ 8.69″W). In order to main-
tain the sediment structure, sediments were collected carefully
with a core collector and then transferred over geotextile
membrane on mesocosm-boxes (65 cm×50 cm×41 cm; ap-
proximately 30 L of sediment). Six mesocosm-boxes were set
up at room temperature and connected with a device supply-
ing natural sand-filtered and UV-treated seawater from the
Oceanopolis aquarium (Brest, France). Tidal cycles (rise/fall
12 h—6 h high tide and 6 h low tide) were simulated using a
water level control consisting of an up and down drainage
system. Seawater was renewed at each tidal cycle (20 L of
water per box). At high tide, the water level was maintained
at about 5 cm above the sediment surface using a faucet
ballcock. In order to determine the effect of harrowing treat-
ment on oiled sediments, two conditions were applied in trip-
licate (N=6) as follows: (i) control condition (C) correspond-
ing to oil-contaminated sediments and (ii) harrowing treat-
ment (H) corresponding to oil-contaminated sediments in
which harrowing by a rake was performed twice a week. In
order to ensure a uniform contamination of sediments, the
upper 2-cm layer of each mesocosm was sampled, pooled,
mixed with crude oil (final concentration 24±4 mg/g of wet
sediment) and homogenised. This mixture was spread over the
sediment surface (2-cm layer). The oil used for the experimen-
tation was the Russian export blend crude oil (REBCO), an
Ural type crude oil, distilled at 110 °C to eliminate the more
volatile hydrocarbon compounds. This oil contained approxi-
mately 60 % of saturated hydrocarbons (including 6.2 % al-
kanes and 53.7 % unresolved complex mixture), 25 % of
aromatic compounds (including 0.8 % polyaromatic hydro-
carbons (PAHs) and 24 % unresolved complex mixture),
10 % of resins and 5 % of asphaltenes. The major metals are
nickel (50 mg/kg) and vanadium (100 mg/kg). The tidal cycle
was initiated 2 h after reloading sediments.

Sediment subsamples were collected after 63, 151 and
286 days of incubation for chemical and molecular analyses.
Four core samples (0–10 cm; falcon tube, 10 mL) were col-
lected from each mesocosm: one for chemical analyses (trip-
licate conditions), and three for molecular analyses (sampling
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replicates×triplicate conditions: nine replicates per condition
at each sampling time). The subsamples were collected 10min
after reaching the low tide. The sampling hole was loadedwith
a plastic tube in order to maintain the sediment’s structure.
Samples were immediately frozen in liquid nitrogen after sam-
pling and stored at −80 °C until analyses. The effect of the
harrowing on sediment reworking was estimated by using
fluorescent particulate tracers (luminophores) as previously
described (Stauffert et al. 2013). A suspension of 100 g of
orange luminophores (63–125 mm) was homogeneously
spread over the sediment surface of each mesocosm 1 h after
reloading the sediments surface. At the end of the experiment,
two cores samples were collected (PVC corers; diameter
10 cm, length 20 cm) and sliced into 1-cm-thick sediment
layers for the analysis of the macrobenthic community densi-
ties and reworking activity (bioturbation).

Macrobenthic communities’ densities and bioturbation

Each 1-cm-thick layer obtained from each corer sampled at
the end of the experiment was fixed with 4 % formaldehyde.
The sediments were first sieved with a 500-μm mesh in order
to retain macroorganisms and then with a 44-μm mesh to
collect the sediment fraction containing the luminophores par-
ticles. Each sediment layer retained on the 500-μm mesh was
preserved in 70 % alcohol. The macroorganisms were identi-
fied to the major taxonomic level possible and counted using a
stereomicroscope at magnification ×40 (Duport et al. 2007).
Each sediment layer retained on the 44-μm mesh was freeze-
dried, gently crushed to powder, homogenised and
luminophores were counted using a microplate reader
(Biotek Synergy Mx; Majdi et al. 2014) at λex/λem 450/
585 nm. This resulted in a particulate tracer distribution profile
over depth, for each sediment core. The sediment reworking
(i.e. production of a biodiffusion-like coefficient Db describ-
ing particle transport in the whole sedimentary column) was
quantified as previously described (Stauffert et al. 2013).

Chemical analyses

Prior to analyses, each sediment core was divided into two
layers (0–6 and 6–10 cm). Each layer was then split for the
determination of moisture content (50 °C for 24 h), and for
chemical analyses (total petroleum hydrocarbon, TPH, con-
centrations and alkanes/aromatics distributions).

Sediment samples were extracted with 30 mL methylene
chloride at 100 °C and 2000 psi for 14 min in a Dionex ASE
350 accelerated solvent extractor. Extractions of sediment
were performed twice for each sample. The organic extracts
were dried over Na2SO4 (activated at 400 °C for 4 h) and
concentrated to approximately 2 mL using a Syncore (Büchi,
Germany). Extracts were fractionated using a solid phase ex-
traction (SPE) cartridge (silica/cyanopropyl (SiO2/C3-CN;

1.0/0.5 g, 6 mL; Interchim, France) (Alzaga et al. 2004). Sat-
urate and aromatic fractions were eluted simultaneously with
8 mL of methylene chloride/pentane (80:20, v/v) and concen-
trated to approximately 2 mL.

