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GLOSSAIRE

Biodisponibilité : fraction d’'une substance ayant la possibilitétrd absorbée et d’étre

utilisée par le métabolisme d’'un organisme vivant.

Biogeéne: engendré par des étres vivants.

Bioremédiation : Elle consiste en la décontamination de miliewllygs au moyen de
techniques issues de l'activité d'organismes vaamhies techniques de bioremédiation
peuvent consister a augmenter la biodégradatiohadbiotransformation de polluant, en
inoculant des microorganismes spécifiques (bioamgatien) ou en stimulant l'activité de
populations microbiennes indigénes (biostimulatiqgpgr apport de nutriments et par
ajustement des conditions de milieu (potentiel yimxréduction, humidité). L’atténuation

naturelle en fait également partie.

Bioturbation : correspond aux déplacements de matériel paatieul(i.e. remaniement
sédimentaire) et dissous (i.e. bio-irrigation) datsa la surface des sédiments, induis par

I'activité des organismes benthiques

Consortium : en écologie microbienne, un consortium représeitisieurs espéeces ou

populations de microorganismes se développantga feoordonnée et complémentaire.

Diagénese :ensemble des processus physico-chimiques et biapinds par lesquels les
sédiments sont transformés en roche sédimentadetr&nsformations ont généralement lieu
a faible profondeur, donc dans des conditions degion et de température peu élevées. Ces
transformations engagent des processus variésnnaat la compaction, la déshydratation,
la dissolution, la cimentation. Cet ensemble detiéas conduit a la formation d'un mélange
de polyméres de structure hautement complexe app#Eiggene. Sa transformation par

catagénese aboutira a la formation de pétrole.
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Métaboliquement active (communauté bactérienne) : tout au long de ceailragst
considérée comme métaboliquement active toute ptipnlbactérienne dont les transcrits du
géne codant pour '’ARN ribosomique 16S ont pu é&tectés par RT-PCR.

Phylogénie : étude des origines évolutives d’'un groupe d'étvesants, établie sur la
comparaison de la structure moléculaire des ADN,pgumet d’établir le degré de parenté

génétique de deux lignées d’étres vivants.

Pollution : introduction dans I'environnement (air, eau, sld)substances portant atteinte a la

santé humaine et aux écosystémes.

Résilience : En écologie microbienne, la résilience d’une cmmauté microbienne est
caractérisée par le fait que celle-ci va retroweer état initial apres s’étre modifiée suite a un

changement environnemental.

Résistance: En écologie microbienne, la résistance d'une camamté microbienne est
caractérisée par le fait que celle-ci ne va pas @bodifiée suite a un changement

environnemental.

Respiration aérobie/anaérobie: La respiration correspond aux réactions catabosiqye

utilisent des composeés organiques et inorganiqoesne donneurs et accepteurs d’électrons.
Elle est dite aérobie lorsque l'accepteur finalletéon est I'oxygéne et anaérobie lorsque
I'accepteur final est une autre molécule oxydées aecepteurs finaux d’électrons peuvent
dans le cas d'une respiration anaérobie étre notarnie sulfate, le soufre, les nitrates ou

encore le CQ@

Sédiment : dépdt d’origine détritique, chimique et organigusultant de l'altération des

roches, de la précipitation de matieres dissoutemncssuspension dans I'eau.

Toxicité : propriété d’une substance qui peut empoisonn@rganisme vivant.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les bactéries jouent un rbéle fondamental dans lectionnement de tous les
écosystemes car elles sont essentielles aux puscdssdécomposition et de recyclage des
eléments. Elles créent et assurent I'équilibre ’dambsphére, la purification des eaux et
jouent également un réle déterminant dans I'attémmianaturelle de nombreux contaminants
environnementaux ce qui les rend indispensables.

La pollution de Il'environnement marin par les sances toxiques d'origine
anthropique est un des problémes majeurs auxqoelerd faire face les sociétés actuelles.
Ces pollutions, liées aux activites humaines, @mr&t un nombre considérable d’effets
négatifs sur la santé humaine, la qualité de &tide I'eau, la détérioration des écosystemes,
la biodiversité et la contamination des chainaseatitaires. Les polluants organiques tels que
les hydrocarbures pétroliers, contaminent la caodieau et les sédiments dans le monde
entier. Dans le cas d’'une marée noire, le tempsemoxgcessaire pour la réhabilitation d’'un
site est estimé a une dizaine d’années, mais penaiics écosystémes, cela peut prendre
plusieurs décennies. En terme quantitatif, le petest le polluant organique le plus important
dans les environnements marins et les environnenoétiers figurent parmi les plus touchés
par ces pollutions. Cette dégradation de la qudki® ressources des écosystemes peut avoir
des répercussions sociales, économiques et eco&ximportantes.

La biodégradation microbienne, qui représente tiea processus clé de I'atténuation
naturelle, est de plus en plus couramment envisagéene une alternative aux procédés
physico-chimiques et mécaniques pour la réhabditates sites contaminés. Ainsi, I'effet de
la pollution aux hydrocarbures sur la communautérobienne des écosystemes marins a été
I'objet de nombreuses études, principalement aecd@s inquiétudes liées aux marées noires
accidentelles telles que celles provoquées paxdixValdez en Alaska, le Prestige en
Espagne, ou encore le Deepwater Horizon dans lie @olMexique. La plupart de ces études
ont porté sur l'effet de déversements de pétrotess bsur la diversité microbienne, les
changements en réponse aux essais de bioremédfatiphiquant généralement I'ajout de
nutriments) et I'étendue de la biodégradation dgfrdtarbures dans les environnements

pollués. Ces études ont permis I'établissement ddétas afin de prédire la réponse de la
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communauté microbienne lors d’'une contaminatiomofiéte. Ills ont d’ailleurs été utilisés
réecemment lors de l'explosion de la plate-forme @exer Horizon. Cependant, il est
également admis que certains parameétres comme ni@étature liée aux variations
saisonnieres, la nature du milieu (sédiment sableaseux) ou encore les interactions entre
les étres vivants constituant I'écosystéeme étugetjvent moduler ces réponses. lls vont
déterminer la distribution, 'abondance ainsi qiaetlvité des espéces microbiennes dans
I'environnement. Les processus de biodégradatienhyerocarbures pétroliers ainsi que la
diversité microbienne du site contaminé pourrord @todifiés et diverger des modeles déja
établis. De ce fait, pour une meilleure compréhmmsie la bio-réhabilitation des écosystemes
marins, il apparait indispensable de les prendreasidération lors de I'étude de I'impact
d’'une contamination pétroliere sur I'écosysteme.

Ces parametres sont multiples et dans le cadrese deacail de these le choix s’est
porté sur les organismes bioturbateurs. Ils peugeptretrouvés en forte abondance dans les
milieux coétiers de type vasiére et représentencdore composante biologique importante
des environnements marins benthiques. De plugtié @émontré que ces organismes peuvent
modifier la structure physique et chimique du séditnet altérer les habitats des autres
especes. Ces activitts communément appelée bibturbaaffectent les cycles
biogéochimiques des nutriments, des contaminante®tmicro-organismes (Christensen et
al., 2002 ; Banta et al., 2003 ; Kogure et alQ20Cuny et al., 2007).

Des études antérieures ont mis en évidence quergasismes modifient la structure
des communautés microbiennes capables de dégrades hydrocarbures
(hydrocarbonoclastes) ainsi que leur capacité dgadétion. Cependant, jusqu’a présent la
majorité de ces travaux a porté sur des molécubdssc(e.g. pyrene, phénanthrene) rendant
difficile I'extrapolation a une contamination pétéve (mélange complexe: hydrocarbures
aromatiques, aliphatiques, résines, asphalteneglghd et al., 2010 ; Timmermann et al.,
2011).

Le but principal de ce travail de these était ddecsavoir dans quelle mesure la
réponse des communautés microbiennes a une coatamirpétroliere allait étre modifiée
dans des sédiments bioturbés. Considérant les glgénogés précédemment, nous avons
suggéreé que lors d’'une contamination pétroliere:

(i) les processus de structuration des communanig®biennes sont modifiés par la
présence de la faune bioturbatrice, et

(i) que les activités de dégradation des compasepétrole et donc I'efficacité de

dégradation I'est également.
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Afin de vérifier ces hypothéses, une étude comparéasée sur une expérimentation
en microcosmes a été mise en place sur une durgémurs. Les travaux menés ont été
centrés sur le suivi de la diversité microbienneséléiments marins faiblement et fortement
bioturbés (bio-augmentation en organismes fouis§aaumis a une pollution pétroliere,

Le travail de thése présenté avait pour objectifs:

- de déterminer I'impact des organismes fouissewr |'efficacité de dégradation des
communautés microbiennes ;

- d’évaluer les capacités de dégradation paesi des communautés autochtones issues
des deux types de sédiments sur des moléculesutlpdids moléculaire ;

- de comparer les modifications structurales @@amunautés microbiennes en réponse a
'apport de pétrole dans les sédiments faiblemefdareement bioturbés;

- de fournir de nouvelles informations concetném rble structural des organismes

bioturbateurs sur les communautés microbiennes.

Les études antérieures réalisées visant a détarfemenodifications structurales des
communautés microbiennes suite a une contaminagtmoliere ont été réalisées au niveau
génomique (ADN) et se sont essentiellement basékasalyse du gene codant 'ARNr 16S
Bacteriaou de génes impliqués directement dans la dégoadatirobie des hydrocarbures
(alk, dio¥. Dans le cadre de ce travail de thése nous aswomepris cette étude (i) par une
analyse de la diversité taxonomique afin d’obteme image globale de la diversité au sein
des sédiments (ARNr 168Bacteria et Archaea) et (ii) par une analyse de la diversité
fonctionnelle en ciblant différents groupes métahms anaérobies connus pour étre
impliqués dans la dégradation des hydrocarburesiit(diants, sulfato-réducteurs et
méthanogenes). En effet, bien que I'oxydation aér@st considérée comme le processus
majoritaire de la dégradation de la matiére orgamigWakeham and Canuel, 2006), la
profondeur de la zone oxique est estimée entregqgasimillimeétres & quelques centimétres
dans les sédiments (Revsbech et al., 1980 ; Jangeihd83). Par conséquent, les processus de
respiration anaérobie représentent des processomnéealisation relativement importants en
milieux cotiers.

De plus, il nous fallait également prendre en abérsition la fraction totale et active
des différentes communautés microbiennes. La digeasdonc été suivie sur deux niveaux
d’études complémentaires: au niveau génomique (ADddmmunauté totale) et

transcriptionnel (ARN, communauté active).
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Enfin, le potentiel de dégradation des micro-organ@s autochtones ainsi que
impact structural des organismes fouisseurs sarmicro-organismes hydrocarbonoclastes

ont été évalué par l'utilisation combinée d’outiisléculaires et culturaux.

Ce travail de recherche est présenté soumefale six chapitres. Une synthése
bibliographique (chapitre 1) fait tout d’abord uma€ des connaissances acquises sur les
hydrocarbures, les communautés microbiennes dameéts cotiers, la dynamique des
communautés en réponse a une contamination péohaénsi que sur la bioturbation. Le
chapitre Il présente les procédures expérimentalbsées tout au long des études réalisées.
Les résultats de cette étude sont présentés souse fite quatre publications (chapitres Il a
VI). L'ensemble des résultats obtenus ainsi queplrspectives de travail qui en découlent

sont présentés dans le chapitre VI.

Cette étude s’inscrit dans le projet de recherchidYYDA (Dégradation des
Hydrocarbures dans les Vasiéres) financé par I'&gexationale de la Recherche (ANR). Ce
projet associe 4 laboratoires partenaires (EEM -RUMREM 5254, Pau ; ECABIE — UMR
IPREM 5254, Pau ; LMGEM — UMR 6117, Marseille ; CEB, Brest).

28



CHAPITRE |

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

29



30
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CHAPITRE I. Synthese bibliographique

1. 'ENVIRONNEMENT MARIN : LIEU D'UNE ACTIVITE MICROBIENNE
IMPORTANTE

1.1. Minéralisation de la matiere organique (MO)

Les sédiments marins cétiers jouent un réle importans la minéralisation de la
matiere organique (Middelburg et al., 1993). Ereteffls sont responsables de 83% de la
minéralisation sédimentaire totale (Jgrgensen, J188&ccumulent environ 87% de la matiére
organique totale enfouie dans les sédiments (Bed82). Les principales réactions qui
gouvernent la dégradation de la MO et donc lesesyblogéochimiques des éléments sont des
réactions d’oxydo-réduction. Ces réactions de feahs’électrons sont principalement dues
aux meétabolismes microbiens (Berner, 1980 ; Herrid®92). Au sein du sédiment, les
accepteurs d’électrons sont principalement 'oxygéde nitrate, le sulfate et le carbonate
(Nedwell, 1984). Selon le « modéle de Froelichoxydation de la MO consomme de fagon
séquentielle les différents accepteurs d’électinngganiques présents dans le systéme dans
un ordre reflétant le gain énergétique potentielrpes micro-organismes, respectivemern: O
> NOs; > Mn(1V), Fe(lll), > SQ* > HCO; (Froelich et al., 1979; Canfield et al., 2005).

Les voies de dégradation de la MO dépendent desfmoibilité de ces accepteurs
terminaux d'électron (Blackburn and Blackburn, 1P93ypiquement, les sédiments
présentent une stratification verticale des cood#tirédox qui déterminent 'enchainement de
ces réactions qui sont réalisées du potentiel rézlpius fort vers des potentiels rédox de plus
en plus faibles (Figure I-5). Cette stratificativa également influencer la répartition des
différentes communautés microbiennes au sein dimsétl (Kristensen, 2000). Selon le
modele de Park & Jaffé (1996), on peut découpdrcadement le sédiment superficiel en six
couches en fonction des réactions microbiennesigtiques (respiration aérobie, réduction
des nitrates, du manganese, du fer, réduction tges et méthanogénése) (Park and Jaffé,
1996) (Figure I-1). Plus simplement, on peut dgtier trois zones: la zone oxique,

suboxique et anoxique (Kristensen, 2000).
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Figure I-1: Réactions de minéralisation de la matiére organigaeprofil rédox dans le sédiment
marin. 4G0’ : variation d’enthalpie libre exprimé en kJ /mGBH,0 (d'apres Park & Jaffé, 1996 et
Kristensen, 2000)

L’activité microbienne tend a étre plus importa@atgroximité de linterface eau-
sédiment, dans laone «oxique»L’'épaisseur de cette zone étant limitée par la&péation de
'oxygéne, on estime sa profondeur entre quelqudisnatres (sédiment vaseux) a quelques
centimetres (sédiment sableux) dans les sédimBetgsbech et al., 1980 ; Jgrgensen, 1983).
Cette zone est un lieu privilégié pour la dégramhatie la MO et le recyclage des sels nutritifs
par les micro-organismes (Costanza et al., 1997).

La zone «suboxique»est caractérisée par la présence de nitrate, dganase et de
fer oxydé. Les nitrates sont consommeés rapideipantes activités microbiennes dans cette
zone, leur concentration sédimentaire y est pas@guent généralement faible (Coates et al.,
1996; Rothermich et al., 2002). Quant au fer(kf),au manganese(lV), bien qu’ils puissent
étre abondants dans certains sédiments littoragx rf@arécages), ils ne sont disponibles que
ponctuellement dans les sédiments marins, en pketicdans les sédiments hautement
contaminés.

Enfin, dans l&Zzone «anoxique»|e sulfate est I'accepteur d'électrons le plusdant.
Les eaux cotieres marines et estuariennes sonidhes en sulfate (Rothermich et al., 2002),
de ce fait, parmi les différents processus de diagi@an anaérobie, la sulfato-réduction est
sans doute le processus prépondérant (Kleikemmdr, @002). Lorsque le sulfate est épuisé,

les composés comme le méthane, le dioxyde de carbanla MO elle-méme sont les
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composés qui dominent les processus diagéenétigieementation et méthanogénése)
(Sgrensen et al., 1979).

Néanmoins, ce schéma reste trés théorigueeragalité, les différentes conditions et
contraintes du milieu modifient radicalement cedteatification verticale pour aboutir a un
remaniement total des sédiments et des différemimposes, et par conséquent, la
structuration des communautés microbiennes assodigeeffet, les courants ou l'activité de
la macrofaune (bio-irrigation, bioturbation) peuvertontribuer a déstructurer la
microtopographie des sédiments (Jgrgensen and &gysh985; Huettel and Gust, 1992).
Les gradients fluctuent également au cours du tesmpfnction des cycles saisonniers et
nycthéméraux. De plus, des populations microbiemogsmétabolismes différents, et méme
théoriguement incompatibles, peuvent cohabiter,maerpar exemple les bactéries aérobies et
sulfato-réductrices (Cypionka et al., 1985). Cenamééne peut s’expliquer, entre autres, par
'existence de micro-niches qui présentent des itiond environnementales distinctes par
rapport a celles établies globalement au sein d@me niveau sédimentaire (Westermann
and Ahring, 1987 ; Bertics and Ziebis, 2010).

1.2. Groupes microbiens majeurs dans les sédimertdstiers

Les processus de transport et de transformatiofiqogcdes éléments tels que le
carbone, l'azote ou encore le soufre permettentétalation des écosystémes. Bien que
souvent abordés séparément, les cycles biogéoamsigles éléments sont en étroite
interaction dans I'environnement. La richesse nmigbe des communautés microbiennes
présentes au sein des sédiments permet un réleumtdgeces micro-organismes dans les
transformations du carbone, du soufre et de I'a@edachel, 1999).

Le cycle du carbone est régi par deux phénesé@rincipaux: la photosynthése qui
permet la fixation du carbone (transformation du,@@ carbone organique) et la respiration
ou fermentation qui permet un retour du carboné&inbsphére par minéralisation de la
matiére organique complexe en £0a dégradation de la matiére organique peutréaigsée
aussi bien en condition d'aérobiose (bactériesrbtphes aérobies) que d’anaérobiose
(micro-organismes fermentaires, dénitrifiants, atoHréducteurs et méthanogenes) (Figure I-
2). Ces processus de deégradation aboutissent aotiugtion de C@ et de biomasse.
L’oxydation aérobie de la matiere organique estsm@rée comme le processus majoritaire

de la dégradation de la matiére organique (WakerahCanuel, 2006).

33



CHAPITRE | : Synthése bibliographique

N2 N2 EAU
| l 02 NP 02
|
ZONE
OXIQUE l/—> NH4+ NITRIFIANTS HETEROTROPHES SULFO-OXYDANTS
N Mo AEROBIES
NO2-/ NO3- v §
ZONE MO INT SO I
SUBOXIQUE| DENITRIFIANTS FERMENTAIRES co, 1 ?
L |

ZONE
ANOXIQUE

SULFATO-
REDUCTEURS

METHANOGENES
SEDIMENT

Figure 1-2 : Modele conceptuel simplifié de la répartition demgpaux acteurs microbiens de la
dégradation de la matiére organique au sein du reédit. (MO : Matiére organique ; MO INT :
Matiére organique intermédiaire).

Lors de ce travail de thése, nous nous sommespgldisulierement intéressés a trois de ces
groupes microbiens : les micro-organismes dératit8, sulfato-réducteurs et les archées

méthanogenes.

1.2.1. Les micro-organismes dénitrifiants
La dénitrification est lI'un des processuss dlii cycle de l'azote, et est l'une des

principales sources d'émissions d'oxyde nitrique'&ote pour l'atmosphére (Bothe et al.,
2007 ; Jetten, 2008). Elle peut étre effectuéeupar grande variété de micro-organismes et
méme si certains eucaryotes comme les champigrtoles éoraminiferes sont capables de
dénitrifier, ce processus est principalement asparées bactéries (Zumft, 1997). C’est une
alternative a la respiration aérobie dans laquelnigrates jouent le role d’accepteur final

d’électron. Elle est active en présence de faibdegentrations d’oxygene ou en son absence.

1.2.1.1. Ecologie des micro-organismes dénitrisant

Plusieurs études utilisant des marqueurs moléeglagte la dénitrification ont
démontré que ces organismes sont ubiquisiesont été détectés dans des habitats variés
incluant les sols (Wolsing and Priemé, 2004 ; Thobbet al., 2007), les estuaires (Nogales et
al., 2002 ; Santoro et al., 2006), les sédimentsnséBraker et al., 2000 ; Falk et al., 2007) et
'eau de mer (Castro-Gonzalez et al., 2005 ; Oa&ten)., 2007).

En milieu cétier, l'abondance de matiere arigae favorise largement la
dénitrifcation (Thamdrup and Dalsgaard, 2002). @epet, la dénitrification est en

compétition avec le processus de réduction disairme des nitrates (RDNA) pour
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l'utilisation des nitrates. L’intensité de l'acti@éi denitrifiante est proportionnelle a la
concentration en nitrate. Dans les sédiments maftisrs, les apports en nitrate proviennent
d’'une part de la nitrification, et d’autre part ldecolonne d’eau qui recoit les rejets urbains,
agricoles et industriels. Les communautés démitriis seront particulierement abondantes
dans les sédiments marins cotiers ou la réserveaté@riel organique, facilement assimilable
(source de carbone soluble), est plus abondantpragessus de dénitrification prend place
dans la zone sédimentaire au-dessus de celle iacte la sulfato-réduction (Sgrensen et
al., 1979). Néanmoins, elle sera inhibée en présdacsulfates en exces et surtout de sulfures

a raison de 0,3 mM seulement (Sgrensen et al.,)1980

1.2.1.2. Processus de dénitrification et marquaoiéculaire associé

Le processus de dénitrification est constitué datrquétapes au cours desquelles le
nitrate initial (NQ") est successivement réduit en nitrite gNQOen oxyde nitrique (NO) puis
en oxyde nitreux (BD) pour aboutir a de l'azote atmosphérique)(KFigure 1-3). Les
enzymes qui interviennent a chacune des ces étapegespectivement : Nitrate réductase
(Nap), Nitrite réductase (Nir), Oxyde nitrique réthse (Nor) et enfin I'Oxyde nitreux

réductase (Nos).

all +l

Espace
Peériplasmique

Membrane

g

Cytoplasme

Figure I-3 : Représentation schématique de la localisation dfé&rentes enzymes impliquées dans le
processus de dénitrification par rapport a la mear® cytoplasmique. Nar : Nitrate réductase ; Nap
. Nitrate réductase liée a la membrane ; Nir : Marréductase ; Nor : Oxyde nitrique réductase, Nos
Oxyde nitreux réductase. Les noms de génes eqguigatiodent pour les sous-unités catalytiques. Les
composeés dissous sont représentés en bleu et desiifsr gazeux en orange. Les chiffres romains
correspondent a la valence de I'azote dans chaquléaule azotée (Wallenstein et al., 2006).

La capacité de respiration anaérobie des nitrateseBouve dans la plupart des
groupes taxonomiques (Jeter and Ingraham, 19883 aien chez les archédss bactéries
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Gram-négatives et Gram-positives. Cependant, tessniicro-organismes dénitrifiants ne
possédent pas tout le panel génétique présentssiig. En effet, il est relativement fréquent
d’isoler des microorganismes qui ne peuvent réalipgune partie des transformations
décrites. Pour parler de dénitrification, il demeeaependant nécessaire que le produit final de
la respiration soit un composé gazeux (Knowles2)1.98

Le qualificatif d’organisme dénitrifiant nésite d’'une part, que le taux de conversion
de NG& (ou NG@) en NO et/ou N soit d’au moins 80 % ; d’autre part, que cettauofidn
soit couplée a une production d’énergie permettactoissance. De plus, la présence d’une
des deux Nitrite réductases actives (NirS ou Nir)zymes impliquées dans la deuxiéme
étape de la dénitrification (réduction des nitrigs oxyde nitrique), est nécessaire (Zumft,
1993). Ces deux enzymes sont les enzymes clé dienlification et de ce fait représentent
de bons marqueurs moléculaires. Elles se distirigpan des groupements prosthétiques
différents, I'un contenant un atome de cuivre (Njriét 'autre un atome de f&NirS).
Jusqu’a présent, ces deux types de Nitrite rédesta®nt jamais été localisés simultanément
dans un méme micro-organisme. NirS est largemestrililiée parmi les bactéries
deénitrifiantes alors que NirK, n’est présente qusd 30 % des bactéries dénitrifiantes
etudiées (Coyne et al., 1989).