Extracts were injected in a gas chromatography Agilent
6890N equipped with a split/splitless injector (splitless time
1 min, flow 50 mL/min) coupled to an Agilent 5975 mass
selective detector (MSD) (electronic impact 70 eV, voltage
1200 V). The injector temperature was maintained at
300 °C. The interface temperature was 300 °C. The GC/MS
temperature gradient was from 50 °C (1 min) to 300 °C
(20 min) at 5 °C/min. The carrier gas was helium at a constant
flow of 1 mL/min. The capillary column used was an HP-5
MS 30 m×0.25 mm ID×0.25 μm film thickness.

TPH contents were analysed according to the standard NF
EN ISO 9377-2 protocol using the GCMS in Scan mode. Dif-
ferent concentrations of the oil were diluted with methylene
chloride and used to calibrate the Scan mode response and then
to quantify the TPH extracted from the sediment samples.

n-alkanes and PAHs semi-quantifications were performed
using Single Ion Monitoring (SIM) mode with the most rep-
resentative fragment (saturates) or the molecular ion (PAHs)
of each compound at a minimum of 1.4 cycles/s. n-alkane and
PAH degradation was followed with respect to 17α(H),
21β(H)-hopane (m/z=191) used as a conserved internal bio-
marker during the analysis (Prince et al. 1994).

Bacterial community analyses

The sediment cores were separated in two horizons (0–6 and 6–
10 cm). The PowerSoil DNA isolation kit (MoBio Laborato-
ries) was used for metagenomic DNA extraction following the
manufacturer’s recommendations. Briefly, sediments were cen-
trifuged at 5000g for 15 min, to remove the water phase and the
initial step of horizontal vortexing was performed for 30 min.
DNAwas eluted in 100μLwater and stored at −20 °C until use.

The primer couple 63F (5′-CAGGCCTAACACATGCAA
GTC-3′), 1387R (5′-GGGCGGWGTGTAACAAGGC-3′),
specific for bacteria (Marchesi et al. 1998), was used to am-
plify the 16S rRNA gene. The forward primer was labelled at
the 5′ end with phosphoramidite fluorochrome carboxyfluo-
rescein (FAM). The PCR conditions were as previously de-
scribed (Duran et al. 2008). Briefly: initial denaturation (95 °C
for 10 min) followed by 35 cycles of denaturation (95 °C for
45 s), annealing (58 °C for 45 s), and extension (72 °C for
60 s) and a terminal extension at 72 °C for 10 min. The reac-
tion mixture (25 μL final volume) contained 12.5 μL of
Amplitaq Gold 360 Master Mix 2x (Life Technologies),
0.2 μM of each primer and 1 μL of DNA template. PCR
products were visualised by agarose gel electrophoresis and
purified with the PCR purification kit (GE Healthcare).

The purified 16S rRNA amplified fragments were digested
by 3.5 U of AluI (Takara) at 37 °C in a final volume of 10 μL

Environ Sci Pollut Res



for 3 h. Then, digested products (1 μL) were mixed with
deionised formamide (10 μL) and 0.25 μL of internal size
standard (GS-500 Rox, Applied Biosystems). Fluorescently
labelled fragments were separated and detected with an ABI
Prism 3130XL capillary sequencer (Applied Biosystems) run
in Genetic Analyser version 3.1. Injection was performed
electrokinetically at 1.2 kV for 23 s, and the runs at 15 kV
were completed within 20 min. Terminal restriction fragment
length polymorphism (T-RFLP) profiles were analysed using
GENEMAPPER version 4.1 software (Applied Biosystems).
Only terminal fragments whose size ranged from 35 to 500 bp
and whose height was greater than 20 fluorescence units were
considered for analysis. T-RFLP profiles were aligned by
identifying and grouping homologous fragments and normal-
ised by calculating relative abundances of each terminal-
restriction fragment (T-RFs) from height fluorescence intensi-
ty, using T-REX software (Culman et al. 2009). Shannon and
Evenness indexes were calculated from T-RFLP patterns
using the MVSP software (Multi-Variate Statistical Package
3.12d, Kovach Computing Services, 1985–2001, UK).

Bacterial abundance

The bacterial abundance was assessed by the determination of
16S rRNA gene copy numbers. It was performed by real time
PCR with Sso Advanced SYBR Green Supermix using a
CFX96 Real Time System (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad
Laboratories, 170 CA, USA). The primer set GML5F-
Uni516R (Michotey et al. 2012) was used. The real time
PCR cycles consisted of a denaturation step of 5 s, a hybrid-
ization step of 20 s at 56 °C with an elongation step of 40 s.
Gene abundance in mesocosm DNA samples was determined
in relation with a calibration standard corresponding to dilu-
tion of plasmids harbouring Gammaproteobacterial SSU
rRNA gene fragment (from 9.106 to 9.103 copies). The
resulting conditions lead to a Q-PCR efficiency of 97.1 %
(R2=0.994). At the end of the PCR reaction, the specificity
of the amplification was checked from the first derivative of
their melting curves.