1.2.1.3. Effet de I'O2 sur la dénitrification

La dissimilation du nitrate est généralemehtbée en aérobiose, car les électrons de
la chaine respiratoire sont préferentiellement wléts vers lI'oxygéne. En général, la
dénitrification s’établit quand la concentration ®p est inférieure & 10 pmot.I(Robertson
and Kuenen, 1984). Il est donc nécessaire quetdasa de consommation de I'oxygéne soit
suffisante pour permettre I'établissement de camult anoxiques favorisant ce métabolisme.
Néanmoins, la dénitritication aérobie est mainténelairement établie (Robertson and
Kuenen, 1984 ; Baek et al., 2001 ; Zehr and Wab@2p et a également été détectée au sein
de I'environnement (Gao et al., 2010).

1.2.2. Les microorganismes sulfato-réducteurs (MSR

Les micro-organismes sulfato-réducteurs (MSR) $m@# répandus dans les habitats
anoxiques, ou ils utilisent le sulfate comme aceaptterminal d'électrons lors de la
dégradation des composés organiques (Muyzer amikS2D08). La réduction du sulfate peut
représenter plus de 50% de la minéralisation dioiorer organique dans les sédiments marins

(Jargensen and Fenchel, 1974) et les sulfures gémdrés représentent 95 % des sulfures
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produits en milieu marin (Jgrgensen, 1977). Les M8R donc des acteurs importants dans

les cycles du soufre et du carbone.

1.2.2.1. Ecologie des MSR

Les MSR forment un groupe diversifié et sont répamlans sept groupes
phylogénétiques, cinqg chez I8acteria font lesDeltaproteobacterieet les Firmicutes)et
deux chez lefrchaea(Euryarchaeotaet Crenarchaeota (Itoh et al., 1998 ; Castro et al.,
2000 ; Rabus et al., 2006 ; Muyzer and Stams, 2@D& études sur la diversité métabolique
des MSR ont permis de mettre en évidence leur d@pase développer sur une vaste gamme
de substrats (Klemps et al., 1985 ; Rabus et 8831 Rees et al., 1998). Ce sont également
les micro-organismes qui réduisent le plus granubre d’accepteurs d’électrons différents,
y compris les composés soufrés et divers autrepos@s organiques et inorganiques (Biebl
and Pfennig, 1977 ; Widdel, 1988 ; Widdel and Hans®92 ; Dalsgaard and Bak, 1994).
Les facteurs contrélant la réduction des sulfat@ssdes sédiments sont principalement la

température, la disponibilité en matiere organidégradable et la disponibilité du sulfate.

Grace a cette diversité physiologique, lescrmorganismes sulfato-réducteurs
colonisent des milieux aux conditions environnerakest diverses et variées : la rhizosphere
(Hikes et al., 1999), des sédiments marins (Mussnenal., 2005), des aquiferes, des
cheminées hydrothermales (Jeanthon et al., 20@8) sdintements d’hydrocarbures (Knittel
et al., 2003) ou encore des environnements satmréxygene (Risatti et al., 1994 ; Minz et
al., 1999). lls ont également été détectés dansedeisonnements ou on peut trouver des
valeurs de pH acides (sites minier de drainageeadslloteaux et al., 2010), ou des pH
basiques (Sen and Johnson, 1999). Certains MSRnwmhe été retrouvés dans des
associations syntrophigues au sein de consortiult®ionens (Boetius et al., 2000), ou dans
le cadre d’'une relation symbiotique (dans le verim@lavius algarvensisjDubiller et al.,
2001).

1.2.2.2. Réduction dissimilatrice des sulfates atgmeur moléculaire associé

La réduction dissimilatrice des sulfates (Figuré) lest réalisée en trois étapes. Le
sulfate est d’abord activé en adénosine-5-phoggfaie (APS) qui est ensuite réduit en
sulfite. Ces deux réactions sont catalysées raspawnt par I'ATP sulfurylase et I'APS
réductase. Enfin, le sulfite produit est réduitsefure lors d’'une réaction catalysée par la

bisulfite réductase dissimilatrice (Dsr) (Rabusglet2000).
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AMP
ATP sulfurndase APS reductase ; Sulfite réductase
SO+ + APS — S0.7 > H.8
7Sy I . el :
ATP FPi — 2 Pi 2 [-[__:] i T B [“|] Fa-

Figure I-4: Schéma simplifié de la voie dissimilatrice de IHaga-réduction (Singleton, 1993).

La Bisulfite réductase est une enzyme hétérodimérigomposée des sous-unités
DsrA et DsrB dont les géenes correspondant formepeton dsrAB (dissimilatory sulfite
reductasejjui possédent un haut degré de conservation (Kér&ohweizer et al., 1995)ls
ont été proposés comme marqueur fonctionnel des &&hl et al.,, 2002). En effet, les
genes codant pour la Bisulfite réductase dissintkasont détectés chez tous les MSR étudiés
jusqu'ici et chez quelques organismes ne réduigastle sulfate mais respirant le sulfite
(Clostridium sp)(Zverlov et al., 2005). Les topologies des arlpbglogénétiqgues basés sur
les genes codant I'ARNr 16S dsrAB sont congruentes (Zverlov et al., 2005), malgré
guelques discordances expliquées par des trangfénsétiques horizontaux (Klein et al.,
2001). Ainsi, I'étude de la diversité des MSR baméd'analyse des genes fonctionragsA
et dsrB constitue une bonne alternative par rapport ad&tdes genes codant I'ARNr 16S
(Leloup et al., 2007).

1.2.2.3. Tolérance / respiration de I'oxygéne peg MSR

Jugu’en 1990, les MSR étaient considérés commeoaEmismes anaérobie stricts,
cependant, des études d’exposition de culturesspleeBSR a I'oxygéne ont démontré que
certains de ces micro-organismes étaient encobdegiapres quelques heures voire plusieurs
jours d’exposition (Fukui and Takii, 1990 ; Kjelaset al., 2004). De plus en plus d’études
montrent gu’ils sont capables de tolérer I'oxygébédling and Cypionka, 1990 ; Cypionka,
2000 ; Dolla et al., 2006; Santana, 2008 ).

Les MSR ont développé différentes stratégies eonsp a la présence ¢@ans
'environnement : I'agrégation, la migration vees|zones anaérobies, des réponses de type
aérotactisme (Krekeler et al., 1998 ; Dolla et 2006; Brioukhanov and Netrusov, 2007).
Certains MSR disposent pour se protéger de cesas#apde mécanismes de détoxification,
qui reposent sur I'action d’enzymes spécifiques rm@ma Superoxyde Dismutase (SOD), la
Superoxyde Réductase (SOR), la catalase et |laysfas& (Lombard et al., 2000 ; Coulter and
Kurtz D.M, 2001). Cependant, certains sulfato-réeucs ont également la faculté de le
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respirer (i.e. de l'utiliser comme accepteur fidalectron) (Dilling and Cypionka, 1990). La
respiration de I'oxygéne a maintenant été démorthéz plusieurs souche®esulfobulbus
propionicus Desulfococcus multivoran®esulfobacterium autotrophicumt chez certaines
Desulfovibrio(Dilling and Cypionka, 1990).

Ainsi, ces organismes peuvent survivre sous deslitoms micro-oxiques ou ils
respireraient le nitrate ou l'oxygene (Dannenbergale 1992). D’ailleurs,Desulfovibrio
desulfuricansest capable de passer de la réduction du sulfatella du nitrate ou de
l'oxygéne en une minute lors d'une modification desenditions environnementales
(Cypionka, 1994). Ces études ont permis d’expliqagprésence des MSR dans des zones

oxiques de sédiments marins, estuariens et d’eaced®ahm et al., 1999).

1.2.3. Les archées méthanogenes

La production biogénique de méthane ou méthanogeestsun processus anaérobie
important dans le cycle global du carbone et cpoed a I'étape finale de la dégradation
anérobie de la matiere organique (Liu and Whitn20@8). L’émission globale annuelle de
méthane est estimée entre 500 et 600 %kgy0dont environ 74% a une originine biologique
(Whitman et al., 2006). Pour les océans, le fluxuemh de méthane est estimé entre 10 et 15 x
10° kg par an (Liu and Whitman, 2008). La méthanogergst le moyen pour les archées
méthanogenes d'obtenir de I'énergie pour leur gaioie. A ce jour, ces organismes sont les

seuls connus pour étre capables de produire duame&{i hauer, 1998).

1.2.3.1. Ecologie des méthanogenes

Dans les environnements anoxiques, la matiére apgarest décomposée en O
CO, grace a la coopération d'au moins trois groupetboéques. Les micro-organismes
fermentaires décomposent la MO complexe enfefmate, CO, acétate, et en acides gras
volatiles. Le groupe des acétogénes décomposeatid@ss gras volatiles en acétate, formate

et H, qui sont des substrats pour la croissance degsesanéthanogenes (Figure I-5).

Les archéesnéthanogénesont anaérobies strictes et sont trés largemetribdiées
dans I'environnement, réparties en fonction de braptation aux différentes conditions de
température, de pH et de salinité des milieux (&nd Whitman, 2008). Cependant, ces
organismes restent confinés aux environnementsestrent anaérobies (sédiments marins,
sédiments d'eau douce, marais, lacs, mers et qc#antus digestif de 'nomme et des
animaux, dépots d'ordures, sources chaudes, tajfisiels en décomposition). lls occupent la

position terminale dans la dégradation anaérobita deatiere organique, mais leur activité
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peut étre inhibée par celle des bactéries qusatili d'autres accepteurs d'électrons comme les

nitrates ou les sulfates.

Polymeres
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et autres polysaccharides,
protéines

Bactéries

cellulolyigues Hydrolyse
et hydrolytigues
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Figure I-5: Dégradation anaérobie de la matiére organique erthauge. (Madigan and Martinko,
2007).

Bien que les archées méthanogénes soient tressifides (classées au sein de 5
ordres), elles ne peuvent utiliser qu'une gammigeiage de substrats (trois grands types: le
CO,, les composés méthylés et I'acétate) (Liu and kvénit, 2008).

Les méthanogenes des sédiments marins ont desdéagroissance lents lorsqu’ils
sont cultivés dans des milieux de culture spéoifigen laboratoire. Par exemple, le temps de
doublement dans des conditions optimales de crussa&st de 3,5 jours pour l'espéce
Methanosarcina balticaVon Klein et al., 2002). Ainsi, ces microorganismsont tres
difficiles a cultiver (Ritchie et al., 1997). Lef#fextifs cellulaires des archgenéthanogénes
parmi la population microbienne totale, calculdaiéle de techniques de PCR en temps réel
(QPCR, Quantitative Polymerase Chain Reaction)pusten évidence que les méthanogenes
représentent moins de 1 % des densités cellut@itales dans des sédiments marins (Colwell
et al., 2008). Cette observation pourrait expliquaurquoi il est souvent difficile de détecter
les méthanogenes dans les sédiments marins, queitc@ar I'utilisation de techniques

moléculaires ou de cultures d’enrichissement.
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1.2.3.2. Méthanogénése et marqueur moléculaire

Le meétabolisme énergétique des méthanogéenes cothpeux parties (Figure 1-6
(A)). Dans la partie oxydative de la voie de métgenese, le co-enzyme M (H-s-CoM) et le
coenzyme B (H-S-CoB) sont oxydés en hétérodisulto®-S-S-CoB par le C§) I'acétate
ou un composé en C1 réduit (CH3-X) comme le méthanoles méthylamines, qui sont
guant a eux réduits en GHDans la partie réductrice, I'hétérodisulfure estuit en co-
enzyme M et en co-enzyme B, et le transport diestest couplé a la production d’énergie
par phosphorylation d’'un ADP en ATP (Thauer, 1998).

La voie de méthanogénese comporte au total 7 é(&mpse -6 (B)) dont la derniére
correspond a la réduction du groupement méthyaliéCoM qui est libéré sous forme de
méthane. Cette réaction est catalysée par la Méhyknzyme M réductase (McrM).
L'enzyme McrM semble étre unique et est retrouddez dous les méthanogénes (Thauer,
1998).

H,
HCOOr
2-Prepanol

2H] €— ILE\thanloi: R Formyl-iMF
CH, CoM-5-5-CaB festlce
T « '
H, & [H] + CC» H-$-CoM+ H-S-CobB

_HCoo CH;CO0 m &
Z-Propancl CH-X

co,
1

Ethanal AP ATP Methyl|-S-CoM
Partie Partie merBDCGA
oxydative réductrice 7
mrtBDGA

CH;

Figure 1-6: (A) Métabolisme énergétique chez les méthanogéniesuér, 1998) ; (B) Voie de
méthanogenese basée sur la réduction ded&pendant du H(Reeve et al., 1997).

La Méthyl co-enzyme M réductase posséde trois soités codées par les genes
mcrA mcrB et mcrG. Ces trois genes font partie de l'opémerBDCGA La sous-unité
catalytiguea de la MCR, codée par le generA possede des domaines tres conserves, et
détectés chez tous les méthanogénes. Ainsi, le men&est hautement conservé ce qui en
fait un bon candidat comme marqueur moléculairer ples études en écologie microbienne.

De plus, les arbres phylogénétiques construitsriir gy genemcrA pour les méthanogenes
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présentent des topologies comparables a celleartess construits a partir des génes codant
I'ARNr 16S (Hales et al., 1996 ; Luton et al., 2D02

1.2.3.3. Effet de I'oxygéne moléculaire

Bien que les archées méthanogénes soient incapablesoitre ou de former du
méthane en présence d'oxygene (Thauer, 1998),netlarent une certaine tolérance lorsque
'oxygéne est présent en petite quantité (Brioukivaand Netrusov, 2007). Les premiéres
démonstrations de leur capacité a survivre a dpesitions courtes a lI'oxygene fut apportée
dans les années 1970 sur les arcldéegenreMethanosarcinat Methanobacteriungzhilina,
1972 ; Zehnder and Wuhrmann, 1977), puis d’auttedes ont suivi, montrant que cette
tolérance a I'oxygéne est tres variable d'une seuxliautre. Ainsi, la viabilité des souches
Methanococcus voltaet M. vannielii est diminuée de 100 x sur une période de 10h en
présence d'oxygene. Au contraire les archédsthanobrevibacter arboriphilus et
Methanobacterium thermoautotrophicupeuvent le tolérer pendant plusieurs heures, et
Methanosarcina barkerpeut survivre a des expositions supérieures a(2Zitina, 1972 ;
Kiener and Leisinger, 1983). Cette adaptation aleégent été mise en évidence dans
I'environnement car des archéegthanogenes ont été détectées dans des habitats spnt
pas strictement anoxiques (Kusel and Drake, 1983gner et al., 1996) et certaines étaient
meétaboliguement actives (Hirasawa et al.,, 200Bpfin, la capacité a realiser la
méthanogénése et la réduction de l'oxygene simaitemt a été démontrée chez
Methanobrevibacter cuticulariélholen et al., 2007).

Les méthanogenes ont ainsi développé plusieuréragsten réponse a la présence de
'oxygéne : une activité superoxyde dismutase (SO formation d’agglomérats,
'attachement a des particules organiques, et fimdtion de consortiums avec des micro-
organismes anaérobie facultatifs qui atténuentefésts du stress oxydatif sur les cellules
(Zhilina, 1972 ; Kirby et al., 1981 ; Kiener andiiager, 1983 ; Kato et al., 1993).

1.2.4. Interactions entre les MSR et les archées

Dans les milieux anaérobies qui ont un faible pi¢érd'oxydo-réduction, les micro-
organismes sulfato-réducteurs (MSR) sont en comnp@tavec d'autres micro-organismes
anaeérobies pour des substrats communs (les bactériaentaires, les bactéries acétogenes
réductrices de proton, les homoacétogenes et I&@san@genes). La présence de sulfate est

cruciale dans cette compétition. En présence datedes MSR consomment les produits de
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fermentation, alors qu’en absence de sulfate, Ibgéne et 'acétate produits directement par
la fermentation ou indirectement par I'acétogérsese consommés par les méthanogénes.

La capacité d'oxydation des substrats des MSR pedwedistinguer deux groupes
(Widdel, 1988) expliquant également les interadipossibles entre ces micro-organismes et
les archées méthanogenes :

- les MSR du groupe | chez lesquelles I'oxydation a partir du lactatdeel'éthanol est
incompléte et s'arréte au stade acétate Pmgulfovibrio desulfuricans, Desulfomonas
ou Desulfotomaculum nigrificans

- les MSR du groupe Il chez lesquelles I'oxydation compléete du substwwaduit au
CO, (Desulfobacterium autotrophicyresulfonemau Desulfobactey.

L’'acétate joue donc aussi un réle important dassiréeractions entre les MSR et les
archées méthanogenes. Il est libéré en amont paadétogenes a partir de produits de
fermentation. Ainsi, les MSR du groupe |l serontcempétition avec les méthanogénes. Au
contraire, une collaboration pourra s’installer ales MSR du groupe | qui produisent de
l'acétate.

Un autre processus, I'oxydation anaérobie du méthH&AM), est réalisée par I'action
syntrophique d’archées méthanotrophes (ANME) ebdetéries sulfato-réductrices (BSR)
(Boetius et al., 2000). La majorité du méthane éhaiss les sédiments marins est consommée
via l'oxydation anaérobie du méthane (OAM). Cettaction a généralement lieu dans la
«zone de transition sulfate-méthane » (SMTZ). Lesnsortiums responsables sont
typiqguement composés d’'archaea appartenant aux AlllNMEethanomicrobiales)ANME-2
et ANME-3 (Methanosarcinalgs et des BSR affiliées aux genrelesulfosarcina,
Desulfococcuqassociées aux ANME-1 et -2) Besulfobulbus(ANME-1). Cette réaction
peut se faire selon plusieurs meécanismes (méthapegé reverse, acetogénese,
Méthylogénese) (Thauer, 2011).

2. LES VASIERES, UN MILIEU AUX FONCTIONS ECOLOGIQUES MULTIPLES

La production biologique de la zone coétieeprésente entre 18 et 33 % de la

production océanique mondiale en dépit d’'une serf@lativement faible représentant 7%
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de la surface océanique mondiale (Wollast, 1994)miPles écosystemes cotiers, les vasieres

font partie des systémes les plus productifs (M&lu$989).

2.1. Les vasieres

Les vasiéres sont des étendues de sédiments méuades) déposés sur les rivages
marins, les estuaires ou les deltas. Leur formatisnlte du colmatage de certaines anses du
littoral ou des rives d'estuaires par des sédimfamsformant un milieu anoxigue (vases plus
ou moins sableuses). Ces sédiments sont de nadueble et proviennent soit de la mer
(érosion marine), soit de matériaux apportés mfiéeives. Ces zones humides sont soumises
au flux et au reflux de la mer et sont donc plugrmins recouvertes d'eau selon I'amplitude
des marées (Figure 1-7). On distingue ainsi 2 zdnes distinctes : la slikke et le schorre
(mots issus du néerlandais et signifiant respettareg boue ou vase et pré salé) (De Langhe,
1978).

La slikke est la partie inférieure et est pratiquement dépaide végétation. Elle est
composée de vase molle, lisse et est recouvertbaque marée. Elle abrite une faune
composée de nombreux invertébrés marins (vers #usgoes). Les slikkes sont formées
d'un sédiment exclusivement pélitique a la granéfoim tres fine dans laquelle les particules
inférieures a 2 um constituent la moitié du poels du sédiment (Verger, 1995).

Le schorre, la partie haute, est plus souvent émergé. licesstitué d'un sol plus
ferme recouvert par la mer seulement aux forteséezarCette zone est tapissée d'une
végetation basse et dense qui sert de zones deetde reproduction pour les oiseaux.

Ces milieux, naissant de la jonction de plusieasrs d'eau et finissant dans la mer,
suscitent un grand intérét naturel car ce sont émssystémes trés riches sur le plan
biologique. Les fluctuations de la salinité, lehnyte des marées et I'envasement important y
créent des conditions de vie trés particulieregjaakes ne sont adaptées que peu d'especes
vivantes. Par contre, I'apport important de mat@ganique assure une nourriture abondante
aux especes qui supportent de telles conditions.deasités en individus sont considérables

au sein de chaque espéce, notamment chez les quahjdes vers et les crustaceés.
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Figure I-7: Représentation schématique des différentes zonas dasiere

Les vasiéres sont importantes dans le cycle dwaoarbt a l'origine d'une importante
productivité biologique (McLusky, 1989). Ces zorsablo-vaseuses assurent des fonctions
prépondérantes dans I'équilibre des écosystemessétlles filtrent, piegent et transforment
une grande partie des éléments polluants. Ces Zdtmales sont le siége de réseaux
trophiqgues complexes ou des organismes y résidepeamanence et d’autres ne font qu'y
passer. Enfouis dans la vase, a I'abri de la deg&a, ces organismes filtrent I'eau de mer, se
nourrissent de la matiére organique présente @arséldiments ou broutent les bactéries et les
microalgues (diatomées) qui constituent I'essemtielpeuplement. Cette forte productivité
attire de nombreux oiseaux quiennent s'y nourrir. De plus, les vasiéres joughis ou
moins directement, un réle important dans les @étvhumaines telles la conchyliculture, la
chasse et la péche.

Les vasiéres sont donc un lieu de stockage demséth fins qui ont a la fois une
fonction d’épuration et de transformation (contaamits chimiques, sels nutritifs) et une
fonction écologique (nourricerie, abondance de daetrflore benthiques).

Les organismes marins particulierement adaptés andeeux sont des animaux (> 0,5
mm) qui creusent le sédiment et la méiofaune (0,85mm) qui vit dans les espaces
interstitiels. Ces organismes fouisseurs créentbdesrbations en mélangeant les sédiments
qui permettent ainsi leur oxygénation. Ces sédimaagulierement mis en suspension par les
courants, piégent et accumulent les polluants cpepurbe I'équilibre de cet écosysteme de
maniére chronique. Les perturbations subies emindirdes déséquilibres pouvant se

45



CHAPITRE | : Synthése bibliographique

répercuter sur plusieurs années et s’étendre &aided’ écosysteme cotier et a 'ensemble de

la chaine trophique.

2.2. Importance de la bioturbation dans les process de I'écosysteme marin

2.2.1. Le concept de bioturbation
La bioturbation correspond aux déplacements de rmahtéarticulaire (i.e.

remaniement sédimentaire) et dissous (i.e. bigdtidn) dans et a la surface des sédiments,
induis par l'activité des organismes benthiquesréidePark Conference, Renesse, Pay-Bas,
2008). Elle concerne différents groupes d'espéceisnades (macro-invertébrés, meio-
invertébrés et vertébrés) et végeétales (développemacinaire des plantes aquatiques
supérieures) ainsi que des micro-organismes (hesté@hampignons, micro-algues). Dans le
cadre de ce travail de thése, nous nous sommegaitisulierement intéressés aux macro-
invertébrés : la macrofaune.

La bioturbation est liee a I'ensemble desivdaés comportementales de ces
organismes dans la colonne sédimentaire. Ceciupgrteurs déplacements, la recherche de
nourriture, leurs modes alimentaires et leurs méoaas respiratoires, dont les manifestations
les plus facilement observables sont: (i) le crenese de galeries et de terriers (structures
biogenes), (i) I'ingestion de particules sédimeety (iii) la production de feces, (iv)
I'excrétion de déchets métaboliques, et (v) lautation d’eau dans les galeries (irrigation).
La macrofaune colonise surtout les couches supahfis des sédiments ou la MO est la plus
abondante et la plus fraiche, et 'oxygene le digponible, mais elle peut également pénétrer
assez profondément dans le sédiment (Gerino €t99). D’'un point de vue écologique, les
organismes bioturbateurs sont qualifiés d'ingémiede I'écosysteme car ils vont directement
ou indirectement moduler la disponibilité des resses pour les autres espéces et auront

donc un impact sur I'écosysteme (Jones et al., 1994

2.2.2. Principales actions des organismes biotadogt
La bioturbation entraine un mélange et un brassdae particules du sédiment

superficiel (remaniement sédimentaire) ainsi quttansport de l'eau interstitielle et des
solutés qui lui sont associés (bio-irrigation) (Maff, 1995). Il en résulte une hétérogénéite
spatiale, verticale et horizontale, des sédimelsrifillod-Blondin et al., 2003a) sur des

profondeurs pouvant atteindre plusieurs metresiéaunmarin (Gérino, 1992).
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» La bio-irrigation (ou ventilation)

La bio-irrigation est générée par certains orgaasui construisent des galeries ou
des terriers dans le sédiment, qu'ils irriguent ggmérant un courant d'eau a des fins
respiratoire et nutritionnelle (Meysman et al., @00C’est un processus important dans les
eéchanges de composeés solubles entre les sédimdatea@onne d’eau (Galaktionov et al.,
2003). Elle se fait par diffusion a travers l'iffeere eau-sédiment, et est due a I'activité des
organismes fouisseurs lorsqu’ils irriguent leurriggr afin d’oxygéner leur milieu et d’en
éliminer les métabolites et les toxiques créansiain flux d’eau (Meysman et al., 2006). La
bio-irrigation permet ainsi I'apport d’oxygéne et dolutés inorganiques par échange entre la
colonne d’eau et les fluides appauvris, et stinaitesi les activités bactériennes aérobies et
anaérobies (Aller and Aller, 1998). Le mode, lagfrénce et 'amplitude de bio-irrigation
varie selon I'organisme considéré (Francois et1#99 ; Gerino et al., 2003). De maniere
générale, ce mécanisme entraine une alternanaendéions oxiques et anoxiques au rythme

de l'activité des organismes (Brune et al., 2000).

* Le remaniement des sédiments

Le remaniement des particules par la macrofaureetafila stabilité et la composition
des sédiments. Ainsi, les particules sédimentaoed redistribuées de la surface vers les
couches profondes et vice versa. Cependant, cettecation peut étre différente selon
'animal considéré, son habitat et ses habitudegiel€Gilbert et al., 2007). De ce fait, cinq
types d’organismes bioturbateurs ont été défikisar(cois et al., 1997 ; Nogaro et al., 2009).

(i) Les biodiffuseurs vont déplacer les particutissmaniere aléatoire sur de courtes
distances (Robbins et al., 1979) ; (ii) Les conwwgevers le haut induisent un lien direct entre
deux strates géochimiquement différentes car igenent des particules sédimentaires en
profondeur, dans la zone anoxique, et rejettensIpalotes fécales a la surface du sédiment
(Fisher et al., 1980) ; (iii)A contrario, les coyemrs vers le bas entrainent un transport de
matériel sédimentaire vers le bas. C'est le casexample, de certains polychétes Nereidae
(Smith et al., 1986) ; (iv) Les régénérateurs tieresnt le sédiment profond vers la surface
(Gardner et al., 1987), et (vi) les diffuseurs deges, entrainent des mouvements de
particules et de matiere organique par biodiffuseux alentours de I'habitat et des

mouvements de la surface ves le fond des galéviehigud et al., 2005).
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2.2.3. Conséquences de la bioturbation

2.2.3.1. Modifications physiques

Parmi les effets directs de la bioturbation, leldégment des organismes provoque la
redistribution du matériel particulaire qui peutrainer la resuspension, une décohésion des
particules de sédiment et I'érosion des sédimebD®vi§, 1993). De plus, ces structures
biogenes augmentent la surface d’échange entroltaire d’'eau et le sédiment, ce qui
favorise les échanges de matiere a l'interface.inErn& plupart des macro-invertébrés
bioturbateurs étant microphages, 'ingestion/égestie particules va modifier les propriétés
sédimentaires telles que la porosité, la perméapila stabilité, ou encore la rugosité des
sédiments (Jumars et al., 1981 ; Aller et al., 1.9B8Master et al., 1985; Mermillod-Blondin
et al., 2003b). La granulométrie peut égalememt &tiectée par certains types d’organismes
qui ingerent préférentiellement les particules fgs petites et les moins denses et les
redistribuent sous forme de pelotes fécales (Tagh®89). Ces modifications physiques du
sédiment peuvent avoir a plus long terme des effeigurs sur la sédimentation, la stabilité

et I'érosion du substrat, ainsi que sur la distidrudes polluants au sein du sédiment.

2.2.3.2. Modifications biogéochimiques

Les effets sur la géochimie des sédiments sontitg@i) par I'organisme lui-méme
lorsqu’il respire, se nourrit, excréte ou sécraenaucus, (2) par le brassage des particules
gu’il produit et qui réexpose la matiere organique eaux surnageantes oxygeneées, et (3) par
lirrigation et notamment, la ventilation active gériodique du terrier chez les diffuseurs a
galeries. D’aprés Rhoads (1974), les processus ébabgmiques pouvant étre
significativement influencés par la bioturbatiomso
- laforme et 'amplitude des gradients de pté&tmedox (Eh), de pH et
- les taux d’échange des composés chimiquesudisso adsorbés entre les phases solides et
aqueuses,

- la distribution verticale des espéces biogéoitjues majeures,

- et donc les cycles biogéochimiques des él&néhtN, S, P) (Rhoads, 1974).

Comme la température, la lumiere, la vitesse duiactiet les apports de MO, la bioturbation

est donc un facteur important de contréle des pmce diagénétiques dans les sédiments

superficiels (Krantzberg, 1985 ; Kristensen, 200ermillod-Blondin and Rosenberg, 2006).
L’augmentation de la surface d’échange ergreolonne d’eau et le sédiment au niveau

des structures biogénes, permet une pénétratios phportante de I'oxygene et des
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nutriments dans le sédiment (Svensson et al., 2@ief and De Beer, 2002 ; Glud et al.,
2003 ; Pischedda et al., 2008) (Figure 1-8).

A) Contréle B) C. neritea (28h) C) N. diversicolor (68h)

% air saturation

D) N. diversicolor (43h) E) N. virens (12h)

Figure 1-8: Distribution de I'oxygene dans des sédiments bimisr (A) Controle sans organisme
(résolution : 570 x 570 Im); (B) C. neritea (résidm : 610 x610 Im); (C) et (D) N. diversicolor
(résolution : 500 x 500 Im and 790 x790 Im); (E)MMens (résolution : 770 x 770 Im). (Pischedda et
al., 2008).

La stratification verticale des accepteurs d’élmtsr précédemment décrite apparait
donc beaucoup plus complexe dans les environnerbaitgbés. En effet, la succession des
fronts d’oxydo-réduction se reporte sur le contdes structures biogenes qui sont bien
oxygénes (Wang et al., 2001) ou autour de micrarenmements comme les pelotes fécales

formant alors des microniches réduites dans umsgdioxydé (Aller et al., 2001).

Ainsi, la bioturbation conduit a la formation d’'urmaosaique tridimensionnelle
complexe et hétérogene de microhabitats sédimesta@tvec des gradients variables
d’oxygénation et de potentiel rédox (KristensenQ@®f Aller et al., 2001; Pischedda et al.,
2012). A cela, il faut ajouter les effets du biogoyage qui va permettre la remontée de
particules depuis des zones réduites en profoneersrdes zones oxiques a l'interface. Les
eléments réduits associés a ces particules vonbpaalors étre réoxydes et servir a nouveau
d’accepteurs d’électrons pour dégrader la MO. L&glatements et le mode alimentaire de
ces organismes (deposit-feeding) expose la MO BEsscau sédiment a des conditions
variables d’oxygénation et de potentiel redox paltdrnance de I'enfouissement/remise en
suspension et de l'ingestion/égestion des parscséelimentaires.
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La présence de bioirrigateurs peut conalilément augmenter la surface d’échange a
I'interface eau/sédiment et donc les flux des €slut des gaz vers le sédiment {NGy) ou
vers la colonne d’eau (RO NH*, CO,, CH,) (Fukuhara and Sakamoto, 1987 ; Matisoff and
Wang, 2000 ; Lewandowski et al., 2007).

2.2.3.3. Modifications biologiques : effet seis kommunautés microbiennes

Les perturbations physiques et les variations molggniques engendrées par la
bioturbation peuvent transformer considérablememtilieu de vie de 'ensemble des especes
benthiques (Jones et al., 1997). Leur action pent dnfluer la répartition, la composition et
le fonctionnement des communautés macrofauniquémfauniques et microbiennes. Nous
nous intéresserons essentiellement a I'impactesicobmmunautés microbiennes. Les effets
de l'activité de la macrofaune se refletent surbiamasse, I'activité métabolique et la
composition des communautés microbiennes (Aller fmagst, 1978 ; Alongi, 1985 ;
Kristensen et al., 1991 ; Bertics and Ziebis, 2009)

2.2.3.3.1. Effets sur la biomasse

Localement, les micro-organismes peuvent étre gongs par les macro-organismes
brouteurs lors de l'ingestion des sédiments (MdomiBlondin et al., 2002 ; Stief and De
Beer, 2006). Ce phénomene, communément appel&igra va entrainer une diminution
locale de la biomasse bactérienne. A contraribrdeitage de certaines bactéries va également
créer des surfaces libres qui pourront étre reé¢sdes par des populations microbiennes en
croissance dans des phases connectées (Reiclgdl}, 19

Lors de lingestion des sédiments, les bactérsso@ées au seédiment vont transiter
dans l'intestin de I'organisme brouteur, certaipesirront survivre au passage dans l'intestin
et éventuellement y proliférer. Elles seront alexsrétées avec les matiéres fécales. Les
pelotes fécales produites peuvent contenir une faidmasse bactérienne qui soutiendra une
forte activité bactériennéa figure 1-9 récapitule les types d'associationisait €té recensees
entre l'intestin des invertébrés aquatiques ehdeseries (Harris, 1993).

En plus daugmenter la disponibilité en nutrimenta, macrofaune apportent
également de la MO fraiche et labile (mucus etdpdans les sédiments de subsurface, ce qui
fait de leurs terriers des habitats favorables meutaines communautés microbiennes (Stief

and De Beer, 2002). C’est ce qu'on appelle le dg@ng».
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Figure 1-9 : Devenir des bactéries ingérées par les invertélagsatiques au sein de lintestin
(d’'aprés Harris, 1993). Deés leur ingestion, lesctiies peuvent étre lysées et absorbées (1),
certaines peuvent étre pathogenes pour I'hdte doniser les muqueuses intestinales (2). Les
bactéries pouvant survivre a cette étape vont ftandans l'intestin (3), jusqu’a la région postétire

ou elles peuvent proliférer (incubation) (4). Cgtt®duction bactérienne, ou leurs produits, peuvent
ensuite étre utilisés par I'h6te (5). Enfin, seles capacités de survie des bactéries ingéréess ell
seront excrétées avec les matieres fécales (6).

2.2.3.3.2. Effets sur 'activité

Dans les sédiments bioturbés, le lieu et les vdeesminéralisation de la matiére
organique sont affectés parce que les micro-orgassux-méme le sont, ceci au travers des
activités de bioturbation. Ainsi, en altérant I'@wnement direct des micro-organismes
(échanges de flux des composés réduits et oxyismyrdblité des nutriments), les activités
des animaux benthiques peuvent influencer les t@@xdécomposition sédimentaire et
modifier les processus de diagenese précoce (Tdbl€Aller and Aller, 1998; Stief et al.,
2005).

En présence de macrofaune, la couche de surfacexdu sédiment se propage plus
profondément (Figure 1-10). Ajouté a la ventilatidas terriers et I'excrétion d’ammonium
par les organismes dans les terriers, la nitribcaest stimulée, tandis que la dénitrification
est facilitée par la pénétration accrue de nitrdéess des couches de sédiment périodiguement
anoxiques (bio-irrigation intermittente). En outiee présence de micro-niches oxiques (poche
d'oxygene dans les sédiments réduits) et de mivvemanements anoxiques (pelotes fécales
dans la couche oxique) renforce la proximité et &hanges entre nitrification et

dénitrification. Il en résulte un couplage plus qua& de ces deux processus, a la fois
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spatialement et temporellement (Svensson and Ldsoay 1996 ; Stief and De Beer, 2002 ;
Gilbert et al.,, 2003 ; Laverock et al., 2011). Lescro-niches anoxigues ainsi que
laugmentation de la matiere organique liées a dastruction des terriers et a leur
maintenance assurent des conditions favorables saulfato-réduction, qui sera également

stimulée grace a I'apport de composés oxydés aamslieu (Bertics and Ziebis, 2010).

Tableau I-1. Effets de la macrofaune sur la décomposition eetrd-minéralisation du carbone
organique. Inhibition : *-* ; stimulation : ‘+’ (daprés Aller & Aller, 1998).

Activité de la macrofaune Effets Taux de décomposition

Manipulation des particules Exposition des substrat +
Augmentation de la surface d'échange +

Grazing Consommation de micro-organismes /

Stimulation de la croissance microbienne

Excrétion / sécrétion Mucus +
Nutriments +
Stimulation de la croissance microbienne +
Construction / sécrétion Synthése de produits rfires ou inhibiteurs -
Irrigation Apport de composés solubles +
Accumulation de métabolites +
Augmentation de la ré-oxydation des composés reduit +
Transport des particules Transfert entre les difftas zones rédox +
Augmentation de la ré-oxydation des composés reduit +
Oscillations rédox +

En présence de macrofaune, la couche de surfac®exdju sédiment se propage plus
profondément (Figure 1-10). Ajouté a la ventilatidas terriers et I'excrétion d’ammonium
par les organismes dans les terriers, la nitrificagst stimulée, tandis que la dénitrification
est facilitée par la pénétration accrue de nitrdtes des couches de sédiment périodiquement
anoxiques (bio-irrigation intermittente). En outle présence de micro-niches oxiques (poche
d'oxygene dans les sédiments réduits) et de mivvemanements anoxiques (pelotes fécales
dans la couche oxique) renforce la proximité et &&hanges entre nitrification et
dénitrification. Il en résulte un couplage plus qua& de ces deux processus, a la fois
spatialement et temporellement (Svensson and Ldsoay 1996 ; Stief and De Beer, 2002 ;
Gilbert et al., 2003 ; Laverock et al., 2011). Lescro-niches anoxiques ainsi que
laugmentation de la matiere organique liées a damstruction des terriers et a leur
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maintenance assurent des conditions favorables sulfato-réduction, qui sera également
stimulée grace a I'apport de composés oxydés @amslieu (Bertics and Ziebis, 2010).
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(A) ZONE BIOTURBEE (B) ZONE NON BIOTURBEE

Figure 1-10 : lllustration simplifiée des connaissances acqusasles cycles biogéochimiques dans
un sédiment bioturbé (A) en comparaison a un sédimen bioturbé (B).

De plus, une étude récente a suggéré que les ieacstfato-réductrices pouvaient
également étre responsable de la fixation d’azim®sphérique dans les sédiments bioturbés
afin de compenser la perte liée au couplage misdtion-dénitrification (Bertics et al., 2010).
Enfin, les niches oxiques permettent la dégradaticrobienne aérobie dans la couche de
subsurface (zone suboxique) et les oscillation®télgs des conditions rédox dans les
sédiments, stimulent la reminéralisation de la ématiorganique (Aller and Yingst, 1985 ;
Forster and Graf, 1992). Aucune étude sur I'adidiés archéaaéthanogenes n’a été réalisée
dans des sédiments bioturbés probablement car @@s-onganismes ont longtemps été
considérés comme tres sensibles a I'oxygéne.

2.2.3.3.3. Effets sur la composition des communautés microbiennes

L’étude de la structure de la communauté bactéeiecolonisant des sédiments
bioturbés a été entreprise a l'aide de méthode®aculalires, notamment par comparaison
entre les parois, la surface des terriers, et éelingents environnants. Ces études se sont
basées sur des analyses PLFA (Marinelli et al.,2R0@es techniques d’empreintes
moléculaires ou de clonage (Lucas et al., 2003tsMat al., 2004 ; Papaspyrou et al., 2006 ;
Laverock et al., 2011). Ainsi, il a clairement é&montré que la communauté bactérienne

colonisant les terriers est distincte de celle ddiment environnant. Par conséquent, les
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structures biogenes de la macrofaune ne doivenétpasonsidérées simplement comme une
extension de l'interface eau-sédiments car ellescractérisées par des propriétés physiques
et chimiques uniques ainsi que par une communaigi®lprenne qui leur est propre (Fenchel,
1996 ; Pischedda et al., 2011; Kristensen and kKo&®05 ; Papaspyrou et al., 2006).

Les résultats basés sur la comparaison entre flésetlits compartiments du sédiment
(paroi du terrier, surface, subsurface) ont morgte les relations existant entre ces
différentes communautés peut étre une conséquesgesithilitudes observées au niveau
physico-chimique (Bird et al., 2000 ; Bertics aniélfs, 2009). Le lien entre ces différents
micro-environnements dépend également de ['écoldgiel'organisme étudié. Ainsi, les
communautés bactériennes associées au terrierlgehpeteNereis diversicoloet du crabe
violonisteUca crenulatasont plus semblables a celles retrouvées en dabsuiLucas et al.,
2003 ; Bertics and Ziebis, 2009). En revanche, pbautres espéces de polychaetes et pour
les crevetteJ halassinideacette communauté montre plus de similarité aedle associée a
la surface (Steward et al., 1996 ; Bertics and iZjel2009; Pischedda, 2009). Ces
observations soulignent que les terriers des @iffids espéces d’organismes bioturbateurs ne
présentent pas les mémes propriétés biogéochim{dlies et al., 1983 ; Christensen et al.,
2000 ; Papaspyrou et al., 2006).

Des différences dans la structure de la communbatéerienne ont également été
mises en évidence entre les différents terrierssigsl méme sédiment pour une méme espece
bioturbatrice, ce qui suggere que les processusodstruction, d'irrigation et d'entretien de
ces structures affectent aussi la distribution lomstéries dans les terriers (Laverock et al.,
2010).

Toutes ces observations indiquent que les actidigéla macrofaune vont déterminer
la structure des communautés au sein du sédimenpr@cessus de restructuration a été
étudié par ajout d’'organismes bioturbateurs au seinsédiments par comparaison a un
sédiment contréle. Peu d’études sont actuellensm@nsées et leurs résultats sont divergents.
Par exemple, L'une d’entre elles a rapporté unememgation d’'un facteur deux de la
proportion des séquences affiliées aBamma-protéobactérieen présence des crevettes
Upogebia deltauraet Callianassa subterraneacompagnée d’une forte divers{téaverock
et al., 2010). Au contraire, en présence des pabtesN. diversicolor aucune modification
de la communauté bactérienne n'a été observée audeo45 d’incubation. (Cuny et al.,
2007).
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3. RE-HABILITATION DES MILIEUX MARINS : BIODEGRADATION DES
COMPOSES PETROLIERS PAR LES MICRO-ORGANISMES

Bien que la formation du pétrole résulte de praceseturels de transformation de la
matiere organique (MO) (Seewald, 2003), il est @&gaint un polluant majeur. Une pollution
est définie comme une introduction dans I'enviranast (air, eau, sol) de substances portant
atteinte a la santé humaine et aux écosystemes.eEtl essentiellement liée aux activités
humaines. Les pollutions liées aux hydrocarburésasrent un nombre considérable d’effets
négatifs sur la santé humaine, la qualité de Eaide I'eau, la détérioration des écosystemes
terrestres et marins, la biodiversité, la contatimnades chaines alimentaires (O'Rourke and
Connolly, 2003). Parmis les différents processydigués dans le devenir des hydrocarbures,
la biodégradation des hydrocarbures pétroliers lpar micro-organismes est considérée

comme un processus majeur (Leahy and Colwell, 1990)

3.1. Origines et composition des pétroles

3.1.1. Contaminations pétroliéres des environnesn@iatrins
L’environnement marin est le compartiment le plasiché par la pollution aux

hydrocarbures (O'Rourke and Connolly, 2003 ; Prigical., 2003). Ces composeés pétroliers
constituent le polluant organique le plus abondams les mers et les océans (Spormann and
Widdel, 2000). En effet, les apports d’hydrocarlsudans les milieux marins ont été estimés
entre 1,3 & 8,8 Mt/an (Berthe-Corti and Nachtka2@1,0). Le pétrole est estimé comme étant
la principale source mondiale d’énergie primaire@as3,6% du total (données 2010, BP
Statistical Review of World Energy 2011). Par cansnt, les activités anthropiques
conduisent a leur dispersion dans les environnesvratrins, provoquant des modifications
de I'environnement aquatique ainsi que des cons@ggegraves sur les écosystemes et la
santé humaine (Head and Swannell, 1999). Le trahsparitime représente une des plus
grosses sources d’hydrocarbures et de pollutiorolpe des océans. Depuis 1970, environ
700 incidents ont été recensés dans 99 paysluss@diatisés étant I'Exxon Valdez (1989),
'Erika (1999), le Prestige (2002), Hebei Spiri0() et dernierement I'Event Horizon (2010)
et le Réna (2011). Bien que les statistiqgues montkirement une tendance a la baisse du
nombre de déversements de grande ampleur (> 70eMtmbre d’accidents annuels reste

constant (environ 20 a 25 par an) (Renken, 20X®p:(/www.itopf.com/information-
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services/publications/papers/HamburgConference)hifak conséquent la nécessité de mettre

en ceuvre des moyens de réponse a ces pollutiorsudeiactualité.

3.1.2. Composition des pétroles
Les hydrocarbures peuvent étre classés en (iuitsa ils possedent une a plusieurs

double-liaison(s) (alcénes) ou triple-liaison(dcyaes), (i) saturés, ils ne possedent pas de
double ou de triple liaison et peuvent étre lingaifn-alcanes e.g. hexadécane), ramifiés (e.qg.
pristane) ou alicycliques (e.g. stéranes) et @iigmatiques, parmis lesquels on distingue les
alkylbenzénes (BTEX) et les HAPs (hydrocarburesmatiques polycycliques) dont la
1999). Les
hydrocarbures aromatiques sont hautement cancésgeinseize d’entre eux ont été classes

structure comprend au moins 2 cycles aromatiquesrinés (Heider et al.,

par I'US Environmental Protection Agency (EPA) compolluants fortement toxiques dont
I'étude est prioritaire (Samanta et al., 2002).

Parmis ces composés, les hydrocarbures satur@eraatigues sont les principaux
constituants du pétrole. (Figure 1-11) (Holligedatehnder, 1996 ; Widdel and Rabus, 2001).
Des composés polaires (composés oxygénés, soufeotes) ainsi que des hydrocarbures
insaturés sont également retrouvés en faible ptiopoEnfin, des métaux, principalement du
soufre, du vanadium et du nickel mais aussi dudercuivre et de l'uranium sont présents a
I'état de traces.
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Figure I-11 : Abondance moyenne des composés hydrocarbonés aydamtarbonés présents dans

un pétrole brut (Bertrand et al., 1989).
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3.2. Origines des hydrocarbures en milieu marin

Les hydrocarbures sont des composés exclusivenmrstiitiés d’hydrogéne et de
carbone. lls sont largement répandus dans I'enn@orent et font partie des constituants de la
matiere organique (MO). Leur présence ubiquistesdéenvironnement marin a des
concentrations plus ou moins élevées est liée @udtiplicité de leurs origines. Leur
formation peut résulter de processus biologiquegémechimiques. Ainsi, des monoterpenes et
de nombreux n-alcanes ont été retrouvés dans lesoimiganismes, les plantes et les
animaux (Langenheim, 1994 ; Ladygina et al., 20@8).présume qu'ils joueraient le réle de
cires protectrices vis-a-vis d’agressions extédsur(Birch and Bachofen, 1988).
L’hydrocarbure formé par dégradation biologiqueples abondant sur Terre est sans aucun
doute le méthane (CHdont la formation (la méthanogenese) est un psaceexclusivement
réalisé par un groupe d’archéasaérobies (Forterre et al., 2002). De nombreuxdogabures
aromatiques peuvent également provenir de la catibusmcompléte de matiere organique
pendant I'activité volcanique (Doyle et al., 2008).

Enfin, leur abondance ainsi que leur utilisatiorngdd’industrie comme source
d’énergie en font I'un des groupes de composés ighis les plus importants. lls sont
également les principaux constituants des pétr@tiliger and Zehnder, 1996) et si la
principale origine des hydrocarbures pétroliers sdde milieu marin est naturelle

(suintements, érosion des sédiments), les appatisopiques restent importants.

3.3. Devenir des hydrocarbures en milieu marin

Au sein des écosystéemes marins, les hydrocarbaressumis a différents processus
affectant leur devenir et leur persistance. Trgsdement, interviennent des processus
complexes d'altération dont la durée et I'ample@pehdent des propriétés et de la
composition du pétrole introduit ainsi que des d¢bmas environnementales (Payne et al.,
2003). L’étroite interaction entre les mécanismégspmues, chimiques et biologiques de
dispersion et de dégradation des constituants tolpé&onduira a I'élimination de tout ou
partie de la contamination. Les mécanismes physimiques gouvernant le devenir du
pétrole et de ses constituants dans I'environnemenin sont I'étalement / la dispersion,
I'évaporation, la dissolution, I'émulsification, [ghoto-oxydation et la sédimentation (Figure
I-12). Cependant, bien que tous les constituan{sétiwle ne soient pas biodégradables (entre
3 et 30% des molécules retrouvées dans les péti@laace et al., 2003), I'évolution de la

composition du pétrole dépend bien plus de prosedsibiodégradation microbienne que des
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processus d’altération cités préecédemment (Mus@eniand Lee, 2002). Par conséquent

seul ce processus a été détaillé par la suite.