Statistics and multivariate analyses

Data statistical analyses were performed with STATISTICA
software, version 5.5 (StatSoft, USA). The analysis of vari-
ance (ANOVA) was performed in order to investigate the
effects of treatments on bacterial abundances and TPH con-
tent. The comparisons of the biodiffusion coefficients
(Queiros, #23) and of the macroorganisms’ densities were
performed to assess differences between the experimental
conditions by means of the non-parametric Kruskal-Wallis
one-way analysis of variance by ranks (Kruskal and
Wallis 1952).

Bacterial communities’ comparisons

In order to compare bacterial communities (T-RFLP patterns
data) according to treatment and time, two dimension non-
metric multidimensional scaling ordination (NMDS) based
on Bray–Curtis distances was performed using the function
metaMDS from the BVegan^ package in R (Oksanen et al.
2011). The significant differences between groups were tested
with an analysis of similarities (ANOSIM) performed with
Primer 6 software (Primer E, Plymouth, UK).

In order to determine the relationships between bacterial
communities (T-RFLP patterns data) and environmental pa-
rameters (hydrocarbon concentrations and bacterial abun-
dance), a canonical correspondence analysis (CCA) was car-
ried out using MVSP software (Multi-Variate Statistical Pack-
age 3.12d, Kovach Computing Services, 1985–2001, UK).
Clustered correlation (ClusCor) analysis was described previ-
ously (Weinstein et al. 1997). A programme for making clus-
tered correlation is available (http://discover.nci.nih.gov.
gate1.inist.fr).

Co-occurrence network for detecting microbial
interactions

In order to determine the bacterial co-occurrence and mutual-
exclusion relationships, a bacterial network was built by a
Cytoscape plugin CoNet 1.0b6 (Co-occurrence Network in-
ference; http://psbweb05.psb.ugent.be/conet/; Faust et al.
2012). The input matrix consisted of T-RFLP data from all
the samples (triplicates of both treatments and horizons). The
analysis was performed with two correlation methods (Spear-
man and Pearson), edge scores for the randomization with
1000 bootstraps iterations. The resulting networks were
merged applying Fichers’Z P value threshold 0.05 and
Bonferroni multiple-test corrections. The co-occurrence bac-
terial network was visualised with Cytoscape (Smoot et al.
2011).

Results and discussion

Harrowing effect on macrobenthic communities’ densities
and bioturbation

Because the volume of sediments required for the analyses is
rather large (about 1.2 L per core), the structure and the den-
sities of macroorganisms as well as the luminophores distri-
bution with depth were only determined at the end of the
experiment (286 days). Although there is no significant statis-
tical difference (chi-square=2.4; p=0.1213), the harrowing
treatment had a negative effect on the macrofauna community,
by decreasing both the number of individuals and the species
richness in comparison to controls (Table 1). This could be
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explained by the direct killing of individuals and by the de-
struction of the macrofaunal habitats due to the mechanical
effect of harrowing. This is further supported by the absence
in the harrowed sediments of Hydrobia ulvae (Gastropoda)
and Cirratulus cirratus (Polychaeta) individuals, which sedi-
ment reworking and mobility traits correspond to surficial
modifiers with limited movements’ capacities (Queiros et al.
2013). These species are therefore most likely sensitive to
perturbations of the sediment surface. By contrast, no signif-
icant difference (chi-square=0.02; p=0.8845) in the sediment
mixing intensity between control (4.53±1.4 cm2 y−1; mean±
SD, n=3; Table 1) and harrowed treatments (4.13±
0.93 cm2 y−1; mean±SD, n=3; Table 1) was observable.
The luminophore distribution, however, indicated that the
harrowing treatment resulted in the greater homogenization
of the first 4 cm of the surface sediments in comparison to
controls (Fig. 1).

Harrowing effect on hydrocarbon degradation

The mechanical mixing of the surface sediments induced the
hydrocarbon compounds to be introduced deeper in the sedi-
ments in comparison to the untreated control (ANOVA p=
0.05) as shown by the distribution of total petroleum hydro-
carbon (TPH) (Fig. 1). But more than 70 % of TPH were
retained within the first 6 cm depth all along the experiment
although the TPH proportion increased with time on the

deeper horizon (6–10 cm, Fig. 1a). We thus considered the
horizons 0–6 and 6–10 cm for further study.

The hopane units, normalisation using the 17α(H),21β(H)-
hopane as internal standard (Prince et al. 1994), which serve as
proxy to estimate petroleum biodegradation in the environ-
ment was used to follow the hydrocarbon degradation
(Fig. 2a). At the end of the experimentation (286 days), the
hydrocarbon (n-alkanes and PAHs) biodegradation reached
80 % in both harrowing and control conditions (Fig. 2a). Ob-
viously, the degradation started faster in the harrowing condi-
tion with 50 % hydrocarbon degradation at 63 days whilst at
the same incubation time the degradation was 23 % in the
control without harrowing (Fig. 2a; ANOVA p=0.05). Simi-
larly, the decrease of the n-C18/phytane ratio (Fig. 2b) indicat-
ed a faster biodegradation in the harrowing condition than in
the control but the highest difference was observed at day 151
(ANOVA p=0.05). Interestingly, at 63 days, the biodegrada-
tion of PAHs was similar to that of n-alkanes (65 %) in the
harrowing condition whilst it was estimated to 49 % for n-
alkanes and 37 % for PAHs in the control condition (data not
shown). However, at day 286, the biodegradation of n-alkanes
reaching 91 % was higher than that of PAHs estimated at

Table 1 Species composition, mean densities of macrobenthic
organisms (ind.m−2) and biodiffusion coefficients (Db, cm2 y−1)
observed in the cores (n=2 or 3) sampled at the end of the experiment
(286 days) in the (C) control (oil-contaminated sediments) and in the (H)
harrowing (harrowed oil-contaminated sediments) treatments

Treatments C H

Core 1 Core 2 Core 3 Core 1 Core 2

Species

Hydrobia ulvae 11 6 11 0 0

Streblospio shrubsolii 0 0 3 0 0

Cirratulus cirratus 2 0 2 0 0

Oligochaeta sp1 51 45 22 24 14

Oligochaeta sp2 0 0 1 0 0

Oligochaeta sp3 18 30 1 26 13

Hediste diversicolor 10 14 2 2 7

Cirratulus sp. 1 0 0 0 0

Terebellidae ind. 0 0 0 1 0

Spionidae sp. 1 0 1 0 0

Heteromastus filiformis 1 0 1 0 0

Total (ind.core−1) 92 95 45 53 34

Mean density (ind.m−2) 11,384.30 6403.60

Db (cm2 y−1) 4.53±1.4 4.13±0.93
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Fig. 1 Effect of the harrowing treatment (a) compared to the control (b)
on sediment reworking (luminophore distribution) and total petroleum
distribution (TPH). Luminophore distribution was determined at the end
of the experiment (286 days). TPH distribution was determined at 63 days
(black), 151 days (white) and 286 days (grey). Error bars indicate the
standard error (n=3). Asterisk show significant differences between
treatments (ANOVA p=0.05)
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68 %. This observation indicated that harrowing, by
homogenising the surface of sediments, facilitated the hydro-
carbon biodegradation probably enabling the sediments’ oxy-
genation and thus the oxygen attack ofmolecules, the first step
of the aerobic hydrocarbon catabolism. We previously dem-
onstrated in a bioreactor study that oxygenation was a critical
step in hydrocarbon biodegradation (Vitte et al. 2013; Vitte
et al. 2011), which is consistent with the aerobic biodegrada-
tion pathways so far described (Cerniglia 1992; McGenity
2014; Timmis et al. 2010). However, the harrowing treatment
not only had a negative effect on the macrofauna, by decreas-
ing the number of individuals from 77.3±28.0 to 43.5±
13.4 ind.core−1 in control and harrowed sediments, respec-
tively, but also by reducing the species richness from 10
(control) to 4 (harrowing) at the end of experiment. This was
probably due to the mechanical effect of harrowing by direct
killing of individuals and by the destruction of the macrofau-
nal habitats.

Harrowing effect on bacterial community structure
in oiled sediments

In order to determine the effect of the harrowing treatment on
oil-degrading bacterial communities, microbiological analy-
ses were performed at the latest stages of incubation (151

and 286 days) when the biodegradation of n-alkanes+PAHs
was over 55 % in all conditions (Fig. 2a) but at distinct levels
according to n-C18/phytane ratio as for the 151 days (Fig. 2b;
ANOVA p=0.05) allowing the comparison of contrasted sit-
uations. First, the bacterial abundances were determined by
estimating the 16S rRNA gene copy numbers by Q-PCR. At
the beginning of the experiment, the bacterial abundance was
estimated to 6.5.1010±5.109 16S rRNA gene copies per gram
of sediment for the 0–6 cm horizon. At 151 days, the bacterial
abundance was found below 4.1010 16S rRNA gene copies
per gram of sediment for each condition (0–6 cm horizon;
Fig. 3) showing the effect of crude oil on bacterial growth.
The bacterial abundance remained stable for the control con-
dition whilst it reached the initial level for the harrowing con-
dition at the end of the experiment (286 days; Fig. 3a). This
observation suggested that the harrowing favoured bacterial
growth probably by increasing the oxygenation in the 0–6 cm
horizon of the sediment. The effect of physical perturbation in
marine sediments has been previously discussed
(Widdicombe and Austen 2001), and the increase of diffusive
oxygen uptake rate after harrowing demonstrated (Soltwedel
et al. 2008). It is important to notice that in the 6–10-cm
horizon, the bacterial abundance remained stable around
4.1010 16S rRNA gene copies per gram of sediment until the
end of experiment in the control condition (Fig. 3b) whereas it
was found lower in the harrowing condition increasing slight-
ly at 286 days (Fig. 3a). These observations indicated that
harrowing influenced the bacterial communities not only at
the surface (0–6 cm) of sediments but also at lower depth
(6–10 cm horizon), disturbing probably bacterial populations
living in anaerobic zones by introducing both hydrocarbon