Etalement
Evaporation

Oxydation Etalement
Emulsification l l
LN R B Y L s, =, *.co . 5. @ P00
BESRI PA NG -:' 2 .'_'.'..‘_0; LI R N
Lo . . ML P . . e -
:, Dissolution », . N ® . Dispersion LT
‘X o e s e, PR et

Saédimentation ( oa Biodégradation

Figure 1-12: Processus intervenant dans le devenir des hydrocasgbpétroliers dans la colonne
d'eau et les sédiments. (ITOPFhitp://www.itopf.com/information-services/publieats/technical-

reports)

3.3.2. Biodégradation des hydrocarbures

Une grande variété de micro-organismes présentealgacité a dégrader les
hydrocarbures. lls sont qualifiés d’« hydrocarbdasies » (Berthe-Corti and H6pner, 2005).
Ces micro-organismes sont largement répandus damnliironnements marins, a la fois dans
la colonne d’eau et dans les sédiments (Leahy ahddll, 1990 ; Bachoon et al., 2001 ; Van
Hamme et al., 2003). lls dégradent les hydrocasbseton les différentes voies de respiration

aérobies et anaérobies décrites préecédemmentgminéralisation de la MO (Figure 1-13).
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Figure I-13: Métabolismes impliqués dans I'utilisation des hy@dntoures par les micro-organismes.
D’aprés Widdel et Rabbus (2001).
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3.3.2.1. Biodégradation aérobie des hydrocagsu

Les bactéries utilisant les hydrocarbures commecsade carbone et d’énergie ont été
mises en évidence par Zobell en 1946. Depuis, debreuses souches ont été isolées et

décrites et ont permis la caractérisation de viéebiodégradation.

3.3.2.1.1. Voies de biodégradation aérobie des alcanes

Dans la plupart des cas décrits, la dégradatioob&emdes n-alcanes est initiée par
l'incorporation d’'un atome d’oxygéne (hydroxylatjoconduisant a la formation d’un alcool
primaire. A ce jour, on distingue trois voies dgdélation: I'oxydation terminale, diterminale

et subterminale de I'hydrocarbure (Figure 1-14).

Terminal oxidation Subterminal oxidation
CHg-(CHy),,-CH4 CHj-(CH,),,-CH,-CH4
l Alkane hydroxylase Alkane hydroxylase i
CHg-(CH,),,-CH,OH €, CHj-(CHy,),,-CH,OH-CH,
l Alcohol dehydrogenas;"""-._l_ Alcohol dehydrogenase l
CHg-(CHjy),,-CHO CHg-(CH,),-CO-CH,
l Aldehyde deshydrogenase Baeyer-villiger monooxygerase l
CHg-(CHy),-COCH CHj3-(CH,),-O-CO-CH;4
i Acyl-CoA-synthetase Esterase l
CH3-(CHy),-CO-5CoA R CHg3-(CHg)p.1-CHZ0OH + HOOC-CHjy
[i-oxialion TiA

Figure 1-14: Voies de dégradation des n-alcanes les plus fréguéoxydation terminale et
subterminale) (Rojo, 2010)

Cette réaction est catalysée par une alcane hyldseyalcane monooxygénase) ou un
cytochrome P450 (Leahy and Colwell, 1990) conduisaria formation d’'un alcool. Cet
alcool est ensuite oxydé via l'action d'une alcat#shydrogénase formant I'aldéhyde
correspondant qui est ensuite transformé en acidédoxylique par une aldéhyde
déshydrogénase. L'acide carboxylique ainsi fornié&eis métabolisé par I'intermédiaire de la
voie de lap-oxydation, soit incorporé dans la voie de synthése lipides cellulaires (van
Beilen et al., 2003).

L'hydroxylation initiale des n-alcanes peutreé réalisée par des enzymes
appartenant a différentes familles (van Beilenlgt2®03 ; Van Beilen and Funhoff, 2007).
Par facilité, on distingue trois catégories : lesmaes G-C, (méthane a butane) sont oxydeés

par des enzymes méthane monooxygéndikes Cs-Cis (pentane a hexadécane) par des
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enzymes membranaires non hémiques du type AIkB ou des cytochromes P450
(monooxygénase a heme) ef; @t plus, par des systemes enzymatiques moinscoiemus
(Vvan Beilen and Funhoff, 2007 ; Wentzel et al., 200Récemment, quatre alcane
hydroxylasse ont été caractérisées chAkanivorax dieselolei B-5une souche capable de
dégrader les-alcanes de 5 a 36 atomes de carbone (Liu et dl1)20es analyses par PCR
guantitative ont démontré que les genekb0 et Alma étaient surexprimés en présence
d’alcanes a chaine moyennes (& Gg) ou a longue chaine §£a Gg), alors que les génes
alkB1 et alkB2 étaient surexprimés en présence d’alcanes présehfad 26 atomes de
carbone. Par conséquent, au sein d'une méme soysbsieurs systemes d’alcane

hydroxylase assurent l'utilisation d’'une large gadialcanes.

En effet, bien que certaines souches bactérien@meomtiennent qu'une seule alcane
hydroxylase Pseudomonas putida GPRIl est assez frequent de trouver des souches qui
contiennent plus d'un systéme d'oxydation des afc@iRojo, 2010). Dans de nombreux cas,
mais pas toujours, ces enzymes ont des gammesedi#s de substrat ou des modéles
d'induction différents. C’est les cas par exemmeAd Borkumensis SK2jui possede deux
hydroxylases AlkB et deux genes codant pour descbhypmes P450 soupconnés d'étre
également impliqués dans la dégradation des alcgfas et al., 2004 ; Sabirova et al.,
2006 ; Schneiker et al., 2006). La présence déréifits genes de dégradation, souvent trés
divergents au sein d’'une seule seule souche bawtérisuggere que le transfert horizontal a

grandement facilité la propagation de ces genes.

3.3.2.1.2. Voies de biodégradation aérobie des hydrocarbures aromatiques

L’étape initiale d’attaque des HAPs par les baetedonsiste en l'incorporation de un
ou deux atomes d'oxygene dans I'hydrocarbure partelvention d’'une mono- ou
dioxygénase entrainant ainsi I'oxydation du cycleratique (Pérez-Pantoja et al., 2010). A
lissue de plusieurs réactions biochimiques, |@e par I'oxygénase conduit & un cis-
dihydrodiol caractéristique de la dégradation b#mtée. Les produits sont ensuite
minéralisés ou incorporés dans la biomasse ceku(giabe and Omori, 2003 ; Bamforth and
Singleton, 2005). On distingue la dégradation dgdrdtarbures aromatiques de « faible
poids moléculaire » (2 ou 3 noyaux aromatiques)leet« haut poids moléculaire » pour
lesquels le nombre de noyaux aromatiques est supésu €gal a 4. En effet, les enzymes

impliquées dans la dégradation de ces deux typéyddicarbures aromatiques sont
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généralement différentes et peu d’informations sdrgponibles sur les enzymes de
dégradation des aromatiques de haut poids moléeulai

Le cas de la biodégradation du naphtalene a taigenvi de référence pour étudier la
dégradation des hydrocarbures aromatiques polymyedi car c’est la molécule la plus simple
et la plus soluble. Les informations sur la dégtiadade cette molécule ont été utilisées pour
comprendre et prédire les voies de dégradationra#sdcules plus complexes telles que les
hydrocarbures a trois cycles aromatiques et pleo (& al., 2009). La dégradation du
naphtaléne commence par l'attaque du cycle aromatigar la naphtaléne dioxygénase
(Figure 1-14). Une série de réactions conduit desaila formation de salicylate qui sera lui-
méme transformé en catéchol ou gentisate, desmathaires caractéristigues de la
dégradation des composés monoaromatiques (Eatg4).19

Le meétabolisme du naphtaléne a également été highéésur un plan génétique
notamment chez la souchHeseudomonas putid&7 car un plasmide codant pour le
catabolisme du naphtalene a été isolé. Les géngdigims présentent une diversité
importante fah, dox, pah, phdet sont présents chez différents genres bacg(ldéabe and
Omori, 2003).

[ I | NAPHTALENE

Naphtaléne dioxygénase |

# Cis-1,2-Dihydroxy-1,2-
f i dihydronaphtaléne

2-Hydroxybenzaldéhyde

OH g OH . _~UH

catechoL | [ —— [ | ——= | | GENTISATE
- OH o COOH HO - COOH
l SALICYLATE
Ring fission Further degradation
o \
Acétaldéhyde Succinate
+ +
Pyruvate Acétyl CoA

Figure I-15 : Voies métaboliques de la dégradation du naphtapemdes bactéries aérobies. D’aprés
Seo et al., 2009
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3.3.2.2. Biodégradation anaérobie des hydrocarbures

Les hydrocarbures peuvent étre dégradés en anaseadvec le nitrate, le fer (1ll), ou
le sulfate comme accepteur d'électrons, dans daditms de méthanogénése, ou par
photosynthese anoxygéniques. Dans les environnsnmamixiques, I'absence d’oxygene
implique une stratégie d’activation enzymatiquectjmue. Ainsi, les bactéries anaérobies
possedent différentes voies biochimiques pour atinvées hydrocarbures, substrats
apolaires, en composés contenant un groupemeritep@teider et al., 1999). Des voies de
dégradation ont été décrites en conditions de riféation, sulfato-réduction et
méthanogénese (Habe and Omori, 2003 ; Wentzel, &04l7 ; Foght, 2008 ; Mbadinga et al.,
2011). Ces réactions conduisent a la formationaeposés comprenant une fonction acide
qui seront alors transformés en acétyls-coA paola de la Ig3-oxydation. Ces acétyls-coA

seront alors ensuite pris en charge par le cyel€rdbs.

3.3.2.2.1. Voies de biodégradation anaérobie des alcanes (hors méthane)

Les souches anaérobies décrites a ce jour effackueninéralisation des alcanes de
Cs a Gy, en condition de dénitrification ou de sulfatouétion (méthane exclus ; Tableau I-
2) (Kniemeyer et al.,, 2007 ; Wentzel et al., 200/iddel and Grundmann, 2010) et
appartiennent auBéta; aux Gamma-ou aux DeltaprotéobactériesLa biodégradation a
également été observée en condition de méthanagdBekink, 1985 ; Jones et al., 2008)

dans des cultures d’enrichissement.

Les mécanismes principaux d’attaque des alcanet I'sativation par I'ajout de
fumarate (Figure I-16A) (Aeckersberg et al., 19®80; and Young, 1999a; , 1999b ; Cravo-
Laureau et al., 2005 ; Callaghan et al., 20063 earboxylation (Figure 1-16B) (Aeckersberg
et al., 1998 ; Callaghan et al., 2009) (pour refrueehs, 2008 ; Mbadinga et al., 2011).

Le mécanisme d’ajout de fumarate semble étre leamgme le plus répandu, il a été mis en
évidence chez la plupart des souches sulfato-nédest des souches dénitrifiantes et
récemment dans une culture d’enrichissement aveacaane (&) en condition de

méthanogénese (Callaghan et al., 2010). La protiémpdquée dans cette réaction est une
protéine de la famille des enzymes a radical gly¢Wlkyl succinate synthase (Ass)

(Callaghan et al., 2008). C’est un analogue de dmzBl succinate synthase (Bss) qui
appartient également a cette famille d’enzyme etegt impliguée dans la dégradation

anaérobie des BTEX.
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Tableau |-2: Bactéries hydrocarbonoclastes anaérobies dégrades alcanes (méthane exclus)
(Widdel and Grundmann, 2010).

Métabolismes Espéces, souches Hydrocarbures Rédérenc
Dénitrification Souche HxN1 n-alcanegCg (Ehrenreich et al., 2000)
Souche OcN1 n-alcanegC,,  (Ehrenreich et al., 2000)
Souche HdN1 n-alcanegs~<C;, (Ehrenreich et al., 2000 ; Zedelius et al., 2011)
Pseudomonas balearica (BerOc6) n-alcanes G—C;gs  (Grossi et al., 2008)
Marinobacter sp. (BC36, BC38, BP42) octadécane (Bonin et al., 2004)
Sulfato-réduction Souche AK-01 n-alcanesC;g  (So and Young, 1999a)
Souche BuS5 propane, n-butane  (Kniemeyer et &7)20
Souche Hxd3 n-alcanes£C,, (Aeckersberg et al., 1991)
Souche Pnd3 n-alcaneg,8C,;;  (Aeckersberg et al., 1991)
Souche PL12 n-alcaneg & G, (Higashioka et al., 2009)
Souche TD3 (thermophile, 60°C) n-alcangs@Gg  (Rueter et al., 1994)
Desulfatibacillum aliphaticivorans CV2803 n-alcanes gC;g  (Cravo-Laureau et al., 2004b)
Desulfoglaeba alkanexedens ALDC n-alcanes ¢C;» (Davidova et al., 2006)
(Davidova and Suflita, 2005 ; Davidova et al.,
Desulfoglaeba alkanexedens lake n-alcanes ¢Cig 2006)

D’autres mécanismes alternatifs, plutét atypiqoes,également été proposés (Figure
I-16C). Par exemple, la soucheseudomonas chloritidismutans AW-EEt capable de
produire de I'oxygene moléculaire, via la respoatde chlorate (dismutation), qui sera alors
utilisé pour oxyder l'alcane a l'aide d’'une oxygéea(Figure 1-16C-1) (Mehboob et al.,
2009). Cette reaction est qualifiee « d'oxygénaiiumabituelle » de l'alcane, car elle se
déroule sous une atmosphére totalement anoxique.

Une stratégie similaire via "la production d'oxygeimtra-cellulaire” est également
possible avec des accepteurs d'électrons commeitteses ou les nitrites (Ettwig et al.,
2010). Cependant, il a été récemment présumé auglé nitrique ou les nitrites généreés lors
de la réduction des nitrates peuvent étre direateénmepliqués en tant que co-réactif dans
l'activation des alcanes chez la souktiN1 (Figure 1-16C-2) (Zedelius et al., 2011). Enfin,
une étude récente réalisée en condition de métkagsg suggere que les alcanes pourraient

étre activés via une hydroxylation (Figure I-16C43gad et al., 2010).
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A)ADDITION DE FUMARATE
BSR / Bactéries dénitrifiantes / Enrichissement en condition de méthanogénése

Fumarate
:l'nn
9 \_ 0o N OO0
: Co0 ooc” s ooc” 1- Réarrangement
ASS* ASSH i €00 du squelette CO,
R ...""\_,'. _\""/’_" R " '.." _\-_‘ " o ..I-\-\"'.I. ﬁ. R e \'\..-'- N N AR R oA Méthal‘le
oo ASSH  ASS® p = 2- Decarboxylation Hydrogene
3- B-oxydation
COy
s - e COO
ALCANE Cycloalkyl/radical alky! L Soi | LN
COO

Cycloalkylsuccinylfradical alkylsuccinyl Cycloalkylsuccinate/alkylsuccinate

B) CARBOXYLATION

{Souche Hxd3/ Culture d’enrichissement (reduction des nitrates))

G

. B-oxydation
B ll"‘“'l__ R"“‘v/\“\,/\j| S L - ~ CO,
. +energy l.
= CO
2-éthylalcanoate alcanoate
C) MECANISMES ALTERNATIFS

2|u|
Pseudomonas chloritidismutans AW-17

NO), — N R e N N
B-ox ydation

2 R ny --'-I':"-I ..... =R~ COQy TTtTTTetTreeeressesesaas - COy

INOY e N0y e N0 = N + O Souche HdN1

Wy 2H| . ' . .
| B-oxydation cO; Culture d'enrichissement

jalkanes —d o ———e Aldchyiks dbosy CH, : :

3 Ol alkanc . Alcoty Aldchyic o T Carboxylic I srsrsmssssssenssnns - R methanogeﬂe(AIcane)

Figure I-16 : Voies de dégradation anaérobie des alcanes (Mbadat@l., 2011)

3.3.2.2.2. Voies de biodégradation anaérobie des hydrocarbures aromatiques

Plusieurs études ont montré la biodégradation dekobarbures aromatiques en
anaerobiose, cependant, la majorité des souchiégssdegradent essentiellement les BTEX
(mono-aromatiques) et le naphtalene (Tableau 8p souches appartiennent adlpha,
aux Béta; aux Gamma, aux Deltaprotéobactérieu auxFirmicutes. La dégradation des
hydrocarbures aromatiques a été démontrée en mondie dénitrification, sulfato-, ferri-

réduction et photosynthese anoxygéenique.
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Tableau |-3: Bactéries hydrocarbonoclastes anaérobies dégradies hydrocarbures aromatiques
(Widdel and Grundmann, 2010).

Métabolismes Espéces, souches Hydrocarbure Référence
Dénitrification Azoarcus toluvorangrd-21) Toluéne (Song et al., 1999)
Azoarcus toluclasticugVIF63) Toluéne (Song et al., 1999)
Azoarcussp. (DN11, AN9) Benzéne, toluéne, m-xyléne (Kasai.e 2006)
Dechloromonasp. (RCB, JJ) Benzeéne, toluene (Coates et al., 2001)
Thauera aromatic§DNT-1) Toluéne (Shinoda et al., 2004)
Pseudomonas stutzéNAP-3-1)  Naphthaléne (Rockne et al., 2000)
Vibrio pelagius(NAP-4) Naphthaléne (Rockne et al., 2000)
Magnetospirillumsp. (BM1232) Toluene (Shinoda et al., 2005)
Ferri-réduction Geobacter metallireducer@S15  Toluéne (Lovley et al., 1993)
Sulfato-réduction  Desulfobacula phenolicPHO1)  Toluene (Rabus et al., 1993)
DesulfotomaculunjOX39) Toluene, m-xyléne, o-xyléne (Morasch ancckémstock, 2005)
Toluéne, m-xyléne, m-ethyltoluéne,
SouchemXyS1 ] (Harms et al., 1999)
m-isopropyltoluene
SoucheNaphS3 Naphthaléne, 2-méthyl-naphtaléene (Musat et 8092
StrainoXyS1 Toluéne o-xyléne, o-ethyltoluéne (Harms et1999)
SoucheEbS7 Ethylbenzéne (Kniemeyer et al., 2003)
Photosynthése
Blastochloris sulfoviridigTop1) Toluéne (Zengler et al., 1999b)

anoxygénique

Actuellement, quatre voies de dégradations somnrages (pour revue (Foght, 2008 ;
Fuchs, 2008): I'addition de fumarate catalyséeypa enzyme a radical glycyl (Widdel and
Rabus, 2001); la méthylation des aromatiques nbstgués (Safinowski and Meckenstock,
2006) ; I'nydroxylation catalysée par une déshydrase (Rabus and Widdel, 1995), et la
carboxylation (Zhang and Young, 1997) (Figure I-1Qes réactions conduisent a la
formation de cycles saturés, I'oxydation et/ou lwage du cycle produisant des métabolites
comme le benzoyl-CoA qui peut étre incorporé pausibmasse ou étre complétement oxydé
(Harwood et al., 1998).

Jusqu’a présent, la dégradation anaérobie des @apnono-aromatiques comme le
benzéne, toluene, éthylbenzene et le xylene (BTaaXEté tres documentés en comparaison a
la dégradation anaérobie des HAPs ou des alcanexffdf a ce jour, la dégradation anaérobie
a été démontré pour un nombre limité de HAPs esgmee de nitrate, de fer, de manganese,
de dioxyde de carbone et de sulfate (Meckenstoctl.et2004). Il s'agit notamment du

naphtaléne (2 cycles) et du phénanthrene (3 cydes) que de quelques HAPs alkylés
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(Coates et al., 1997 ; Zhang and Young, 1997 ; Reekd Strand, 2001 ; Chang et al., 2006).
La voie du fumarate semble étre prédominante dandrdnsformation anaérobie des
monoaromatiques alkylés (Biegert et al., 1996)est lHAPs (Annweiler et al., 2001), et peut
également étre impliqguée dans le catabolisme desnaiques non substitués apres
méthylation (Ulrich et al., 2005 ; Safinowski ane8kenstock, 2006).

ooc -00C COO-
PPN Scoo 2
= ~ -
O T

(a)

Ethylbenzene (1-Phenylethyl)succinate
(b) "00C e~ coo- (d) OH
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SN ﬁf o . O
"\CH ("‘\LH Z &z
i : 2H* + 2e-
Toluene Benzylsuccinate Ethylbenzene 1-Phenylethanol
Xylenes (Methylbenzyl)succinates Propylbenzene 1-Phenylpropanol
(c) -00C._
DocC o0c [ coo (9) Cco H*
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2-Methyinaphthalene ([2-Naphthy{]lmethyl}succinale Naphthalene 2-Naphthoate

Figure 1-17: Exemples de réactions initiales de dégradation eolzié d’hydrocarbures aromatiques.
D’apres Widdel et Rabbus (2001). Addition de furteafa,b,c), déshydrogénation (d) et carboxylation

(e).

L'enzyme impliquée dans l'attaque initiale du tolegla Benzyl succinate synthase
(Bss), appartient a un nouveau groupe d’enzymeiaalaglycyl (Buckel and Golding, 2006).
L'enzyme a été isolée et caractérisée chez la sodénitrifiante T. aromatica K172
(Leutwein and Heider, 2002) tout comme clemarcus sp souche(Beller and Spormann,
1999). Son activité, a été démontrée dans desresltienrichissement incubés en présence
de nitrate (Biegert et al., 1996; Beller and Sparmd. 997a ), de ferlll (Kane et al., 2002), de
sulfate (Beller and Spormann, 1997b) ainsi qu’endition de méthanogénése (Beller and
Edwards, 2000). Aucune des enzymes spécifiquesa diedradation des HAPs n’ont été
décrites, en raison de la rareté des cultures mb&sues sur ces substrats. Néanmoins, une
étude protéomique récente réalisée sur la culterridhissement N47 a mis en évidence de
nouvelles enzymes qui pourraient étre impliquéeas dactivation initiale du naphtaléne en

condition de sulfato-réduction (Bergmann et al.,.1P0 Les carboxylases identifiées
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pourraient représenter une nouvelle classe d’enappertant de nouvelles perspectives dans

la dégradation anaérobie des HAPs.

Les micro-organismes hydrocarbonoclastes ont eérgéane capacité de dégradation
spécifigue d’'un groupe d’hydrocarbures (alcanesmatiques). La capacité de certaines
espéeces a dégrader les aromatiques n'impliqueyiamatiquement que ces espéeces puissent
dégrader les alcanes, et inversement (Berthe-@adiHopner, 2005). Toutefois, certaines
especes isolées peuvent dégrader plusieurs typgdrdtarbures en condition oxique. Par
exemple, les souchd3seudomonasp. B17 et B18 dégradent a la fois les alcaneest |
aromatiques (Whyte et al., 1997). De méme, desh&sudu genrdlcanivorax, Cellulomonas
ou encoreMarinobacter ont été isolées pour leur capacité a dégradpyrene (HAP) ainsi
gue l'octadécane (alcane) (Brito et al., 2006).eAaur, un phénomene de co-métabolisme du
toluene a pu étre mis en évidence chez des soudwadant les alcanes en anaérobiose
(Zedelius et al., 2011). De plus, d’autres espeotsa capacité de réaliser la dégradation des
hydrocarbures sous des conditions oxique et anexi@Guishchenkov et al., 2000 ; Shinoda et
al., 2004).

3.3.3. Facteurs affectant la biodégradation
Plusieurs facteurs sont limitants et déterminesffi€acité des processus de biodégradation

(Figure 1-18) :
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Figure 1-18 : Facteurs affectant I'efficacité de biodégradation
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Certaingparametres environnementauxcomme la température et le pH vont affecter
les propriétés du pétrole (viscosité du pétrolelatidé et solubilité des molécules) et
lactivité des communautés microbiennes (Chunglet2800 ; Boszczyk-Maleszak et al.,
2006). La salinité constitue également un facteopartant pour le développement des
microorganismes de par la grande variabilité quitpgopérer périodiguement dans les
environnements marins (Venosa and Zhu, 2003). dwms rejet de pétrole en mer, I'apport
de carbone augmente et la biodisponibilité de tazet du phosphore qui deviennent les
facteurs limitants de la biodégradation (Rosenle¢ia., 1996). La présence de nutriments est
donc un facteur déterminant. Enfin, la présencea#pteurs d’électrons (oxygene, sulfate) va
contribuer directement a la croissance microbienne.

La biodégradabilité des hydrocarbures: les hydrocarbures ne présentent pas tous la
méme susceptibilité aux attaques microbiennes. iAils peuvent étre classés du plus
facilement biodégradable au plus persistent : ares > alcanes ramifiés > aromatiques a
faible poids moléculaire > alcanes cycliques > atigues a haut poids moléculaire >
stéranes, hopanes (Van Hamme et al., 2003 ; Yemasta@l., 2007).

L’historique de contamination du site d’étude va déterminer le temps de réponse
des micro-organismes autochtones (Vandercaste@h)2En effet, la pré-exposition aux
hydrocarbures de la communauté bactérienne entugi@esélection de populations capables
de répondre rapidement a I'addition ultérieure éeqe (Taketani et al., 2010) (cf.paragraphe
5.2.).

L’'accessibilité au substratdépend de plusieurs mécanismes permettant aukesell
bactériennes de détecter, solubiliser, importer dégrader I'hydrocarbure (Ron and
Rosenberg, 2002 ; Berthe-Corti and Hopner, 2005).

L activité bioturbatrice , (mélange des particules, irrigation des sedimeqts
engendre le relargage et la re-distribution despam@s organiques hydrophobes associés aux
sédiments (Gordon et al., 1978 ; Schaffner et &PR97). Ainsi, les potentiels de
biodégradation des hydrocarbures sont globalemastglevés dans les sédiments bioturbés
gu’en absence de macrofaune (Chung and King, 1@9®istensen et al., 2002 ; Grossi et al.,
2002 ; Timmermann et al., 2011). Par exemple, wgmantation de 180 a 200% de la
minéralisation microbienne du pyréne a pu étre miéseen présence des polychadleseis
virens et Arenicola marina(Timmermann et al., 2008). De la méme maniereptdgchetes
Nereis virenset Capitella capitatasont connus pour améliorer la dégradation microieeles

HAPs comme le benzo [a]anthracene (Gardner etl@l9) et I'anthraceéne (Bauer et al.,
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1988). Cela peut s’expliquer par une oxygenatidarimittente du sédiment bioturbé, ce qui
favorise la biodégradation de la MO par les miargaoismes (Madsen, 1991 ; Aller, 1994).

A contrario, la bioturbation participe égalemert @réservation et a la remobilisation
des hydrocarbures dans les sédiments. Durant leaniement sédimentaire, la faune
bioturbatrice favorise la désorption des hydrocebet par conséquent leur diffusion dans la
colonne d'eau (Gilbert et al., 1994 ; Schaffnealet1997 ; Christensen et al., 2002). En effet,
bien que la macrofaune puisse améliorer la mirgaidin microbienne des hydrocarbures (lié
a l'apport d’'oxygene du a la construction de tesriet a l'irrigation), elle en diminue
également la biodisponibilité et, par conséquemjre I'effet stimulant de l'irrigation au sein
des sédiments. Cela a pu étre démontré dans lesesdd de terriers des polychaelereis
diversicolor et Arenicola marina pour lesquels la biodisponibilité du pyréne mésuétait
inférieure a celle retrouvée dans les eaux de seidiansi que dans les sédiments environnants
(Timmermann et al., 2008). C’est ce phénomeéne quirgit également expliquer les résultats
obtenus lors d’une autre étude réalisée deux asst@id, qui a montré que I'augmentation de
'abondance de la méiofaune dans des sédimentispowai conséquence de diminuer de fagon

significative la minéralisation du naphtalene (Nasl et al., 2010).

Dans les zones d’intense remaniement, ou la faanthigue ingere plusieurs fois par
an le sédiment de surface, I'action digestive demkcrofaune, représente une part non
négligeable de la solubilisation des hydrocarbukes. sucs digestifs des dépositivores ont
montré leur efficacité a solubiliser les HAPs (Beand Weston, 1998 ; Weston and Mayer,
1998). Ces biosurfactants sont présents en grandetite dans le systeme digestif de la
macrofaune benthique (Ahrens et al., 2001). En équence, les hydrocarbures liés au
sédiment sont solubilisés lors du transit intestiles organismes (Gilbert et al., 2001). Enfin,
la capacité des polychétes marins a accumulerreétaboliser les HAP a été documentée
pour quelgues espéces (McElroy, 1990 ; Kane Diisood McElroy, 1997 ; Forbes et al.,
2001 ; Christensen et al., 2002b).

La répartition des hydrocarbures au seinéatlingent est également modifiée et dépend
principalement du type d’organisme bioturbateurspré (Caradec et al., 2004). Ainsi, un
transfert des hydrocarbures de la surface versdashes plus profondes du sédiment a été
observé (Holmer et al., 1997 ; Madsen et al., 1,909ibssi et al., 2002).
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4. LIEN ENTRE DIVERSITE ET FONCTION D'UN ECOSYSTEME

Le fonctionnement des écosystemes est supportlegalifférents organismes vivant
dans ces écosystemes, eux-mémes sous le contrdiéfatents facteurs (Figure 1-19). Les
observations accumulées dans le domaine de I'éecsmgompagnées de modéles théoriques
ont montré que les propriétés des écosystemes digmtean grande partie de la biodiversité
en termes de caractéristiques fonctionnelles dgansmes présents et de la distribution et

I'abondance de ces organismes dans l'espaceeetps (Hooper et al., 2005).

CHANGEMENTS GLOBAUX
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-Climat , € HUMAINES
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Figure 1-19: Rétroactions entrdes activités humainedes changements globgugt les contrbles
biotiques et abiotiquessur les proprietés de I'écosysteme (d’apres Hooger al., 2005)

L’importance des différents taxons composant umencanauté pour le maintient d’'un
processus dans un écosystéme a été soulignéetfisrét al., 2004). Ainsi, la stabilité de la
communauté, c’est a dire I'absence d’extinctiond@xplosion démographique de certaines
especes suite a une perturbation, dépend de lesiévelans la communauté (Loreau et al.,
2003).

4.1. Diversité microbienne

En écologie microbienne, le terme «communauté sigdé des assemblages
d’especes bactériennes qui sont en interaction @damnséme écosysteme, milieu, habitat et/ou
qui partagent une méme fonction. De ce fait, leneecommunauté sera utilisé avec une

connotation fonctionnelle, par exempléa communautédénitrifiante qui rassemble
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'ensemble des bactéries partageant la capacidiiifier. Une autre acception du terme sera
également utilisée avec cette fois-ci une conrmtataxonomique pour les communautés
bactériennes et archées.

La diversité bactérienne décrit le nombrespéees bactériennes et leur abondance
relative dans une communauté, ou la quantité disl@ibution de I'information (génétique)
dans la communauté (Torsvik et al., 2002). Si kmmsidere généralement que la diversité
bactérienne ne représente qu’'un faible pourcentlgda biodiversité globale, la grande
diversité des ressources energétiques et voiedboléaes qu’elles utilisent leur conferent un
réle majeur dans le fonctionnement des écosystésuegdoutes les especes identifiees 0,2%
seraient des bactéries (Convention de la DiveBia#ogique, Rio de Janeiro, 1992)). L'étude
de la diversité bactérienne est donc importante poanaitre la composition génétique de la
communauté (structure de la communauté), compreledreschémas de distribution des
bactéries et améliorer la connaissance de ces coautés pour permettre le fonctionnement
et la viabilité des écosystémes (Ovreas, 2000).

Les mécanismes par lesquels la diversité microlienfiuencent le fonctionnement
de l'écosysteme sont liés aux attributs des espphéét qu’au nombre total d’espéces
présentes (Giller et al., 2004 ; Peter et al., 20Aihsi les bactéries peuvent étre groupées en
fonction des voies métaboliques gu’elles sont ciagad’assumer (ex : bactéries sulfato-
réductrices). La diversité fonctionnelle peut détre définie comme le nombre de processus
ou fonctions qu’'une communauté est capable desatalnais également comme la diversité
microbienne au sein d’un groupe métabolique (GaatahSpicer, 1998 ; Konopka, 2009).

Actuellement, plusieurs approches complémentaieesgttent de décrire la diversité
microbienne au sein d’'un écosysteme (Figure 1-20).

L’isolement de souches microbiennes permet d’ifienties capacités fonctionnelles
de communautés microbiennes. Cependant, le poagende bactéries potentiellement
cultivables est estimé entre 0,1 et 3% selon l'emriement considéré (Amann et al., 1995).
Par conséquent, la diversité bactérienne naturedie largement sous-estimée par les
techniques « culturales ». De plus il est difficlle savoir si les souches isolées sont des
membres représentatifs de la communauté. Les dmgsopar I'utilisation d’isotopes
(substrats marqués) permettent d’identifier les bres important de la communauté ayant
une activité matabolique. Enfin, les outils molé&itds basés sur I'étude des acides nucléiques
fournissent de considérables informations sur éations taxonomiques et I'évolution des
especes bactériennes. Ainsi, ces outils permetteppréhender la diversité taxonomique par

'analyse de séquences du gene codant pour ARG, &insi que la diversité fonctionnelle
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depuis le développement des marqueurs fonctiommelsologie moléculaire (par exemple, le

géene codant pour la Méthyl Coenzyme réductasedkA pour lesArchaeaméthanogéenes).
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Figure 1-20: Schéma de travail global pour I'étude de la comnui@éanicrobienne. Maodifié d’'aprés
Watanabe et Hamamura (2003).

Les techniques moléculaires sont généralerhasées sur I'amplification par PCR
(Polymerase Chain Reaction) d’'un gene d’intérélis@tcomme marqueur phylogénétique ou
marqueur d’'une activité spécifique (Pontes et28lQ7). Elles permettent ainsi I'étude d’'une

communauté complexe, simplifiée ou d’'un organisixtiqulier.

Ainsi, I'ADN extrait de la communauté microbiennie «métagénome») peut étre
analysé selon différentes techniques :
-par une étape d’amplification PCR suivie par cgmat séquencage des genes tels que ceux
de I'ARN ribosomal 16S donnant un acces a la pkylegdes membres de la communauté et
permettant une identification partielle de ces messb
-par des techniques qualifiées d’empreintes modééad (fingerprint) comme la DGGE et la
TGGE, la SSCP ou encore la T-RFLP ;
-En générant une banque métagénomique en clonesttaeinent 'ADN métagénomique
extrait d’'un héte bactérien. La banque pourra eesire criblée selon différentes méthodes ;
-Enfin, la derniére approche implique le séqueacdigect de 'ADN métagénomique par

shotgun (séquencage a haut débit, pyroséquencage).
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A cela on peut rajouter la quantification du nomtbeegénes ou I'expression de ce géne (suivi
des transcrits correspondant) grace a la PCR datwveidonnant une information sur
'abondance des genes cibles mais également surnigaau d’activité. Ces différentes
approches de métagenomique doivent étre complptéd@mpproche traditionnelle de culture

in vitro.

La plupart des études effectuées sur les agraotés microbiennes se sont basées sur
la distribution des séquences de I'ADNr 16S cergudonne aucune indication sur le niveau
d’activité des populations ou sur les membressadih effet, il est supposé qu’une partie non
négligeable des bactéries marines seraient dorsmaunteuraient un taux de croissance tres
lent, et que seulement une petite fraction sexaisiclérée comme métaboliquement active
(Sherr et al., 1999; Del Giorgio and Bouvier, 2002¢ plus, plusieurs études ont montré les
divergences existant entre la diversité microbienioienue a partir de I'ADN (fraction totale
de la communauté) et de I'ARN (fraction métabolimeat active) indiqguant que ces deux
approches sont complémentaires et nécessaires b comprendre I'écosystéme
(Troussellier et al., 2002 ; Moeseneder et al. 520Bodriguez-Blanco et al., 2009; Kamke et
al., 2010).

De plus en plus détudes ont entrepris l'amalyde la diversité microbienne
d’environnements divers dans le but de rechercles miodeéles communs ainsi que le
déterminisme de leur distribution dans I'environeetn(Martiny et al., 2006 ; Ramette and
Tiedje, 2007). Ainsi, la question de la nature uiste des micro-organismes s’est posée
Grace a la résolution croissante des nouveauxsatittudes disponibles, il est apparu qu’un
grand nombre d’especes rares eétaient communémerduvées dans la plupart des
environnements. Ceci reflete le remarquable patkle dispersion des micro-organismes
dans I'environnement confortant ainsi le concept_darens Baas Beckind'everything is
everywhere but the environment selects”. La diatidn des organismes dans
'environnement serait donc le résultat de factdussoriques, y compris la dispersion par le
vent, I'eau et les animaux, et des adaptationscanditions locales comme les changements
dans l'espace et du temps (Baas-Becking, 1934rntauh 2009).
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4.2. Perturbation de la structure des communautés itrobiennes

4.2.1. Définition
Les micro-organismes répondent naturellensnt variations de facteurs de leur

environnement (physico-chimiques, biologiques) aisdnt face a ces nouvelles conditions
environnementales. lls mettent en place des méuasisl'acclimatation physiologiques afin
de survivre et de maintenir un certain niveau #ét face a cette modification. Ces
stratégies d'adaptation et d'acclimatation créeeg dolts physiologiqgues au niveau de
l'organisme et peuvent modifier la composition @edmmunauté microbienne active. A leur
tour, les processus engendrés, pourront égalemedifier les caractéristiques de

'environnment proche (Figure 1-21) (Schimel et aD07).

ENVIRONNEMENT b b TP i

Survie / Compétition /
[ ETATPHYSlOLOG|QUE] Commensalisme / Synergisme [

Activité — croissance—

COMMUNAUTE MICROBIENN EJ
répartition des ressources

Composition - diversite
Stratégies de vie Ia‘

PROCESSUS | ___.----""
MICROBIEN

Figure I-21 : Représentation schématique des interactions envinment/physiologie microbienne,
composition de la communauté et processus de yétarme (modifié d’aprés Schimel et al., 2007).

A l'échelle de I'écosysteme, le « stress » est rglament considéré comme une
stimulation chronique (par exemple, la sécheregse)impose des colts physiologiques,
tandis qu'une « perturbation » est généralemensidéréee comme un événement subit qui
implique des perturbations physiques et/ou la nitétdirecte (incendie, les tempétes de vent,
récolte). A I'échelle microbienne, cette distinctiest moins claire, la composition et les
fonctions de la communauté microbienne pouvantvaronsidérablement en fonction de la
profondeur, des conditions rédox ou encore dedpadiibilité de la matiére organique ou des
nutriments (Jensen et al., 1993 ; Urakawa et 8002 Kopke et al., 2005 ; Jansen et al.,
2009). D’autres perturbations physiques fréquerdesime la houle, la marée ou la
bioturbation peuvent intervenir dans ces modifaa] c’est pourquoi, au niveau des

communautés microbiennes, nous emploiront le tekengerturbations.
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Les adaptations physiologiques que développeninles-organismes nécessitent un
temps de réponse plus ou moins long qui dépend antres, de l'intensité et de la rapidité de
la variation subie. Ainsi, comprendre les changamete composition des communautés

microbiennes passe par la détermination des factpuraffectent ces communautés.

4.2.2. Facteurs modifiant la structure des commidisau
Comme expliqué précédemment, a I'échelle microi@enles perturbations sont

nombreuses. Dans I'environnement, les micro-orgaess sont régulierement soumis aux
fluctuations de température, salinité, des gradightysico-chimiques de sulfure, d’oxygéne,
de pH ou de lumiére (Revsbech et al., 1983 ; Nddll.e 2005). Les interactions existant entre
les communautés microbiennes (le commensalismseyrergisme et la compétition) vont
également influer sur le devenir de la communarééente.
Les activitts humaines comme le développemeriain, [Iindustrialisation,

'aquaculture, le transport maritime ou encore darisme modifient sensiblement notre
environnement et par une action directe ou indretles peuvent également avoir un impact

sur les communautés microbiennes (Tableau I-4).

Tableau 1-4: Résumé des risques pour l'environnement maris B@x activités anthropiques
(Nogales et al.,2010)

Activité humaine Principaux polluants Impacts sgries

Agriculture / élevage Fertilisants, pesticidesjl@atiques Enrichissement en éléments nutritif$raphisation,

propagation de la résistance aux antibiotiques

Développement urbain  Déchets domestiques, bougsrdtéon Eutrophisation, agents pathogénes (basktriirus),

toxicité des produits chimiques et métaux lourds

Industries Déchets industriels, polluants orgarsque Toxicité, bioaccumulation, dép6ts atmosphériques

métaux lourds, radionucléides

Transport maritime Hydrocarbures, xénobiotiqueeii¢s) Toxicité, bioaccumulation, introduction désgs

antifouling et métaux lourds)

Extraction du pétrole / Hydrocarbures
raffinage
Tourisme Détritus (plastiques, cigarettes), décfésisux,
nutriments, hydrocarbures, xénobiotiques

Aquaculture Enrichissement organique, déchets fécau

antibiotiques

exotiques, dispersiagents pathogénes

Toxicité, bioaccumulation

Mort d'animaux sauvages, hypoxie / anoxie,
enrichissement en nutriments, développement dgses)|
dispersion d’agents pathogenes
Charge organique élevée, hypoxie / anoxie, dsspe
d’agents pathogénes,

introduction d'espéces exotiquesstiasces aux

Antibiotiques, métissage des poissons échappés
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Dans le contexte actuel ou la problématique devifennement est devenue un enjeu
politique, il s’avere indispensable de comprendrdesprédire la capacité des communautés
autochtones a se maintenir ou a se restructurecedait, I'effet des perturbations d’origine
anthropiques sur les communautés bactériennesressiocumenté. Des études ont montré
gue la structure des communautés bactériennescebtiée dans des zones contaminées par
les BTEX (Benzéne, Toluene et Xyléne) (Rdling et 2001), les antibiotiques et les HAPs
(Said et al., 2010) ou les pesticides (Widenfalkalet 2008). Néanmoins, la réponse des
communautés microbiennes peut diverger d’une édudee autre soulignant ainsi que leur

réponse face aux changements de I'environnemesit pées universelle.

4.2.3. Effet d’'une « perturbation » sur la struetdes communautés
Les facteurs de perturbation multiples coexiste¥g souvent dans un environnement

donné. Les effets de ces facteurs peuvent aloesa@iitifs, synergiques ou antagonistes ce
qui rend trés complexe les réponses possibles ariurpations et donc leur étude (Cloern,
2001 ; Paerl et al., 2006 ; Crain et al., 2008anhpleur et la fréquence de limpact ont
également leur importance bien que dans les é@sgst marins, la force de I'impact n'est
pas toujours proportionnelle a la quantité de @wita entrant dans le systeme. L'effet des

perturbations sur les communautés microbiennesemest schématisé figure 1-22.

PERTURBATION
(Maturelle, anthropique,
multifactorielle)

COMPOSITION DE LA
COMMUNAUTE
MICROBlENNE

RESISTA NCE
RESILIENCE
PAS DE
MODIFICATION

MODIFICATIONS

REDONDANCE
FONCTIONNELLE
FONCTION NON FONCTION
ALTEREE ALTEREE

Figure 1-22: Schéma simplifié des effets des perturbations esr dommunautés microbiennes
marines (d’'aprés Nogales et al., 2010).

76



CHAPITRE | : Synthése bibliographique

De maniére générale, une perturbation provoque rapense différente selon la
composition et les capacités de la communauté biemoe (Allison and Martiny, 2008 ;
Nogales et al., 2010). Une communauté adaptéenpenirer ungésistancea la perturbation
conduisant au maintien relatif de sa structureeetab capacités meétaboliques, dépendante de
l'intensité de la perturbation (Degens et al., 20@hilippot et al., 2008). Si la communauté
est adaptée mais sensible a la perturbation, lantorauté peut étre altérée mais se montrer
capable de revenir a sa structure initiaésifience (Girvan et al., 2005 ; Tobor-Kaplon et al.,
2006). Ce phénomene peut étre da a la flexibiliéammolique et a la tolérance physiologique
des micro-organismes, a des taux de croissancderapi encore une évolution adaptative
(transferts horizontaux) des micro-organismes.

Dans le cas d'une communauté sensible et non enésli la composition de la
communauté va étre modifiée. Au cours de la peatiobh ou dans les situations post-
perturbation, tous les taxons de la communauténems égaux. Certains, par leur capacité
a s'adapter a la nouvelle situation, peuvent pretelidessus sur les autres et en conséquence
accroitre leur représentation au sein de la comoténd.a nouvelle communauté peut
montrer des capacités fonctionnelles totalememérdiites. Dans ce cas, partant du principe
gue chaque espéce assure une part du processaagodarfemplacable, la fonction globale de
la communauté est modifiée.

La communauté peut également montrer descitépamétaboliques similaires a la
communauté d’originer¢dondance fonctionnell¢. Dans ce cas, le processus étudié est peu
affecté par le changement de la biodiversité, chagspece étant capable d'assurer le
processus considéré a la place des espéces suegrifiog nouvelle communauté peut
présenter des taxa qui sont fonctionnellement réaiots avec I'ancienne communauté, ou
alors des taxa fonctionnant differemment mais lacfion globale est assurée de la méme

maniere (Loreau et al., 2002).

Ainsi, le lien existant entre diversité et fton d’'un écosystéme est complexe et
dépend fortement des atouts fonctionnels de chdelses membres (Swift et al., 2004). Une
expérimentation sur le réle fonctionnel des baet&n milieu contrélé avec des assemblages
« artificiels » a été conduite avec I'objectif deuver une relation espece/processus (Bell et
al., 2005). A travers I'étude du processus dedairation bactérienne, ces auteurs confirment
gue les interactions synergiques entre les esg@asriennes ainsi que la composition des
communautés sont des facteurs importants qui jowemt un réle fonctionnel dans

I'écosystéme. Par conséquent, la réponse fonctilendes bactéries dépend de I'assemblage
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dont elles font partie (Hansen et al., 2007). Aflaxplorer les relations entre les fonctions
des écosystemes et la diversité, plusieurs asgéfgents de la diversité doivent étre pris en
compte : la richesse des especes, la présenceeaksslé et le nombre de groupes

fonctionnels (Bengtsson, 1998).

5. DYNAMIQUE ET DIVERSITE DES COMMUNAUTES MICROBIENNES DANS LES
ENVIRONNEMENTS CONTAMINES AUX HYDROCARBURES

Afin de mieux comprendre les processus de biodégjiaddes hydrocarbures situ
et par la suite d’améliorer les approches de biédation, il est primordial d'étudier
'écologie des communautés microbiennes dans les siontaminés (Watanabe, 2001).
L'étude de la dynamique (variations spatio-tempges¢ldes communautés microbiennes en
réponse a une contamination aux hydrocarbures est dhécessaire afin de mieux
comprendre l'importance et le role des différenpepulations bactériennes lors de la
biodégradation de ces polluants. Les approchesretilhdépendantes (moléculaires) ont
fortement contribué a la compréhension du compatendes communautés microbiennes
dans leur environnement et particulierement powsr ri@cro-organismes anaeérobies. Les
processus de dégradation mis en ceuvre sont desspusclents (Capone and Bauer, 1992) et
leur étude par les méthodes traditionnelles (iseldin demande parfois des conditions
expérimentales difficiles a mettre en oeuvre (Hanag et al., 1999 ; Heider et al., 1999).

Actuellement, peu d’études sur la réponse a unw@oonation sur des environnements
ont pu étre réaliséan situ du fait notamment de la difficulté a contaminersite « sain »
directement (Macnaughton et al., 1999 ; Ogino 2801 ; Roling et al., 2004b ; Miralles et
al.,, 2007b; Brussaard et al., 2010). De plus, Ides telles études, les parametres
environnementaux (e.g. température, pluie) peuvendre difficile linterprétation des
données obtenues. Une des alternatives possiblespptlier a cette contrainte consiste a
réaliser des expérimentations en microcosmes (Yakiet al., 2005 ; Roeselers et al., 2006 ;
McKew et al., 2007 ; Fahy and McKew, 2010).
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5.1. Reconstitution d’un environnement miniature

Les écosystemes expérimentaux ont pour but desemper I'environnement et sont
des outils importants pour I'évaluation des effddsfacteurs anthropiques sur les individus
d'un écosystéme. Leur utilisation facilite 'acc@ain certain nombre de propriétés physico-
chimiques, biologiques et toxicologiques en fowsaig des conditions contrdlées et sans
risque pour I'environnement (utilisation de produitarcinogenes, mutagenes). Ainsi, ils
permettent a I'expérimentateur de simplifier unt&ay® a ses fondamentaux, de contrbler
I'échelle, les effets de I'environnement et de irédithétérogénéité spatiale (Bloesch, 1988 ;
Perry and Troelstrup Jr, 1988). lls ont été largatmamployés dans I'étude des effets de
différents facteurs sur la structure des commusantécrobiennes, jouant ainsi un réle
important au cours de la derniere décennie daosrfgpréhension des écosystémes (Gremion
et al., 2004 ; Cappello et al., 2007b ; Stres t2808 ; Vercraene-Eairmal et al., 2010 ; Lee
et al.,, 2011 ; Verhamme et al., 2011). Ces unixpgementales sont appelées micro-, méso-
ou macrocosmes, l'utilisation de ces préfixes senz définir la taille du systeme. Ainsi
Bloesch (1988) a suggéré qu’un microcosme serain diolume inférieur & 1 ™ un
mésocosme, entre 1t 1000 m et un macrocosme serait supérieur & 108QBtoesch,
1988). La tallle, le type, la conception et la céewfié de ces unités expérimentales vont
varier d'une étude a l'autre, cependant, un enwvieoment naturel est trés complexe et de ce
fait, tres difficile a reproduire. Néanmoins, lezonception dépendra essentiellement de la
guestion scientifigue adressée. Il n'y a donc pasptbtocole général, mais plutét des
considérations a prendre en compte pour leur misplace. Ces systemes sont donc trés
flexibles. Ainsi, ils permettent I'étude de diffétes « matrices » (sable, sédiments), peuvent
simuler des environnements soumis a l'action degies ou de la marée ou également étre
congus pour apporter un minimum de perturbationsasstructure de I'environnement.