a

b

Fig. 2 Biodegradation of hydrocarbon compounds indicated by hopane
(a) and phytane (b) biomarkers during the incubation under harrowing
(dashed line) and control (full line) conditions on the 0–6 cm horizon. The
hydrocarbon content was determined at 63, 151 and 286 days. The Error
bars indicate standard deviation (n=3). Asterisk show significant
differences between treatments (ANOVA p=0.05)

a

b

Fig. 3 Bacterial abundances in harrowed (a) and control (b) sediments.
Error bars indicate the standard error (n=3). Symbols refer to
homogenous groups according to ANOVA test
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compounds and oxygen in deeper horizons whilst modifying
the sediment structure as previously shown (Widdicombe and
Austen 2001).

The bacterial community structures were then determined
by T-RFLP based on 16S rRNA genes analysis. The T-RFLP
patterns showed an average of 26.5±1.7 T-RFs (terminal re-
striction fragments; or operational taxonomic units (OTUs)).
The Shannon and Evenness were almost similar (no signifi-
cant differences) in all conditions with average 2.94±0.2 and
0.7±0.1 respectively.

The bacterial communities’ structures from the different
treatments were compared by NMDS. At 151 days, the bac-
terial communities’ structures were similar except those from
the first 0–6-cm horizon in the harrowing treatment that
grouped apart (Fig. 4a; R=0.1, p=0.12) showing the effect
of the harrowing treatment whereas the bacterial communi-
ties’ structures were found different at 286 days (Fig. 4b; R=
0.65, p=0.002) indicating that each treatment and each hori-
zon was characterised by a specific bacterial community.
Thus, considering the 0–6 cm horizon where biodegradation
occurred, this observation suggested that the bacterial commu-
nities of the harrowing treatment at 286 days were distinct to
those from the control treatment although the biodegradation
rates were found similar. We have reported comparable obser-
vation with sediments in which bioturbation reworking was
enhanced by the addition of H. diversicolor (Cravo-Laureau
and Duran 2014; Stauffert et al. 2013). Such observation also
indicated that the mechanical reworking by harrowing im-
posed a selection above the presence of oil, resulting in a
distinct bacterial community structure. It is thus likely that
the harrowing was a stronger driver for the bacterial commu-
nity than oil, because the effect of oil was hidden by the
harrowing effect. In response to environmental perturbations,

the bacterial communities may be resistant, resilient or func-
tionally redundant (Allison and Martiny 2008; Yachi and
Loreau 1999). The results reported here could be explained
either by the fact that the specific degraders group was not
affected or by functional redundancy in hydrocarbon degrada-
tion. The manipulation of bacterial community structure and
composition, for instance by harrowing as reported here, will
provide the opportunity to decipher the mechanisms underly-
ing functional redundancy by combining in depth characteri-
sation of bacterial composition, by high throughput sequenc-
ing, with the analysis of appropriate genes involved in hydro-
carbon degradation.

The observed changes in the bacterial T-RFLP fingerprints
in the harrowed mesocosms may be also explained in part by
an indirect effect as harrowing modified the structure of the
macrobenthic community and the density of macroorganisms
(Table 1). Indeed, previous studies demonstrated that the
absence/presence of specific macroorganisms like polychaetes
may influence the bacterial communities’ structure not only in
uncontaminated sediments (Pischedda et al. 2011) but also in
oil-contaminated sediments (Cuny et al. 2007; Stauffert et al.
2013). Differences in mechanical and biological mixing in the
sediments may have also induced different environmental
conditions for bacterial communities.

Additionally, NMDS analyses showed a clear temporal
shift of bacterial community structure between 151 and
286 days in control treatment (Fig. 4c; R=0.44, p=0.003)
and harrowing treatment (Fig. 4d; R=0.47, p=0.004), which
resulted to the separation of the bacterial communities of the
surface (0–6 cm) from those of the deeper horizon (6–10 cm)
without affecting the bacterial abundance (Fig. 3b). This ob-
servation is in accordance with ecological succession theory
that hypothesises a succession of microorganisms following

Fig. 4 Comparison of bacterial
community structures by
non-metric multidimensional
scaling (NMDS) analyses based
on T-RFLP 16S rRNA gene
patterns. a and b effect of
treatment: comparisons of
bacterial community structures at
151 (a) and 286 (b) days from
harrowing treatment (H, red) and
control (C, blue) for the horizons
0–6 cm (dashed lines) and
6–10 cm (full lines). c and d
temporal shifts: bacterial
community structure shifts
between 151 (blue) and
286(orange)days in sediments
from control (c) and harrowing
(d) treatments. Analyses were
performed in triplicates, which are
linked by lines
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the succession of metabolites during the degradation (Head
et al. 2006). Such modifications have been observed in sedi-
ments from different habitats including highly saline
(Bordenave et al. 2004a; Bordenave et al. 2004b) and marine
(Chronopoulou et al. 2013; Coulon et al. 2012) ecosystems
contaminated by crude oil. However, it is important to notice
that the bacterial community structures of the sediments sur-
face (0–6 cm) at 286 days were still slightly related to those at

151 days in the harrowing-treated mesocosms (Fig. 4d), en-
dorsing that the harrowing was strongly affecting the bacterial
communities.

Bacterial assemblage in oiled sediments

In order to determine the bacterial populations (OTUs) asso-
ciated with the degradation capacities, we performed

Fig. 5 Canonical correspondence analysis (CCA) correlating bacterial
populations (triangles, T-RFLP OTUs) and communities (blue circles,
T-RFLP patterns) with the hydrocarbon content (Alk and Aro, see below),
biodegradation indexes (C17/prist andC18/phyt) and bacterial abundance
(Bac Abun). The analysis is based on mean of triplicate samples for T-
RFLP profiles, bacterial abundance and hydrocarbon contents. The spe-
cific OTUs (T-RFs from T-RFLP profiles) are indicated in green and the
common OTUs in red. Blue circles show the bacterial communities in
harrowed (H) and control (C) sediments at 151 (151d) and 286(286d)

days for the horizon 0–6 cm (0–6). Hydrocarbon content: AlkT total
alkane compounds, AlkL light molecular weight alkanes (<20 C atoms),
AlkH high molecular weight alkanes (>20 C atoms), AroT total
polyaromatic hydrocarbons (PAHs), AroL light molecular weight PAHs
(<3 benzene rings), AroH high molecular weight PAHs (>3 benzene
rings), Alk+Aro total of alkanes and PAHs compounds. Biodegradation
indexes correspond to the ratio of n-C17 alkane/pristane (C17/prist) and
n-C18 alkane/phytane (C18/phyt). The bacterial abundance (Bac Abun)
corresponds to 16S rRNA gene copy numbers assessed by Q-PCR

Fig. 6 Co-occurrence bacterial
network showing the
relationships between the OTUs.
The network was inferred from T-
RFLP patterns applying Pearson
(straight lines) and Spearman
(curved lines) correlations with
1000 bootstrap iterations,
Fichers’Z P value threshold 0.05
and Bonferroni multiple-test
corrections. The positive
correlations are indicated by
green lines and mutual exclusions
by red dashed lines. Node circles
correspond to OTUs, the size is
proportional to the relative
abundances considering all T-
RFLP profiles. Numbers at the
edge correspond to correlation
weight
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canonical correspondence analyses (CCA) correlating T-
RFLP patterns with the hydrocarbon content, degradation in-
dexes and bacterial abundance. The objective being to observe
the correlations between OTUs and hydrocarbons, the CCA
was performed with the samples in which biodegradation oc-
curred, i.e. the 0–6 cm horizon of both treatments (Fig. 5). The
CCA, explaining 94 % of the data distribution, showed that
hydrocarbon content and bacterial abundances were in oppo-
site directions along the axis 1 (70 % of the distribution),
indicating that the presence of hydrocarbons probably limited
the bacterial growth. Another explanation could be that more
degradation occurred where bacteria was more abundant.
Three OTUs (124, 218 and 231) were associated with high
hydrocarbon content; they determine the specificity of the
control bacterial community (C 151d 0–6) at 151 days when
the biodegradation was low in the control mesocosms (Fig. 2),
as indicated by the correlation with the n-C17/pristane ratio in
the CCA. These three OTUsmay be tolerant to the presence of
crude oil but their role in the biodegradation must be limited.
In contrast, two OTUs (201 and 242) were associated with
high bacterial abundance, explaining the difference of the
harrowing-treated communities at 286 days (H 286d 0–6). It
is likely that these two OTUs became predominant once the
negative effect of hydrocarbon was attenuated; they probably
play a minor role in hydrocarbon degradation. These observa-
tions are in accordance with previous studies demonstrating
that some populations in hydrocarbon-degrading consortia
play an auxiliary role in the bacterial community such as
utilising metabolites (Dastgheib et al. 2012; Hii et al. 2009),
increasing the bioavailability of the molecules (Kanaly et al.
2002), surfactant production (Ranchou-Peyruse et al. 2004)
and syntrophic interactions (Hirschler-Réa et al. 2012;
Kleinsteuber et al. 2008).