Les microcosmes offrent un bon compromis pour tiétudes communautés
microbiennes et offrent de nombreux avantages (faidyMcKew, 2010). Etant donné leur
taille (les plus simples sont réalisés en flacamsulture), ils peuvent étre préparés en grande
guantité (réplicats), précisément, rapidement &tildle colt, permettant ainsi de tester des
hypothéses avec une puissance statistique. En kEffeexpériences complexes doivent étre
congues avec suffisamment de réplications afinatlé&r au mieux l'effet des traitements
appligués. Les parametres tels que la tempérakeireH, l'agitation, la disponibilité en
oxygene, les accepteurs d'électrons, la concemtrain nutriments et substrats ou encore le

type et la quantité d'inoculum peuvent étre coag@hdividuellement.
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Il'y a également des limites dans l'utilisatdes microcosmes, notamment « I'effet
bouteille » (des communautés microbiennes diffé@emoussent a l'interface du milieu /
matrice et le bord du récipient). De plus, en ndosmes fermés, les nutriments et I'oxygene
peuvent s’épuiser et conduire a un « vieillissensedti systeme, des métabolites toxiques
peuvent également s'accumuler (Fahy and McKew, )20R0nsi, ['utilisation d’un
environnement simplifié  peut conduire a des réwmiltatronqués (taux de
dégradation, communautés non représentatives). Wdigation a donc soulevé la question
majeure de la représentativité des résultats obtametite échelle par rapport a la réalité de
'environnement, parmis la communauté scientifigbe. bref, dans quelle mesure peut-on
extrapoler les résultats obtenus en laboratoirer pprédire des modéles dans un
environnement naturel? Cette problématique a étewee par Head et al. (2006), et malgré
des divergences observées dans certains cas (Rélingl., 2002), de nombreuses
caractéristiques observées en microcosmes sordgndégal observées « sur le terrain » (Head
et al., 2006).

5.2. Dynamique des communautés microbiennes

Malgré la quantité considérable d'études sur laratgion microbienne des
hydrocarbures nos connaissances sur la dynamigadidle des communautés microbiennes
en réponse a la contamination pétroliere restecdrenimitées et exposées a de nombreuses
controverses. Ce mangque de connaissances est gilasrenarqué pour la dynamique des

communautés microbiennes anaérobies.

Ainsi, les études sur la dynamique des communamésobiennes se sont
essentiellement basées sur le géne codant pouNFAIRS desBacteria et la plupart des
connaissances acquises concernent les bactérieSiemerApres addition d’'un pétrole, un
phénomene de succession des populations bactésiééaea une utilisation séquentielle des
substrats au cours du temps a été rapporté (Geteale, 2000 ; Kaplan and Kitts, 2004).
Ainsi, la dynamique des communautés bactériennesnises a une pollution par des
hydrocarbures est dépendante de la nature desnuoatd#s et de la complexité des
molécules, ainsi que de I'évolution quantitativegetlitative de ces composés. Un modéle
décrivant cette dynamique a pu étre proposé (Figna® (Head et al.,, 2006). Dans une
premiere phase la communauté est dominée par def®riba qui vont dégrader les

hydrocarbures aliphatiques (par exemple du gé&tcanivoray. Au fur et a mesure que les
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hydrocarbures aromatiques deviennent plus abondants le mélange (due a la « disparition
» des aliphatiques), la communauté se modifie £bbctéries dégradant les hydrocarbures
aromatiques, prédominent a leur tour (par exemplgeshreCycloclasticu

Le suivi de la dégradation des alcanes, a montee lgs alcanes étaient dégradeés
séquentiellement en fonction de leur poids molémilgdu plus petit au plus haut).
Cependant, des résultats basés sur la dynamiquecatesunautés hydrocarbonoclastes
concernées (Alcanes mono-oxygénases de typetl|lll) ®nt montré la présence simultanée
et non pas séquentielle de ces différents groupeiset al., 2003). Il a donc été suggeéré que
les taux de croissance de ces différents groupegnagent pas identiques et que les alcanes a
longues chaines seraient tout simplement dégradiés daux plus faibles que les alcanes a
courte chaine. Par conséquent, la dégradation séegjle des alcanes ne serait qu’apparente
(Head et al., 2006).

Jour Semaine Mois Année

. 1 100 1,00( 1
f T T I I ]
Hydrocarbures aliphatiques
& faible poids moléculaire

Hydrocarbures aliphatiques
& haut poids moléculaire

Hydrocarburesaromatiquas
a faible poids moléculaire

Hydrocarburesarcmatiques
ahaut poids moléculaire

Fraction polaire

Spécialistes d=la dégradation
des alcanas(Aicanivorax spg.)

Spécialistes de la dégradation des
aromatiques (Cyclociasticus spp.)

Figure 1-23: Observation des changements de la composition pétrole et de I'abondance des
organismes impliqués dans la dégradation des hyimees en fonction du temps suite a une
contamination pétroliére (Head et al., 2006).

L’ajout de pétrole peut provoquer I'inhibition de d¢roissance de certains membres de
la communauté au profit d’organismes hydrocarbastek, plus adaptés aux nouvelles
conditions environnementales (Macnaughton et E)99; Yakimov et al., 2005). Par
exemple, I'exposition de la communauté microbieawe alcanes induit une augmentation du
nombre de copies des gerakB (Whyte et al., 2002 ; Heiss-Blanquet et al., 200@)is
également une diminution de leur diversité (Kuhmalgt2009). Il y a donc une sélection des

microorganismes capables dutiliser la nouvelle reeude carbone et d'énergie et
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restructuration de la communauté d’origine. Cesror@rganismes sont relativement peu
abondants dans un environnement vierge, de I'odér®,1% de la communauté cultivable
tandis que dans un environnement contaminé, eagemt représenter 100% des bactéries
viables (Atlas, 1981). Ainsi, de nhombreuses étumtgsobservé un changement important de
la structure des communautés initialement préseatesmoment de [|'exposition aux
hydrocarbures (Bordenave et al., 2004 ; Kaplan Kttd, 2004 ; Cappello et al., 2007). La
plupart du temps, une exposition aux hydrocarbgéectionne préférentiellement des
organismes a Gram négatif et en particulier Flegéobactéeriege.g. Alcanivorax(Yakimov

et al., 1998)CycloclasticugDyksterhouse et al., 199Mlarinobacter(Gauthier et al., 1992),
Oleiphilus(Golyshin et al., 2002Pleispira(Yakimov et al., 2003)).

Ainsi, les hydrocarbures peuvent entrainer une amggtion des populations
hydrocarbonoclastes (Syutsubo et al., 2001), unéeatte la diversité (Yakimov et al., 2005)
ou méme aucune modification (Evans et al., 2004linB et al., 2004b). En effet, les
communautés bactériennes exposées a des contaménatironiques et accidentelles ou
soumises a des antécédents de contamination nenfegt pas les mémes réponses
adaptatives (Carman et al., 1996 ; Hayes et a@9 1%¥vans et al., 2004 ; Greenwood et al.,
2009). Une étude récente a compare la réponserdmgnautés microbiennes issues d’'une
mangrove proche d’une raffinerie (subissant degd&@ments pétroliers) et d'une mangrove
gui n'avait pas été en contact avec le pétrolesijpg), suite a une pollution pétroliere
(Taketani et al., 2010). Il a été constaté quedittah de pétrole entrainait des modifications
structurales de la communauté bactérienne poutdes types de mangrove. Cependant, une
plus grande divergence a été constatée pour lanmangristine indiquant que les phylotypes
présents dans la mangrove polluée étaient plustaé@ss aux changementx provoqués par le
pétrole, alors que la communauté pristine a dlapted aux composeés pétroliers (Perez-
Jimenez and Kerkhof, 2005; Labbe et al., 2007;.efak et al., 2009). La communauté
bactérienne présente dans le milieu préalablemgrisé aux hydrocarbures aurait subi une
pré-sélection de populations minoritaires, capatderépondre rapidement a l'addition de
pétrole. Des études basées sur le géne codant pour 'ARNrobé également mis en
evidence la présence Atchaeadans plusieurs environnements ou des hydrocarsmets
présents, comme par exemple des gisements de gyétiemhs de I'eau contenue dans des
cavités souterraines de stockage de pétrole ou diemsquiferes contaminés (Magot et al.,
2000 ; Watanabe et al., 2002 ; Kleikemper et abD03). Parmis lesArchaea les
méthanogenes ont souvent été détectés en grande@idsai et al., 2005 ; Yoshida et al.,

2005 ; Liu et al., 2009). Actuellement la réponss communautés archées face a une
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contamination par des hydrocarbures dans des eméroents tels que les sédiments cotiers a
éteé tres peu étudiée et de ce fait est peu connue.

Des expérimentations en microcosmes (sédiments)pounitant été réalisées dans
I'objectif d’élargir les connaissances sur la ré&gwradaptative des archées (Rdéling et al.,
2004 ; Yakimov et al., 2005). Cependant, ellesrapporté leur échec dans I'amplification du
géne codant pour 'ARNr 168rchaeaaprés addition de tétradécane, phénanthréne ou de
pétrole. Il semblait donc que le pétrole avait dfetenégatif sur les archées et qu'elles
n'avaient vraisemblablement pas de réle dans laadétjon des hydrocarbures au sein des
sédiments. Pourtant lors de ces mémes études &actidn a été possible in situ aprés
contamination et dans le sédiment de départ. Caataés furent attribués a la difficulté de
reproduire les conditions environnementales négessaa un ré-ensemencement des
sédiments par des archées issues de I'eau de nmoweenant d’invertébrés vivant dans le
biotope en conditions naturelles (Rdling et alQ4£20

Une étude plus récente, réalisée sur des sédimeaniss collectés a 20 metres de
profondeur s’est également intéressée a l'impactpéiole sur la diversité des archées
(Miralles et al., 2010). Un enrichissement dagyarchaeoataenviron 73% du nombre de
séquences totales) et notamment atebéesmethanogénes a été constaté apres 503 jours de
contamination au pétrole suggérant cette fois-ar lenplication dans la dégradation du
pétrole et plus particulierement celle des méthaneg.

5.3. Dynamique et diversité des communautés anaélieb

L’étude des micro-organismes anaérobies est sou¢alisée en microcosme, ou a
partir de communautés microbiennes simplifieées tfces d’enrichissements) sous des
conditions anoxiques. Traditionnellement, la diggar de I'hydrocarbure étudié est reliée a
la disparition des accepteurs d’électrons £SONOs) ou & la production des composés
réduits (HS NO,, CH,) .L’ajout d’inhibiteurs spécifique du métabolismiblé est également
utilisé, ou encore la détection de métabolites iipées a certaines voies de dégradation
(succinates). Ainsi quelques études ont démontré das composeés aliphatiques et
aromatiques pouvaient étre dégradés dans des saédiro@tiers, portuaires et estuariens,
maintenus en anoxie (Coates et al., 1997 ; Rotleéret al., 2002 ; Kolukirik et al., 2011).
Grace a l'apport de la biologie moléculaire en égw, la diversité de certains de ces micro-
organismes a également été estimée dans des erennents contaminés, mais jusqu’a

présent trés peu d’études se sont intéressées Bnoespus de structuration de ces
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communautés suivant une contamination pétrolienasiAles connaissances accumulées

concernent principalement leur activité.

5.3.1. Etudes liées directement au processus dadhiimpn des hydrocarbures
A ce jour, peu de génes liés a la dégradation abhaédes hydrocarbures ont été mis

en évidencelfss, ass, bgret les bases de données de séquences sont paiesowe qui
restreint I'acces a ces communautés dans les dibraenvironnementaux. Jusqu’a présent,
seules la Benzylsuccinate synthase (Bss) et laB&&onenzyme A réductase (Bcr) servaient
d’indicateurs pour la dégradation anaérobie desposés aromatiques (Hosoda et al., 2005 ;
Song and Ward, 2005). Leur utilisation comme biaquoaur, et particulierement la Bss, pour
les études environnementales est bien documeni@asthioka et al., 2009). Cependant ces
enzymes sont impliquées dans la dégradation depax#a mono-aromatiques comme le
toluéne et le xyléne qui sont des hydrocarbures@etésentatifs des hydrocarbures retrouvés
lors d’une contamination pétroliére.

Récemment, la découverte de I'Alkylsuccinate sysgh#Ass), impliquée dans la
dégradation anaérobie des alcanes (Callaghan,e20418), a fourni un nouvel outil dans
'étude de la dégradation anaérobie et donc de elmsv perspectives pour ['étude
d’environnements contaminés. Ce gene a été misvelenee seulement chez quelques
souches (dénitrifiante et sulfato-réductrice), eedour seulement une étude sur la diversité
des alkyl succinate synthases dans différents sietaminés a été entreprise (Callaghan et
al., 2010). Ainsi, une grande diversité des geassAa été révélée dans ces sédiments
impactés par les hydrocarbures. La corrélationedigxkpression de ce gene et la dégradation
des hydrocarbures pétroliers a également été dééeoliors d’une incubation en microcosmes
(Kolukirik et al., 2011).

5.3.2. Les communautés microbiennes anaérobies

5.3.2.1. Communauté sulfato-réductrice

Plusieurs études ont démontré que les bactéridatsuéductrices (BSR) étaient
largement impliquées dans les processus de dégraddaservésn situ (Coates et al., 1996 ;
Coates et al., 1997 ; Phelps et al., 1998 ; HagdsLavley, 2002 ; Rothermich et al., 2002).
Leur dominance au sein de sédiments marins conésnain pétrole a été démontrée (Miralles
et al., 2007b ; Paissé et al., 2008), ainsi qustil@mulation de leur activité en présence
d’hydrocarbures (Kleikemper et al., 2002). Dansniajorité des cas, les banques de clones

basées sur le géne codant 'ARNr 16S ou les gemegibnnels ont mis en évidence la forte
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représentativit¢ des membres de la famille Desulfobacteraceaequi sont capables de
réaliser une minéralisation compléte de substreganiques et deBesulfobulbaceaequi
oxydent le propionate en acétate. Les membres dandlle des Desulfovibrionaceae
oxydant le lactate sont rarement retrouvés (Lagtaall., 2001 ; Dhillon et al., 2003 ; Knittel et
al., 2003 ; Mills et al., 2005 ; Lloyd et al., 20pBésekann et al., 2007).

A ce jour, une seule étude rapporte les modificatistructurales de la communauté
sulfato-réductrice face a une contamination péireli(Miralles et al., 2007a). Cette étude,
basée sur le géene codant 'ARNr 16S, a été réaliséeu dans un sédiment marin a 20m de
profondeur aprés contamination pétroliere. Leswagtent montré que les différents membres
de la communauté sulfato-réductrice ne présentgiast la méme réponse face a la
contamination. Ainsi, le groupe d&esulfococcus—Desulfonema—Desulfosaraire montré
de modifications qu’au bout de 503 jours de contatndn, contrairement au groupe des
Desulfovibrio—Desulfomicrobiumui en a montré au bout de 135 jours. Cette étudenc
démontré qu’il existe une grande variabilité daasrdponse aux hydrocarbures selon les
groupes considérés au sein de la communauté suffdtctrice.

5.3.2.2. Communauté dénitrifiante

La dégradation anaérobie des hydrocarbures en taomdie dénitrification a été
démontrée grace aux cultures d’enrichissement @sHB et al., 1990 ; Bregnard et al., 1996 ;
Yoshida et al., 2005 ; Callaghan et al., 2009). Mi@@ins des mesures de l'activité de
dénitrification, réalisées en microcosmes sur chffiés types de sédiments marins, tendent a
montrer que ce processus serait inhibé suite pddme pétrole dans le sédiment (Bonin et
al., 1990). En effet, a la surface du sédimenpélieole limite la pénétration de I'oxygene, ce
qui inhibe la nitrification, et par conséquent, dioe I'apport en accepteurs d’électrons pour
la communauté dénitrifiante. De plus, le pétrolgesmdre une diminution du potentiel rédox
favorisant les micro-organsimes sulfato-réductearts détriment des micro-organismes
deénitrifiants. Malgré tout, 'abondance des micrgamismes dénitrifiants n’est pas modifiée
et leur capacité a dénitrifier est toujours présedes résultats ont été confortés par une
analyse moléculaire quantitative des genes impdiglads la réduction de I'oxyde nitreux en
azote atmosphérique et des transcrits associésuKik@l et al., 2011). En effet, aucune
activité n'a pu étre détectée au sein du sédimentant 224 jours d’incubation avec du
pétrole. Néanmoins, une analyse plus fine du sédiméalisée par strate, a également

démontré que l'inhibition de la dénitrification ¢éi@au pétrole peut étre localisée dans les deux
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premiers centimetres du sédiment, et que I'actptét étre détectée dans la couche inférieure
des sédiments (Gilbert et al., 1997a).

Des résultats contradictoires ont également étporés, suggérant que le pétrole
n'est pas le seul facteur déterminant de I'actidééla communauté dénitrifiante. Ainsi, des
taux de dénitrification mesurés dans les sédimerotaminés se sont avérés comparables a
ceux des sédiments non contaminés montrant airsiagdénitrification n’était pas affectée
lors d’'un apport en pétrole (Bonin et al., 1994).denre®seudomonaa d’ailleurs été détecte

en forte abundance (85% des isolats).

5.3.3.3. Communauté méthanogene

Les connaissances sur la diversité de cesororganismes lors d’'une contamination
pétroliere sont limitées et ont été principalemamsdumulées grace aux analyses basées sur le
géene codant 'ARNr 16S évoquées précédemment. Réeaim la quantification des génes
ainsi que des transcrits de la McrA dans un sédim@mtaminé au pétrole a démontré que les
méthanogenes présentaient une forte activité dessadiments (Kolukirik et al., 2011). Des
études antérieures en microcosmes ont démontahieersion d’alcanes en méthane (Zengler
et al., 1999 ; Anderson and Lovley, 2000 ; Joneal.et2008), néanmoins, I'oxydation des
alcanes dans ces conditions résulte d’'interacgngrophiques (Zengler et al., 1999). Ainsi,
au sein de cette communauté hydrocarbonoclastmnemunauté méthanogéne n’intervient

gue dans I'étape finale de minéralisation. Par équent, leur réle reste encore peu connu.

5.4. Impact de la bioturbation sur les micro-organsmes dans un environnement

contaminé aux hydrocarbures

Actuellement, les connaissances acquises surtl’ééfda bioturbation sur la structure
des communautés microbiennes dans un environnecoetaminé aux hydrocarbures sont
limitées. Néanmoins, les études réalisées suggegeat les terriers construits par la
macrofaune abritent une communauté hydrocarborteci@sobie qui lui est propre. En effet,
des sédiments marins issus de terriers de diffei@ganismes bioturbateurs ont été collectés
et leur potentiel de dégradation a été testé sfiéreints hydrocarbures avec différents
accepteurs d’électrons (oxygene, nitrates, fel, (Hulfate). Les résultats ont indiqué que la
dégradation du benzéne, de HAPs et de I'hexadérawait lieu qu’en présence d'oxygene

(Chung and King, 1999). De plus, une nouvelle esgegactérienne hydrocarbononoclaste,

86



CHAPITRE | : Synthése bibliographique

Lutibacterium anuloederansa été isolée d'un terrier du polychaele virens par
enrichissement sur phénanthréne (Chung and Kir@j,)20

Deux autres études basées sur l'analyse du gérantcARNr 16S (T-RFLP et
RISA) ont également mis en évidence des profilé&diht de communautés bactériennes
entre le sédiment contaminé bioturbé et non biégwn présence de pétrole et de naphtaléne
(Cuny et al., 2007 ; Naslund et al., 2010). Dangprdemier cas, ces différences ont été
corrélées avec les différences de taux de dégomdatbtenus, les sédiments bioturbés
montrant un taux de deégradation plus important. sDéautre cas, l'augmentation de
'abondance de la meiofaune entraine effectivendest modifications de la structure de la
communauté bactérienne mais diminue égalementgda fsignificative la minéralisation du

naphtaléne (Naslund et al., 2010).

Enfin, en 1997, un modeéle basé sur I'étude de hatrifécation, donc lié aux activités

microbiennes, a été établi dans des sédimentsrbést{Gilbert et al., 1997b) (Figure 1-24).

e saasesy
(A} ZONE NON BIOTURBEE {B) ZONE BIOTURBEE

Figure 1-24 : Dénitrification et distribution des hydrocarbureart les sédiments lié a a la présence
de la macrofaune. L'épaisseur des différentes cesictu sédiment et des fleches sont représentatives
de l'intensité des processus. HC: hydrocarburesy:Niitrification, DEN: dénitrification, SULF:
sulfato-réduction (Gilbert et al., 1997b).

Comme évoquée précédemment, lors d’'un apport emwlpgties conditions anoxiques
s’établissent rapidement a la surface du sédimént @es conditions sont principalement
dues a une forte activité des micro-organismes bé&soqui consomment rapidement
'oxygéne, mais également a I'effet couvrant duqétqui limite la pénétration des solutés au

sein du sédiment. Par conséquent, ces nouvelladitioms vont entrainer l'inhibition de la
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nitrification et induire une forte activité sulfatéductrice. La production de sulfures en
grosse quantité inhibant a son tour la dénitriftcat Au contraire, la présence de la
macrofaune dans les sédiments contaminés (B) augrtzepénétration de l'oxygene au sein
du sédiment et induit la création de micro-nichegwes et anoxiques. Cet apport en oxygene
limite 'anoxie des sédiments a la surface et paséquent, stimule la nitrification et déplace
la sulfato-réduction dans les couches plus proferiesédiment. Enfin, I'enfouissement des
hydrocarbures dans les couches inférieures du sédliina soit stimuler la dénitrification
(hydrocarbures en petite quantité), soit renfosmar inhibition en intensifiant les conditions

anoxiques du sédiment et la sulfato-réduction @gagiantité d’hydrocarbures enfouis).

Considérant tous les éléments énoncés précédemmant« réponse » des
communautés microbiennes des sédiments marinsa liggport en hydrocarbures apparait
comme un processus complexe. Cette réponse resteeepeu connue surtout en ce qui
concerne les communautés microbiennes anaérobigswpnt pourtant un réle primordial
dans la dégradation de la matiere organique desneats marins. Elle est également
dépendante des autres organismes présents au eseliieécdsysteme et notamment des
organismes fouisseurs qui modifient considérablérem environnement. Les interactions
biotigues entre la macrofaune benthique et leséhast dégradant les hydrocarbures ont été
peu étudiées jusqu’a présent. La plupart des étuelsEnsées jusqu’a présent s’appuient
essentiellement sur I'effet structurant de la bio&tion sur la communauté microbienne ou
'impact de la bioturbation sur la dégradation daéuules cibles.

Dans ce contexte, le travail de thése présenté aisapporter des connaissances
supplémentaires dans la compréhension des processusbiens de restauration de
'écosystéme en tenant compte de la macrofaunehiogiet La réalisation de ce travail de
recherche a nécessité une approche pluridiscipdiretila mise en place de microcosmes. Il
s’agissait de :

- déterminer si la macrofaune benthique modifie lescgssus de structuration des
communautés microbiennes mis en place lors d’unetaodnation pétroliere,
notamment par I'étude de la dynamique de diffésentenmunautés microbiennes,

- caractériser ces modifications en caractérisant desmmmunautés microbiennes
obtenues,

- déterminer si ces modifications peuvent étre reli@d’ efficacité de dégradation des

hydrocarbures,
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Un intérét particulier a été porté aux communaumésaboliquement actives et plus
particulierement aux communautés anaérobies.