In the CCA, most OTUs were grouped in the centre (red in
Fig. 5), suggesting that they play a pivotal role in the bacterial
community organisation. In order to test the hypothesis that
the central OTUs in the CCA constitute the framework of the
bacterial assemblage in oiled sediments, we conducted a co-
occurrence network analysis. Because the objective was to
determine the correlations between OTUs in oiled sediments,
all the data set (both treatments and horizons) was included in
the analysis in order to exclude the relationships that may
occur in non-degrading conditions. Interestingly, the co-
occurrence network analysis confirmed that most of these
OTUs had a pivotal role in the microbial assemblage
(Fig. 6), revealing three sub-networks.

The first sub-network formed by the most abundant OTUs
(194, 166) shows mutual exclusion with no positive relation
with other OTUs. It is likely that these OTUs, although dom-
inant, did not play a crucial role in the bacterial community as
indicated by the CCA (Fig. 5). The second sub-network was
formed by four couples (183/256, 193/199, 218/202 and 201/
242) with strong positive correlations (Pearson >0.7; p value<

0.05). These couples excluded each other, suggesting ecolog-
ical succession since negative associations are considered as
structural shifts (Faust et al. 2012). Among them, it is impor-
tant to notice that the couple formed by OTUs 201 and 242
were found in the harrowing treatment at 286 days as
highlighted in the CCA (Fig. 5). Furthermore, these couples
showed different correlation with hydrocarbon compounds as
revealed by the clustered correlation (ClusCor) analysis
(Fig. 7), suggesting different degradation capacities and thus
supporting the ecological succession. The couples 183/256
and 201/242 showed no or weak correlation (−0.17<Pear-
son>0.2) and even exclusion (Pearson<−0.3) with hydrocar-
bon compounds, respectively. In contrast, the couple 193/199

Fig. 7 Clustered correlation (ClusCor) between T-RFLP OTUs and
chemical data. Colour legend shows Pearson correlation, red indicating
high positive correlation and blue high negative correlation (exclusion).
Clustering was performed applying Pearson correlation and complete
linkage as cluster method. Abbreviations of the environmental parameters
are those indicated in Fig. 5.Diamonds indicate OTUs of the sub-network
1, coloured circles the different OTUs couples of the sub-network 2 and
triangles the OTUs of the sub-network 3
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showed correlation with all hydrocarbons (Pearson>0.47)
whereas the couple 218/202 was strongly correlated to high
molecular weight (MW) alkanes (Pearson>0.7) and low MW
aromatic compounds (0.47<Pearson>0.58; Fig. 7).

The co-occurrence network analysis did not found correla-
tions for OTUs 124 and 231, which were associated to the
hydrocarbon content in the CCA and the ClusCor analysis
(Figs. 5 and 7). This observation confirms their limited role
in the bacterial assemblage. It is likely that these OTUs were
present transiently in the mesocosms. The third sub-network
showed the central role of four OTUs (134, 164, 190 and 212)
ensuring most associations, supported by positive Pearson
correlations (>0.7; p value<0.05), constituting thus the net-
work structural bases. The ClusCor analysis showed that the
OTUs 212 and 134 were correlated with all types of hydro-
carbon compounds whilst OTUs 164 and 190 were correlated
with high MW alkanes and excluded low MW aromatics
(Fig. 7). Noteworthy, the OTU 36 was associated with the
OTU 205 but showed mutual exclusion with OTUs 134 and
212, major OTUs in the frame of the network, the OTUs 36
and 205 showing mutual exclusion with hydrocarbon com-
pounds (Fig. 7). This observation is in accordance with the
NMDS and CCA analyses (Figs. 4 and 5), suggesting that this
negative association may correspond to a structural shift due
to the effect of petroleum. The bacterial community modifica-
tion has been demonstrated in many cases after petroleum
contamination and resulting in ecological succession
(Bordenave et al. 2004a; Bordenave et al. 2007; Head et al.
2006; Païssé et al. 2008). Similar modifications have been also
reported for other perturbations such as biotic reworking ac-
tivity by polychaetes (Christensen et al. 2002; Gilbert et al.
1996; Grossi et al. 2002; Stauffert et al. 2013), crustaceans
(Bertics and Ziebis 2009), meiofauna (Louati et al. 2013)
and natural perturbations (Paerl et al. 2002). Although the
network was constructed with low-resolution fingerprinting
method comparing to high throughput sequencing methods,
it demonstrates the complex interactions between bacteria that
constitute bacterial communities. Further studies are required
to decipher the bacterial interactions and their role in hydro-
carbon degradation. The in-depth characterisation of microbi-
al communities by high throughput sequencing technology is
a promising approach (Cravo-Laureau and Duran 2014) to
describe microbial assemblage that may provide useful infor-
mation to manage microbial degradation capacities.