Cette étude a mis en ceuvre des analyses de divergitobienne et l'isolement de
consortium microbiens anaérobies hydrocarbonoda@RREM-EEM, Pau), le suivi de la
dégradation des hydrocarbures (Cedre, Brest), lei sle I'évolution quantitative du
vanadium (IPREM-ECABIE, Pau) et I'évaluation du eeriement sédimentaire lié a la
présence de la macrofaune (LMGEM, Marseille).
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CHAPITRE II: Procédures experimentales

1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

1.1. Site de prélévement

Dans le cadre du projet DHYVADggradation d1Y drocarbures dans IagAsiéres),
des sédiments vaseux situés sur '’Aber Benoit tintetueillis a 'automne 2007 en vue de
mettre en place le dispositif expérimental. L’AliBanoit est situé au nord ouest du Finistére
en région bretonne et s'étale sur 8 km de long.eStuaire est long de 12 km et s’étale sur 8
communes pour terminer sa course dans la Manchsu@aficie totale est de 140 kmz. Le
site de prélévement se situe au sein de la comaiieéglonou (Figure II-1 ; 48°33'12.40"N
- 4°32'8.69"W).

Figure 1I-1 : Localisation géographique de I'aber Benoit dansdéamune de Treglonou
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Ces sédiments ont montré un pH= 7,8 avec une temeuaarbone organique de 6,8%
et une salinité de 3,5%0. La teneur en eau des sfilina été estimée a 60% et une analyse
chimique a détecté environ 4 mg d'hydrocarburegdrimues par gramme de sédiment sec
dans la couche supérieure du sédiment (0-2 cm)ddmsité et la caractérisation de la
macrofaune autochtone a été réalisée a partir dis tarottes prélevées sur le site

d'échantillonnage (Tableau I1-1).

Tableau II-1: Dominance (%) des espéces macrobenthiques reggsis trois carottiers prélevés
sur site (C1, C2 et C3)

C1 c2 C3
Nereis diversicolor 26,09 0 31,82
Nephtys hombergi 4,35 0 0
Hydrobia ulvae 69,57 83,33 50
Mya arenaria 0 16,67 18,18

Quatre especes différentes caractéristiqgues desirest envasés ont été recensées dont
Hydrobia ulvae un gastéropode, est I'espéce dominante. La densibyenne de la
macrofaune autochtone a été estimée a 2419 + 6¢08i7 et la densité du polychadiereis

diversicoloratteignait 509 ind.f correspondant & une biomasse de 61°g.m

1.2. Expérimentation en microcosmes

1.2.1. Mise en place du dispositif expérimental
Afin de mettre en place I'expérimentation en miosmwes, 12 blocs de vases ont été

prélevés avec soin a I'aber Benoit grace a un mystie boite d’allumette, afin de préserver la
structure de la vase (Figure II-2). lls ont ensaite transférés dans des bacs recouverts d’'une

membrane géotextile (65 cm x 50 cm x 41 cm; env@@h. de sédiment).
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(A) Démoulage du bloc de vase  (B) Transfert du bloc de vase dans
un bac recouvert d’'une membrane
géotextile

Figure II-2: Prélevement des sédiments vaseux sur le site é'étud

Les douze microcosmes ont ensuite été raccordésdispositif alimenté en eau de
mer provenant de I'aquarium Océanopolis (BrestyuFé 1l-3). Cette eau est naturellement
filtrée (sable) et traitée aux UV. Grace au diso$ourni par le CEDRE (Centre de
Documentation, de Recherche et d'Expérimentatiamsles pollutions accidentelles des
eaux), des cycles de marées (12 heures) ont éli§ugp L'arrivée d’eau est programmée a
chaque marée montante, ainsi I'eau est renouvetéague cycle de marée (20 L par boite).
A marée haute, le niveau d'eau est maintenu a@ndrcm au-dessus de la surface des
sédiments grace a un robinet flotteur. Enfin, cleahac est relié a un seau collecteur lui-
méme placé sur une table élévatrice au centre shositif. Celle-ci est programmée pour
s’abaisser au moment de la marée descendant@setes bacs se vident progressivement de

leur eau qui est déversée au centre du dispositif.

Approvisionnement en eau de mer

Bac équipé de :

- membrane géotextile

- robinet flotteur

- tuyau d’évacuation des eaux de
marées

i, Table élévatrice avec collecteur des
eaux de marées

Figure 11-3:Dispositif expérimental

Aprés 7 jours de stabilisation des sédiments, droleébrut BAL 110 et des polychaetes

Nereis diversicoloront été ajoutés dans les microcosmes, afin delsimune pollution
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pétroliere et d’augmenter l'activité de bioturbatiau sein des sédiments. Ainsi, quatre
conditions ont été appliquées en triplicata (N2¥:1

(1) CTRL: sédiment seul,

(i) BAL.: ajout de pétrole (BAL 110) dans les sédiments

(i)  NEREIS: ajout de polychaetds diversicolordans les sédiments

(iv) NEREIS+BAL : addition simultanée de pétrole (BALO)let de polychaeteN.

diversicolor.

L’expérimentation a duré 270 jours, de novembre72d{Lillet 2008.
L’ordre des microcosmes autour du dispositif aatéisi par tirage au sort afin de ne pas
influencer les résultats par leur disposition. Ailes quatre conditions sont représentées de

facon aléatoire autour du dispositif.

Ajout du pétrole dans les microcosmes

La couche supérieure des sédiments de chaque wsonec(0-2 cm) a été collectée,
ces sédiments ont ensuite été mélangés puis hogisgénCe mélange a ensuite éte divisé en
deux. Du pétrole BAL 110 a été ajouté a I'une desxdparties a une concentration finale de
25,6 mg.gt de sédiment sec. Le tout a ensuite été homogémiéjséreusement avec un
mélangeur. Les sédiments sans pétrole ont égaledéritomogénéisés en paralléle afin de
subir le méme traitement. Enfin, les sédimentsébdtrépartis entre les microcosmes et étalés
a la surface des sédiments (couche 0-2 cm). Lengddicontaminé a été réparti entre les
microcosmes BAL et NEREIS+BAL, et le sédiment namtaminé entre les microcosmes
CTRL et NEREIS.

Le pétrole choisi pour I'expérimentation (BAL 11@rabian light) est un pétrole brut
leger étété a 110°C. Autrement dit, ce type deopgtest en grande partie compose
d’hydrocarbures saturés (environ 60%) et en plidefgroportion (28%) d’hydrocarbures
aromatiques (Figure 11-4). Il a été choisi pourfede teneur en hydrocarbures aliphatiques
étant considérés comme plus facilement biodégradabl

10% 2

[l SATURES

M AROMATIQUES
RESINES
ASPHALTENES

Figure lI-4 : Composition type d'un pétrole brut Iéger de typd.BA
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Ajout des polychaetes

Afin d’augmenter les activités de bioturbation &insdes microcosmes, la biomasse
initiale des polychaeteBl. diversicolora été augmentée de 10 fois. Autrement dit, 473
individus.m? ont été rajoutés correspondant & une biomasse lde ggn’ dans les
microcosmes NEREIS et NEREIS+BAL.

Ces annélides polychétes appartiennent a la facheiéeNereididae et font partie des
especes macrobenthiques les plus représentées lemarsediments coétiers sablo-vaseux
(Figure 1I-5) (Clay, 1967 ; Kristensen, 1988b). sladaptent trés bien aux fluctuations de la
salinité et de la température et survivent dansetw&onnements relativement pollués. En
général, leur taille adulte varie de 2 a 10 cmadwylet leur densité est comprise entre 50 et
5000 ind.n? (Kristensen, 1988b). Ils vivent dans un terrieffeme de « U » ou de « Y »,
tapissé de mucus qu’ils sécretent. Les terriers activement irrigués et avec le temps, ils
peuvent se développer en un réseau de galeriggnaié plus de 20 cm de profondeur
(Gerino and Stora, 1991 ; Davey, 1994). Ces orgagssprésentent un mode de nutrition
déposivore, se nourrissant a la surface des sétimex alentours de leur terrier (Esselink
and Zwarts, 1989). Cependant, flsuvent également étre suspensivores, filtrant letales
particules (plancton) a travers un filet de muausein de leur terrier (Riisgard, 1991).

Figure I1-5 : Polychaete Nereis diversicolor htfp://www.univ-
lehavre.fr/cybernat/pages/neredive.hitm

Ajout des luminophores

Le remaniement sédimentaire lié aux activités ddgcpaetes a été estimé grace a
I'ajout de traceurs particulaires fluorescents, teminophores (Gilbert et al., 2007). Ces
particules inertes ont été ajoutées dans tous ieoesmes une heure apres l'introduction

des polychaetes. Ainsi, une suspension de lumirmeghoranges (100 g, 63-125 um) a éte
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homogénéisée et répandue a la surface des micresofifigure 11-6). A 180 jours, des

luminophores de couleur verte ont également étét@ja la surface des microcosmes,

témoignant cette fois-ci de l'activité de remanietndes trois derniers mois d’incubation
(180-270 jours).

Figure II- 6: Vue des microcosmes avant (a gauche) et apresdieji’ajout des luminophores
oranges.

1.2.2. Stratégie d’échantillonnage
L’échantillonnage a été réalisé a 2, 7, 3Q,18D et 270 jours d'incubation, le temps de

référence (t0) correspondant a l‘ajout de pétraleles polychaetes dans les microcosmes.
Pour chaque prélevement effectué, un récipient dmenvolume a été placé au sein du
sédiment afin d’éviter de déstructurer le sédiment.

Analyses moléculaires

Au total, 5 prélevements par microcosme ont étécais dans la partie supérieure du
sédiment (0-2 cm, eppendorf de 2 ml). De plus, éadé d'une seringue, deux autres
prélevements réalisés dans la hauteur 0-5 cm dmegtiont été réalisés en conservant sa
structure pour I'étude de la stratification. Leshatillons ont été conservés a -80°C en
attendant d'étre analysés.

Par conséquent, pour chaque condition et & champst les analyses moléculaires ont été
réalisées sur six réplicats. Nous avons distindggséplicats d'échantillonnage (échantillons
issus du méme microcosme, N=2), et les réplicattofiques (nombre de microcosmes,
N=3). Ainsi, les réplicats issus du méme microcosioes permettent de tenir compte de la
variabilité existant au sein du sédiment.
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Analyses chimiques

Deux prélévements par microcosme ont été réaliags des tubes Falcon de 50ml (O-
10 cm) en conservant la structure du sédiment dartzauteur pour les analyses chimiques
des hydrocarbures et du Vanadium (un prélevemeranzyse) (N=3).

Analyse du remaniement sédimentaire

Environ un tiers de chaque microcosme a été présdeg différents prélevements

dans le but de quantifier le remaniement sédimenéaia fin de lI'incubation (270 jours).

2. TECHNIQUES MOLECULAIRES

2.1. Extraction des acides nucléiques

2.1.1. Extraction des acides nucléiques totauxsddanents issus des microcosmes (0-2 cm)

2.1.1.1. Extraction de 'ADN génomique total

Les ADNs génomiques ont été extraits de 24 échamil a chaque temps (2
prélevements par bac et 3 microcosmes par condstioré temps). Les extractions ont été
réalisées a partir de 250 mg de sédiments a l@iddat commerciallltraCleanTM Soil DNA
isolation kit (MoBio Laboratoires) selon les recommandations alurfisseur. Au préalable,
min, 5000 g). Une fois extraits, les ADNs génomgjoat été aliquotés et conservés a —20°C
pour une conservation a court terme et -80°C paoeraonservation a long terme dans 50 pl
d’eau milliQ.

Ce kit combine deux types de lyse cellulaire, yse Imécanique par broyage et une
lyse chimique. En outre la rapidité d’exécutionaftre I'utilisation d’'un kit d’extraction, il
permet également des extractions homogenes eerfamilt reproductibles limitant ainsi les
biais inhérents a I'extraction d’ADN (important $ode I'analyse de la diversité microbienne).

2.1.1.2. Extraction de 'ARN total

Les ARNSs totaux ont également été extraits de Zhrédlons a chaque temps (2
prélevements par bac et 3 microcosmes par condstioré temps). Les extractions ont été
réalisées a partir de 2g de sédiments l'aide dadtimerciaRNA PowerSoilTM Total RNA

Isolation Kit (MoBio Laboratoire) selon les recommandations alurriisseur. Ce kit combine
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également les deux types de lyse cités précédemidert fois extraits, les ARNs ont été
aliquotés et conservés a -80°C dans 100 pl d'ediéérau DEPC (Diethyl pyrocarbonate).

Ce kit a été sélectionné parmi d’autres car ilaffun bon compromis quantité /
qualité des ARNSs ainsi que la possibilité de trdeaavec de grandes quantités de sédiments,
indispensable pour obtenir une quantité suffisdfA&N total.

Des précautions particulieres ont été appliquées de la manipulation des ARN,
notamment ['utilisation de consommables certifietRNase-free » autoclavés, ou encore
I'utilisation de solutions et de matériels (pipsttgaillasse) traités avec une solution de

diéthyl pyrocarbonate (DEPC) stérile.

2.1.3. Extraction de 'ADN génomique total des ards d’enrichissement et des souches
bactériennes

Les extractions d’ADN génomique total des $mscbactériennes ont été réalisées sur les

culots bactériens obtenus aprés centrifugationcdétares (10 min, 8000 g), a I'aide du kit
commercial UltraCleanTM Soil DNA isolation kit(MoBio Laboratoires) selon les
recommandations du fournisseur. Une fois extreEass ADNs génomiques ont été aliquotés et
conservés a —20°C pour une conservation a couanetet -80°C pour une conservation a long
terme dans 50 pl d’eau milliQ.

Les extractions de I'ADN génomique des cukudienrichissement réalisées sur les
différents hydrocarbures a également été réalis¢aide du kit MoBio, cependant, au
préalable, les cultures ont été filtrées (30 ndétate de cellulose), et les filtres broyés dans

I'azote liquide.

2.2. Controle de la qualité, de la taille et évalueon de la concentration des acides

nucléiques par électrophorese

Apres extraction, la qualité et la taille d®BNs et ARNs extraits ont été veérifiées par
électrophorése sur gel d'agarose. Les gels comtien&Po (m/v) d’agarose dans un tampon
TBE 1X (Acide borique 90 mM, Tris-base 90 mM, EDP2A mM pH 8.3). La migration des
différents échantillons a été réalisée sous ungiderde 100 V pendant 30 minutes environ,
en parallele de la migration d’un marqueur de pomséculaire (Smart Ladder, échelle de
200 a 10 000 pb, Eurogentec). Apres 15 minutes darsin de bromure d’éthidium a une
concentration de 0,5 pg.ml-1 (BET : agent intemtiatie I'ADN), les gels d’agarose ont été
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placés sous lumiére UV afin de visualiser par #sgence la qualité et la quantité des ADNs
et des ARNs extraits.

2.3. Réactions de polymérisation en chaine et pughtions

2.3.2. La polymérisation en chaine (PCR)
La PCR est une technique de réplicatiorvitro ciblée qui permet d'obtenir, & partir

d'un échantillon complexe et peu abondant, d'ingpbes quantités d'un fragment d'ADN
spécifique. Elle repose sur la synthese enzymatdja®N a partir de deux amorces de
polarité opposée encadrant le fragment a ampliBaiki et al., 1985 ; Mullis et al., 1986).
L’amplification du fragment d’ADN cible est export@ile. Un thermocycleur automatisé
répete des cycles de trois étapes : la dénaturdédADN (1 min a 94°C), I'hybridation des
amorces a la température d’hybridation, (Table&) kt la synthése du brin complémentaire
grace a une ADN polymérase thermostable (45s a/KiSRases). L'ensemble des cycles de
PCR est précédé par une étape de dénaturatiorAD® 1{10 min a 94°C) et suivi d’'une
élongation finale (10 min a 72°C). La réaction dERPest préparée dans un volume
réactionnel final de 5@l contenant ’'ADN matriciel, 0,21M de chacune des deux amorces
utilisées (Tableau II-2), 0,2 mM de dNTPs, 0,5 & B, de Tag polymerase (Ozyme) en
fonction du géne a amplifier avec son tampon réantl 1X final. Dans le cas de la T-RFLP,
I'amorce forward (F) est fluorescente, elle partam fluorochrome en 5’ (FAM : 5-carboxy-
fluorescéine).

Dans le cas d’amplification qualifiée de difficildans notre cas I'amplification des
ADNCc environnementaux, un protocole de PCR nichésami-nichée a été employé. Il s’agit
d'une PCR effectuée sur le produit d’amplificatiofune premiére PCR. La premiere
amplification est effectuée avec des amorces dkesxternes », puis une seconde
amplification est réalisée a partir du produit deofemiére PCR avec des amorces qualifiées
d’interne au premier fragment obtenu. Dans le easdPCR semi-nichée, lors de la deuxieme

PCR une des deux amorces du deuxieme couple estwoenau premier couple.

Pour l'analyse de la diversité par T-RFLP, en PG¢hée, seul le deuxiéme couple
d’amorce est marqué pour l'analyse. Bien que dettbnique de PCR puisse induire une
diminution de la diversité, elle apporte aussi yies grande sensibilité et spécificité
d’amplification. La vérification des amplificatio®®CR par comparaison avec un ADN positif
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est ensuite réalisée par électrophorese sur ggaiae de 1 %. (les conditions de migration

sont identiques a celle décrites précédemment).

Tableau II- 2 : Caractéristiques des différentes couples d’aresratilisées lors des PCRs de notre

étude. (1) PCR Touchdown : 56°C — 0,5°C / cycled@xcycles), 54°C (x 30 cycles);

Touchdown : 60°C — 1°C / cycle (x 10 cycles), 50¢B0 cycles)

(2) PCR

R o Température Taille de
Gene ciblé et
Séquence (5'-3") d'hybridation  I'amplicon  Références
amorces
(T) (pb)
ARNr 16S bactérien
63F CAG GCC TAA CAC ATG CAAGTC
58 1300 (Marchesi et al., 1998)
1387R GGG CGG WGT GTAA CAA GGC
ARNr 16S Archaea
21F TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA
55 900 (DeLong, 1992)
958R YCC GGC GTT GAMTCC AAT T
nirS
nirS1F CCT AYT GGC CGC CRC ART
54 (1) 800 (Braker et al., 1998)
nirS6R CGT TGAACTTRCCGG T
dsrAB
dsriF ACS CAC TGG AAG CAC G
54 1900 (Wagner et al., 1998)
dsr4R GTG TAG CAG TTA CCG CA
dr619AF GYC CGG CVT TCC CSTACA A )
54 1300 (Giloteaux et al., 2010)
dsr1905BR RTG HAC SGC GCC GCA CAT
mcrA
ME1 GCM ATG CAR ATH GGW ATG TC 50 490 (Hales et al., 1996)
MLR TTC ATT GCR TAG TTW GGR TAG TT (Luton et al., 2002)
MLF GGT GGT GTM GGA TTC ACA CAR TAY GCW ACA
GC 55 470 (Luton et al., 2002)
MLR TTC ATT GCR TAG TTW GGR TAG TT
alkB
alkB 2F CAYGARYTGGGYCAYAA .
50 (2) 414 (Paisse et al., 2011)
alkB 1R AACTAYNTYGARCAYTACGG
alkB 3F TAYGGNCAYTTCTWYRTYGAGCA )
50 344 (Paisse et al., 2011)
alkB 1R AACTAYNTYGARCAYTACGG
vecteur de clonage
M13F CTG GCCGTCGTTTTAC 54 Variable ~ TOPO TA Cloning®
M13R GGT CAT AGC TGT TTC CTG (>200)  (Invitrogen)

Y=CIT ; K= G/T ; R=A/G ; B=C/G/T ; M= A/C ; D=A/ G/T; V= AICIG ; H= A/CIT

102



2.3.2. La rétrotranscriptioim vitro des ARNs
Avant l'utilisation des ARNs pour une rétrotranption, les ARNs sont traités a la

Dnase afin d’éliminer d’éventuelles traces d’ADNoseles recommandations du fournisseur
(Turbo DNA-free™, Ambion). L’élimination totale ADN est vérifiee par une PCR réalisée
sur I'ARN traité avec les amorces ciblant 'TARNrS.6L’'absence d’amplification atteste de
I'efficacité du traitement.

La rétrotranscription (RT) est une technique quimp la synthese d’un brin d’ADN
complémentaire (ADNc) a partir d’'un brin matricABN grace a une transcriptase inverse.
La réaction de RT a été réalisée a partir d’hexamatéatoires (Roche) et deNmwloney
murine leukemia virus reverse transcriptafgdSB Corporation). Le protocole classique du
fournisseur de la RT a été suivi. Il comporte umenpere étape de dénaturation du mix
ARNs-hexameres pendant 5 min a 75°C puis 5 min danglace. Un deuxieme mix
comportant 'enzyme (RT), des dNTPs ainsi que hepan de I'enzyme on été rajouté avant
d’'incuber 2h a 42°C, puis la réaction est stoppgreupe incubatuion de 5 min a 95°C. Les
produits de RT ont ensuite été directement utilE@g une réaction de PCR ou conservés a —
20°C. Pour vérifier que la réaction PCR est bialisée a partir des ADNc et non a partir
d’ADN « résiduel », un controle PCR négatif aved’eetrait d’ARN non rétro-transcrit a été

réalisé en parallele.

2.3.3. Purification des produits PCR
Les produits PCR en solution ont été purifiés &léadu kit commerciaGFX™ DNA

and Gel Band Purification Ki{GE Healthcare). Cette purification a pour but dpaser les
fragments d’ADN amplifiés du milieu réactionnel BER (protéines, sels, dNTPs résiduels)
ainsi que I'excés d’amorces non utilisé. La quaditéa taille des produits de PCR purifars

été vérifiées par électrophorése en suivant leses@wonditions que celles décrites ci-dessus.

2.4. Analyses moléculaires de la diversité

La diversité a été appréciée a deux niveaux: lardité taxonomique, soit 'ensemble
des bactéries et des archées présentes dans St&mosyetudié et la diversité fonctionnelle,
soit I'étude des micro-organismes impliqguée danprogessus particulier.

Pour la diversité taxonomique, le géne cible ddie résent dans l'intégralité de la
communauté étudiée. Le gene choisi est le genentguaur 'ARNr 16S qui est tres
conserve. Ainsi ce gene est un excellent margteuamomique car 2 individus présentant

des séquences différentes d’ARNr 16S peuvent @nsidérés d’especes ou de groupes
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d’especes différents. Pour la diversité fonctiolmedlusieurs genes cible ont fait I'objet de
notre étude : des géenes clés impliqués dans dsscgiogéogéochimiques, ainsi que dans la

dégradation aérobie des alcanes.

2.4.1. Analyse du polymorphisme de lonqueur degnfients terminaux de restriction

(Terminal-Restriction Fragments Length-PolymorphisiRFLP)

2.4.1.1. Principe

La méthode de T-RFLP a été développée en 1997¢flLal., 1997). Cette technique
repose sur la détection de fragments terminaux ekdriction (Terminal Restriction
Fragments, T-RFs) d’'un gene d’intérét. Le génetéiigt est amplifié par PCR grace a des
amorces marquées a l'aide de fluorochrome, puisal@plicons sont digérés par des
endonucléases de restriction. Les T-RFs marquégnobt sont ensuite séparés par
électrophorése capillaire et permettent d’obteng ampreinte moléculaire de la communauté
bactérienne, que celle-ci provienne d’'un environeeinsimple ou complexe (Hartmann and
Widmer, 2008). La longueur de ces T-RFs peut vafiene espéce a I'autre selon la position
de la séquence nucléotidique reconnue par I'enzye® populations bactériennes sont ainsi
représentées par la taille en paires de base @tguls fragments de restriction terminaux
respectifs. Les avantages majeurs de cette teahrsgmt (i) son niveau de résolution
(Clement et al., 1998 ; Blackwood et al., 2003)), §on excellente reproductibilité de
signatures de la diversité (ii) le traitemerirdgrand nombre d’échantillons (technique a
haut débit). La T-RFLP a été largement utiliséerpgiiudier les communautés bactériennes et
elle est particulierement recommandée pour étutker profils complexes de communautés

(Hartmann and Widmer, 2008). C’est donc un outisgant pour comparer les communautés.

2.4.1.2. Protocole expérimental

L’amplification des ADNs ou ADNCc est réalisée awtes amorces fluorescentes. Le
marquage de ces oligonucléotides est réalisé xatidn d’un fluorochrome au niveau de leur
extrémité 5 (dans notre cas: 5’-carboxy-fluor@seéphosphoramidite noté FAM). Les
mémes conditions de PCR décrites plus haut orapgtiquées.