Conclusion

The control of bacterial assemblages and activities is the major
challenge for the implementation of biological processes for
mitigating the effect of pollutants. Several approaches includ-
ing bio-stimulation and bio-augmentation have been devel-
oped to favour and enhance bacterial activities involved in

biodegradation (Goni-Urriza et al. 2013). In this study, we
demonstrated that the mechanical sediment reworking by
harrowing favoured the initiation of bacterial hydrocarbon
degradation activities. However, the intensive harrowing treat-
ment performed in this study, applied twice a week, had a
damaging effect on the macrofauna that may be deleterious
for the whole ecosystem functioning. The usefulness of such
harrowing treatment should thus be carefully examined before
to envisage applying it for bioremediation processes. But
overall, the harrowing treatment resulted in a distinct bacterial
assemblage than that observed in the control. At the academic
point of view, studying the modification of bacterial commu-
nities is a useful way to understand the assemblage rules driv-
ing bacterial communities’ organisation; harrowing is an easy
way to manipulate bacterial communities.
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Résumé  
 

Les écosystèmes côtiers sont des milieux complexes au sein desquels les communautés 
microbiennes, jouant un rôle majeur dans leur fonctionnement et leur maintien, s’adaptent et sont 
tolérantes à des conditions environnementales fluctuantes. En effet, au rythme des marées et de 
l'activité de la macrofaune, des oscillations oxie/anoxie influencent la composition et la 
dynamique des communautés microbiennes et par conséquent leur implication métabolique. 

Afin d’appréhender le devenir du pétrole dans ces écosystèmes, il est donc indispensable 
d’apporter des connaissances sur l’écologie des microorganismes intervenant dans son 
élimination, notamment dans des conditions oscillantes anoxie/oxie. Ainsi, ce travail de thèse a 
eu pour objectif de décrypter l’assemblage de communautés microbiennes hydrocarbonoclastes 
de sédiments intertidaux soumises à des oscillations anoxie/oxie en présence de pétrole lors d’une 
expérience en bioréacteurs. Les réponses écologiques des communautés bactériennes globales et 
de micro-organismes sulfato-réducteurs en conditions oscillantes ont pu être décrites en 
comparaison avec celles obtenues en conditions d’oxie ou d’anoxie permanentes, par l’analyse 
des données obtenues par séquençage haut-débit des gènes de l’ARN 16S et dsrB au niveau 
transcriptionnel. Ces études comparatives ont mis en évidence des profils écologiques en réponse 
aux conditions oscillantes, pouvant être répandus dans différents environnements marins côtiers. 
En réponse à ces conditions particulières, de nombreux microorganismes semblent avoir le 
potentiel à tolérer et/ou s’adapter aux différentes conditions d'oxygénation. Cette capacité 
d’acclimatation rapide des communautés bactériennes aux  conditions oscillantes se sont 
accompagnées de capacités de dégradation équivalentes ou supérieures dans ces conditions par 
rapport à la condition d’oxie permanente  montrant l’influence des oscillations anoxie/oxie sur le 
devenir du polluant dans les environnements pollués soumis à ces conditions. 

 
Mots clés : Ecosystèmes côtiers, oscillations anoxie/oxie, communautés bactériennes, micro-organismes sulfato-
reducteurs, séquençage d’amplicons haut-débit, biodégradation des hydrocarbures. 
 
Abstract 
 

Coastal ecosystems are complex environments in which microbial communities, playing 
a major role in their functioning and maintain, are tolerant and adapt to changing environmental 
conditions. Indeed, the tides and the macrofauna’s activity generate oxic/anoxic oscillations 
which influence the composition and dynamics of microbial communities and consequently their 
metabolic involvement. 

To understand the fate of oil in these ecosystems, it is essential to provide knowledge on 
the ecology of microorganisms involved in these systems, taking into account anoxic/oxic 
oscillating conditions. Thus, this thesis aimed to decipher the organization of hydrocarbonoclastic 
microbial communities inhabiting intertidal sediments, when they are subjected to anoxic/oxic 
oscillations in an experiment in bioreactors with oil addition. Ecological responses of bacterial 
communities and sulfate-reducing microorganisms in oscillating conditions have been described 
comparing with those obtained with permanent oxic or anoxic conditions, using high-throughput 
sequencing analyses of the 16S rRNA and dsrB genes at the transcriptional level. These 
comparatives studies have highlighted ecological profiles in response to the oscillating 
conditions, which can be prevalent in different coastal marine environments. In response to these 
particular conditions, many organisms seem to have the potential to tolerate and / or adapt to the 
different conditions of oxygenation. This rapid acclimation capacity of bacterial communities to 
these changing conditions have been accompanied by equivalent or greater degradation capacity 
under these conditions compared to the permanent oxic condition, showing the influence of the 
anoxic/oxic oscillations on the fate of pollutant in environments subjected tothese conditions. 
 
Keywords: Coastal ecosystems, anoxic/oxic oscillations, bacterial communities, sulfate-reducing micro-organisms, 
amplicons high-throughput sequencing, hydrocarbons-biodegradation. 