Environ 100 ng des produits PCR purifiés sont gassoumis a des digestions
enzymatiques par différentes endonucléases deictiestr (Table 11-3) selon les
recommandations du fournisseur (New England BiolLah®s enzymes de restriction
utilisées reconnaissent des sites spécifiquesivigels a 4 paires de bases et présentent ainsi

une fréquence de coupure important&=p%6 paires de bases). L’hydrolyse est réalisés dan
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le tampon réactionnel préconisé par le fournisseec 3 unités d’enzymes. Une incubation
de 3 heures est réalisée a la température optidiatdivité de I'enzyme utilisée afin de

limiter la digestion partielle des fragments de PCR

Table II- 3 : Sites de coupures et température optimale d/agétdes enzymes de restriction utilisées

Enzymes de Site de reconnaissance ) Température optimale
o Génes ciblés o

restriction coupure (5'-3") d'activité

Haelll GG/CC . 37T

ARNr 16S bactérien
Hinfl G/ANTC 37T
Haelll GG/CC 37T
ARNr 16S archaea
Tagq| T/ICGA 65T
Hhal GCG/C . 37T
nirS
Tagq| T/ICGA 65T
Rsal GT/AC 37T
dsrAB
Tagq| T/ICGA 65T
Sau96l G/GNCC 37T
mcrA

Mspl CICGG 37T

Hinpll G/CGC 37T

Sau96l G/GNCC alkB 37T

Sau3Al IGATC 37T

Enfin, 1 & 2 ul des produits de digestion sont tlgé@a pendant 5 min a 95°C, en
présence de 10 pL de formamide (dénaturant chigigu®,25 pL de marqueur de poids
moléculaires (TAMRA 500, Applied Biosystems) puismhédiatement mis dans la glace. Les
produits de digestion sont ensuite séparés parr@dmrése capillaire grace a un séquenceur
automatiqueABI PRISMTM 310 Genetic Analyzépplied Biosystems) Apres une injection
électrocinétique de I'échantillon pendant 15 seesndans un capillaire contenant un gel
polymere adapté (gel de polyacrylamide Pop-4, AggpBiosystems), la migration s’effectue
sous une tension de 15 kV pendant 30 minutes a.60&Be migration entraine alors la
séparation des différents fragments de restricielon leur taille. Seuls les T-RFs vont étre
détectés, car ils contiennent I'amorce fluorescentme analyse préliminaire des
électrophorégrammes est réalisée grace au logisgiescan v3.0 (Applied Biosystems)
permettant de déterminer les tailles des différémgments détectés par comparaison a un
marqueur moléculaire standard (TAMRA 500, Appliad€ystems).
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2.4.2. Conception de banques de génes

2.4.2.1. Principe du clonage et du séquencage

Le clonage a pour but de séparer les séquencelifi@éesppar PCR (inserts) en les
intégrant individuellement dans des plasmides éwes). Aprés transformation, les cellules
possédant les plasmides recombinants (vecteur iagect) sont sélectionnées sur milieu
sélectif. Une amplification de l'insert est ensugessible a l'aide d’amorces flanquantes
s’hybridant sur le plasmide. Aprés digestion enzygque, les différents clones peuvent enfin
étre classés en fonction des profils de restrictierleurs inserts respectifs, mettant ainsi en
évidence différentes populations (techniqueRdstriction Fragment Length Polymorphism
RFLP).

L’identité de chaque population peut étre appregh& le séquencage de l'insert. La
réaction de séquencage est basée sur le prinajme dmplification linéaire d’un fragment
d’ADN matriciel (Sanger et al., 1977). Le fragmargéquencer est utilisé comme matrice lors
de la synthese nucléotidique réalisée par une ADNnmerase. Le brin complémentaire de
I’ADN matrice est synthétisé a partir de I'extré&n8OH de I'amorce appariée, en présence
de désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPsealidésoxyribonucléotides triphosphates
(ddNTPs) portant quatre fluorochromes différentss IddNTPs, analogues structuraux des
dNTPs et deshydroxylés en 3’, sont des terminatdarshaine. Ainsi, lI'incorporation d’un
ddNTP dans la chaine nucléotidique lors de I'éltingaentraine I'arrét de I'extension de la
séquence. Le pool d'oligonucléotides néo-synthésténsuite séparé en fonction de la taille
par électrophorése capillaire. Il devient alorssitile de déterminer pour chacun des quatre
fluorochromes utilisés la taille des fragments obte et d’en déduire la séquence

nucléotidique du fragment analysé.

2.4.2.2. Protocole expérimental du clonage

Dans le cas des échantillons issus des microcosoidslL, BAL, NEREIS et
NEREIS+BAL (0-2cm), les produits de PCR ont étéeabt pour les 6 réplicats. Ils ont
ensuite été poolés afin de réaliser I'étape deagjenlLes banques réalisées sur le temps T 2
jours sont quant a elles issues des produits de 8&CR2 échantillons, autrement dit un

échantillon de chaque bac a été traité (pour lesrguonditions).
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Conception de la banque de clones

Afin de constituer des banques de clones, lesyiiode PCR excisés puis purifiés
sont insérés dans le vecteur de clonage. Pourireg d@ux kits de clonage ont été utilisés: le
kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen), et le kit pGEM®-Easy Vector System (Promega).
Dans le premier cas, le produit de PCR est insarés de vecteur de clonage pCR®-2.1-
TOPO® qui est activé par une topoisomérase | peéameta ligation du produit de PCR.
Dans le second cas, les produits de PCR sont smidarés le vecteur p-GEM et la ligation se
fait sous I'action d’une ligase.

Les bactéries compétentes sont ensuite transferanéc le produit de ligation. Les
clones ayant intégré le plasmide recombinant sélet8onnés sur milieu solide Luria Bertani
LB (Tryptone, 10 g.I* ; extrait de levure, 5 g't; NaCl, 5 g.I*), ampicilline, 100 pg.mt ;
IPTG, 40 pg.mL* et X-gal, 40 pg.mt selon le test blanc/bleu de fagalactosidase. Enfin,
I'insert des clones recombinants pris au hasarchegtifié en réalisant la réaction de PCR
directement sur les cellules bactériennes pourushablpne avec les amorces M13F et M13R
situées sur le plasmide et entourant l'insert d’A@N paragraphe 2.3.2.). Les étapes de PCR
utilisées sont les suivantes : 15 min a 94°C, 38esyde 3 étapes (45 sec a 94°C, 45 sec a
54°C, 1 min a 72°C) puis 10 min a 72°C. La tailtedlae quantité d’insert amplifié ont été
controlées par électrophorése sur gel d'agaros#éa 1

Profils de restriction (RFLP)

Dans certains cas, les produits de PCR obtenwsta ges clones ont été analysés

grace a la technigue de RFLRegtriction Fragment Length Polymorphjsrha digestion
enzymatique est utilisée afin d’étudier le polymosme des séquences des différents
échantillons. Des digestions enzymatiques par aeuxrois enzymes de restriction ont été
réalisées successivement afin de mettre en évidamtieersité génétique des inserts. Environ
100 ng des différents produits de PCR purifiés sonimis a des digestions enzymatiques par
différentes endonucléases de restriction (Table, llparagraphe 2.4.1.2)) selon les
recommandations des fournisseurs (New England Bsplaromega). L’hydrolyse est réalisée
dans le tampon réactionnel préconisé par le fosenis avec 3 unités d’enzymes. Une
incubation de 3 heures est réalisée a la tempéraptimale d’activité des enzymes utilisées.
Les produits de digestion ont été soumis a undréfgworese sur gel d’agarose a 3 % dans du
TBE 1X (Tris base, 90 mM ; Acide borique, 90 mMDTEA, 2.5 mM, pH 8.3) pendant 3 h a
90 V. La présence de BET a 0,5 pg.mL-1 dans lagarmis de visualiser I'ADN digéré sous
lumiere UV.
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2.4.2.3. Séquencage

Les produits PCR des inserts étaient directemembye®s a GATC Biotech SARL
(Konstanz, Germany).

2.5. Quantification par PCR en temps reéel

2.5.1. Principe de la quantification par PCR engeméel
La PCR quantitative (Q-PCR ou PCR en temps rési) ume méthode qui est

maintenant largement utilisée en écologie micratgéemfin de quantifier I'abondance et
I'expression de marqueurs taxonomiques et fonatisndans l'environnement. C’est une
méthode rapide, précise et applicable aux échamsilhaturels (Smith and Osborn, 2009).
Elle est basée sur la détection et la quantificatimin marqueur fluorescent (SYBR Green)
dont I'’émission est directement proportionnell@aliantité d’amplicons générée pendant la
réaction de PCR. Le nombre de cycle (Ct), a pdtuel le signal de fluorescence est stable
est une valeur proportionnelle au logarithme deolacentration en ADN cible. Pour calibrer
la PCR, une gamme étalon d’ADN standard est utilig®rsque la Q-PCR est couplée au
préalable & une réaction de transcription invegsk, peut étre utilisée pour quantifier
I'expression des genes (RT-PCR quantitative).

2.5.2. Génération d’'un standard externe pour latifiation par PCR en temps réel
Le standard consiste en une solution titrée d’ADNdAYADNc amplifies par PCR

selon les conditions décrites précédemment ayec dIADN et les mémes amorces que
celles utilisées pour quantifier le fragment. Lesdoits PCR ont été purifiés a I'aide du kit
commercialillustra™ GFX™ PCR DNAand gel band purification kit (GE healthcare) puis
clonés comme décrit plus haut (cf. paragraphe 2.4.Enfin, un clone recombinant a été
ensemencé dans du LB liquide avec de I'ampicilllnel00 pg.mt. Les plasmides
recombinants ont ensuite été extraits a l'aide WuSKN.A.P. Miniprep Kit (Invitrogen) a
partir de 3mL de culture. Aprés linéarisation dagphide, la quantité d’ADN plasmidique en
solution a été dosée avec le kit Quant-iT™ Pico@RealsDNA Reagent and Kits
(Invitrogen) selon les instructions du fournisséues mesures ont été réalisées sur un appareil
de PCR en temps réel Mx 3005P™ (Stratagene).

Confection d’'un standard pour la quantification’édd®N

Le nombre de copies du géne ciblé est ensuiterdigiéra I'aide de la formule suivante :
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~ Concentration d’ADN (g/pl)
Nombre de copies =

(molécules / pl)  Taille du plasmide (pb) x MM

Ou A est le nombre d’Avogadro (6,022 x*)0mol* et MM, la masse molaire (considérant
que le poids moyen d'une paire de base est de abOnS)

Ainsi, la gamme standard peut étre générée paiatilde ’ADN plasmidique.

Confection d'un standard pour la quantification AENc

Pour la quantification d’ADNCc, il est nécessairectdafectionner une gamme standard
d’ADNc. De ce fait, une transcriptian vitro est réalisée sur 'ADN plasmidique avec le kit
MEGAscript® T7 Kit (Ambion) selon les recommandaisodu fournisseur. L'ARN obtenu
est ensuite quantifié avec le kit Quant-iT™ Ribogh® RNA Reagent and Kits (Invitrogen),
et le nombre de copies du gene ciblé est déteranlia@de de la méme formule énoncée plus
haut excepté que MM= 340 Daltons. Enfin, une trapgon inverse est réalisée a partir de
I’ARN synthétisé (dont le nombre de copies est ednet des dilutions des produits de RT
(ADNC) sont réalisées pour la confection de la ganstandard.

2.5.3. Amplification en temps réel
Les quantifications ont été effectuées sur un igipde PCR en temps réel Mx

3005P™ (Stratagene) dans un volume final dd Z®ntenant fL d’ADN matriciel ou 10ng

d’ADNc, le mélange enzymatique Power SYBR® greenRP@aster mix (Applied
Biosystem, 2X) a une concentration finale de 1Xlest amorces a des concentrations
dépendant du couple utilisé (Table 11-4). Les afigations ont été précédées d’'une étape de
dénaturation initiale (10min a 94°C), puis 40 cgckelon 3 étapes : dénaturation (1 min,
94°C), I'hybridation des amorces a la températuinglidation (Tableau 1l-4, 20 sec) et une
élongation (30 sec, 72°C). Le SYBR Green est umtigéercalant de 'ADN double brin qui
excité a 492nm émet de la fluorescence a 515nmréegqar I'appareil a la fin de I'étape
d’hybridation. Une courbe de fusion des produitsPdER obtenus a été réalisée a la fin de
chaque amplification. Pour cela une rampe de teatper de 55°C a 95°C est effectuée
durant laquelle la fluorescence est mesurée tdonkgp

Les résultats obtenus par PCR en temps réel onar@fsés a l'aide du logiciel
MxPro™ QPCR software (Stratagen). La pureté dedyit® de PCR a été vérifiée (i) par
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I'observation d’'un seul et unigue pic de fusionespanalyse des courbes de fusion (courbe de
dissociation) des amplicons réalisées a la fin lheqoe PCR en temps réel, et (i) par la
présence d’'une seule bande de taille attenduenadysa sur gel agarose 1% ou 3% selon la
taille de I'amplicon. Cette deuxiéme étape est ssmiee étant donné que les séquences
ciblées proviennent d'une communauté microbienmepbexe et peuvent donc diverger dans
leur composition. Ainsi, on peut observer deux micsincts sur la courbe de dissociation
obtenue a I'étape (i) et ne visualiser qu’un seuplicon a I'étape (ii). Enfin, 'absence
d’ADN dans les échantillons d’ARN a été verifiée @aPCR sur le gene codant 'ARNr 168S.

Tableau II-4 : Caractéristiques des différentes couples d’arasratilisées en PCR quantitative lors
de notre étude.

Température Taille de

Geéne ciblé et amorces Séquence (5'-3") d'hybridation I'amplicon  Références

(T) (pb)
ARNr 16S bactérien
338F ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG

55 180 (Park and Crowley, 2006)
518R ATT ACC GCG GCT GCT GG
dsrB
DSRp2060F CAA CAT CGT YCA YAC CCA GGG 55 350 (Geets et al., 2006)
DSR4R GTG TAG CAG TTA CCG CA (Wagner et al., 1998)
alkB
alkB 2F CAY GAR YTG GGY CAY AA .

50 414 (Paisse et al., 2011)
alkB 1R AAC TAY NTY GAR CAY TAC GG

Y=CIT ;K= GIT; R= AlIG ; B= C/G/T ; M= AIC ; D=A/ GIT; V= AIC/G ; H= AICIT

3. TECHNIQUES DE MICROBIOLOGIE

3.1. Milieux de culture

3.1.1. Milieux de culture aérobie

3.1.1.1. Milieu minimum

La composition du milieu de culture utilisé pous miltures réalisées en aérobiose est,
en g.I' deau distillée : KCI, 0.75; NiCI, 0,00265; NaCl, 24 ; CaLPH,O, 1,47 ;
MgSO,.7H,O, 6,64 ; MgCL.6H,O, 3,895; NaCl, 20. Aprés stérilisation du miliéu
l'autoclave, plusieurs solutions sont rajoutéesa@0; (0,265 g1), 100 ul de tampon

phosphate (Composition précisée ci-dessous), lesisdlutions de vitamines V7 (Pfennig
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and Triiper, 1992), de solution d'oligo-éléments SL12 (@vann et al., 1992). Le pH du
milieu a ensuite été ajusté a 7,0-7,5.

Tampon phosphate {.s.p. 1 L d’eau distillée) :

KoHPO,, 6,24 g et KHPOy, 1,929. La solution est stérilisée a I'autoclaviE2a°C pendant 20

minutes.

3.1.2.2. Milieux riches

Marine Broth

De la peptone (5¢%) ainsi que de I'extrait de levure (1§ Isont ajoutés au milieu minimum
contenant les solutions SL12 et V7.

Milieu GYM

La composition du milieu de culture est : Glucoseg (), extrait de levure (4 ¢) et extrait
de malt (10 gh).

Milieu TSB

Le milieu Trypticase Soy Broth a été préparé aipdiine poudre commerciale a raison de
30g.I".

Nutrient Broth

La composition du milieu de culture est : Glucabe (%), peptone (15 gY), chlorure de

sodium (6 g:f), extrait de levure (3 gY).

3.1.1. Milieux de culture anaérobie

3.1.1.1. Milieu minimum

La composition du milieu de culture utilisé pous leultures réalisées en anaérobiose
est, en gt d’eau distillée : KHPQ;, 0.2; NH,CI, 0,3; NaCl, 24 : MgGl6H,0, 4,46 ; KCI, 0,5
; CaCb.2H,0O, 0,15. Aprés stérilisation du milieu a l'autoaawplusieurs solutions sont
rajoutées : N&8.9HO (0,3g.1"), NaHCO3 (1,5 g}), 1 ml des solutions de vitamines V7
(Pfennig andr'riiper, 1992), de solution d’oligo-éléments SL12 (@vann et al., 1992) et de
sélénite-tungstate de sodium (Widdel and Bak, 19@®mposition précisée ci-dessous). Le
pH du milieu a ensuite été ajusté a 7,3-7,5.

Ce milieu de culture a été préparé dans une fieleMdddel (Figure 11-7). Aprés
stérilisation a l'autoclave a 120°C (20 min), cdieni a été directement refroidi soug /RO,
(90/10). Le milieu a été distribué dans des flaciypg pénicilline préalablement stérilisés a
l'autoclave. Ces récipients ont ensuite été ferhmg¥snétiguement avec un bouchon téflonné

maintenu par une capsule d’aluminium, puis gazRalCO,.
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Prélevements
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Figure 11-7 : Fiole de Widdel utilisée pour la préparation edlistribution des milieux en anoxie.

Solution d’oligo-€léments SL12d.s.p. 1 L d’eau distillée) :

EDTA, 3,0 g ; FeSO4.7H20, 1,1 g ; CoCI2.6H20, 199;MnCI2.2H20, 50 mg ; ZnClI2, 42
mg ; NiCI2.6H20, 24 mg ; Na2Mo04.2H20, 18 mg ; H3B@00 mg ; CuCI2.2H20, 2 mg.
La solution est stérilisée a I'autoclave a 121°@damt 20 minutes, puis stockée a I'obscurité.
Solution de vitamines V7 §.s.p. 1 L d’eau distillée)

biotine, 2 mg ; p-aminobenzoate, 10 mg, thiamine, 10 mg ; pantoteend mg ;
pyrodoxamine, 50 mg, vitamine B12, 20 mg ; nica#n&0 mg. La solution est stérilisée par
filtration (membrane filtrante de porosité 0,2 pehktockée a I'obscurité.

Solution de sélénite tungstateq(s.p. 1 L d’eau distillée)

NaOH, 0,4 g ; Na2Se03, 5H20, 6 mg ; Na2WO4, 8 mag.sblution est stérilisée a

l'autoclave (120°C, 20 minutes).

3.1.1.2. Milieux minimum supplémentés

- Pour la mise en culture de pétrole, le milieuimum décrit ci-desssus a été supplémenté
avec un cocktail de substrats : lactate (2 mM)upgte (2 mM), butyrate (2 mM), acétate (2
mM), méthanol (2 mM), extrait de levure (0,05%).!

- Dans certains cas, un milieu mixte constitué Beet de milieu minimum a également été

utilisé.
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3.2. Préparation des cultures d’enrichissement

3.2.1. A partir des sédiments issus des microcosmes
Des cultures d’enrichissement (aérobie et anagraint été réalisées a partir de

sédiment collecté dans chacun des microcosmes s au pétrole (BAL et
NEREIS+BAL) au temps final de I'incubation (270 jeu Les prélévements (3 pour chaque
condition) ont été mélangés, puis, un slurry apééparé dans du milieu minimum. Ce slurry
a été inoculé (10% v/v) dans des flacons péniedlircontenant du milieu de culture
minimum. Les hydrocarbures testés (Figure 11-8) é®trajoutés & raison de 100 ritdihal,
excepté I'indénopyréne dont la concentration finglélevait & 2,5 mgl. Lorsque deux
hydrocarbures étaient ajoutés, leur concentragiepactive était de 50 mg.|

Les hydrocarbures testés ont été choisis (i) ectifam des connaissances actuelles des
voies de dégradation (peu connues), (ii) pour [@ensistance dans I'environnement (haut
poids moléculaires) (Figure 11-9). Des repiquagaescsssifs (10% v/v) ont été réalisés dans le
but d’éliminer la matiére organique présente an deisédiment et de ce fait sélectionner des

communautés hydrocarbonoclastes.

DiBenzothiophéne Pyréne Fluoranthéne Benzo(a)Pyréne Dotriacontane
Ci2HeS CigHio CigH10 CaoHyz CaHss
! 30 O oY
> QP g OO
Chryséne IndénoPyréne
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Figure 11-8 : Formules des différents hydrocarbures utilisés daette étude pour les cultures
d’enrichissement.

3.2.1.1. Cultures d’enrichissement aérobies

Les cultures ont été incubées a 30°C, sous amité®50 rpm). Les différentes sources
de carbone utilisées sont: (1) dibenzothiophéng béhzo(a)pyréne, (3) indénopyréne, (4)
indénopyréne + pyrene, (5) benzo(a)pyréne + pyr@edibenzothiophéne + fluoranthene.
Les repiquages ont été réalisés d’apres des olmgrvanicroscopiques des cultures, ainsi
que l'observation de trouble dans le milieu. Ledrbgarbures testés ont été rajoutés a raison

100 mg.I* comme indiqué précédemment.
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3.2.1.2. Cultures d’enrichissement anaérobies

Ces cultures ont été réalisées en présence daretifes sources de carbone: (1)
dotriacontane, (2) dibenzothiophene, (3) chryséhepyréne, (5) fluoranthéne, (6) chryséne
+ pyréne + fluoranthéne.

Les flacons ont été fermés hermétiquement avelgouhon butyl maintenu par une
capsule d’aluminium, puis gazés au NCO,. Ces cultures ont été réalisées en condition de
sulfato-réduction, dénitrification et fermentatipar ajout, respectivement, de sulfate {50
20 mM), nitrate (N@, 20 mM) et sans d’accepteur d’électron. Les calont été incubées a
température ambiante dans l'obscurité sans agitaties repiquages ont été réalisés en
fonction de la consommation de nitrate (dénitriima), de la production de sulfure (sulfato-
réduction) ou de la production de gaz (fermentatiqni ont été suivi tout le long de

I'incubation a intervalles réguliers.
3.3. Isolement de souches pures

3.3.1. Isolement de souches aérobies

3.3.1.1. En milieu solide sélectif

Des isolements de souches aérobies hydrocarbehexlant été entrepris en milieu
solide & partir des cultures d’enrichissement séak. Une gélose & 40gd été lavée trois
fois a I'eau MilliQ afin d’éliminer les impuretépuis stérilisée (20 min, 121°C). Du milieu
minimum stérile (2X) est ajouté a volume équivalguis le milieu gélosé (20 g.l-1) est coulé
en boite de Pétri. Aprés solidification du miligies solutions d’hydrocarbures préparées dans
de I'acétone (100 mg') ont été étalées a la surface du milieu afin @nlbstune fine couche
de cristaux a la surface. Apres évaporation deélae, 1 ml des différentes cultures

d’enrichissement sont étalés sur la couche d’hyattmoes formée.

3.3.1.2. En milieu riche solide

L’isolement de souches aérobies en milieu rickgéaéalisé dans un milieu mixte (LB
-milieu minimum) gélosé par la méthode des cadrags. boites ont été incubées a 30°C.
Apres 48h d’incubation les colonies présentantrdeghologies distinctes ont été repiquées

en milieu liquide (LB-milieu minimum).
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3.3.2. Isolement de souches anérobies
Un mélange composé d’une gélose (48)gréalablement lavée & I'eau distillée avant

d’étre autoclavées (20mn a 121°C) additionnée deeumminimum stérile (2X) (volume
équivalent) a été préparé puis placé sous gaC(D{). Les différents accepteurs d’électrons
ont été ajoutés a raison de 20mM de sulfate etittaten Des milieux sans accepteur
d’électrons ont également été confectionnés powoladition de fermentation. Le milieu
gélosé (20 gl) est ensuite coulé en boite de Pétri. Aprés dimiidion du milieu, des
solutions d’hydrocarbures préparées dans du disiiéthane (100 m@') ont été étalées a la
surface du milieu afin d’obtenir une fine couchecdstaux a la surface. 1 ml issu des cultures
d’enrichissement ont été étalés sur la couche ddoatbure. Les boites ont ensuite été
incubées dans une jarre anaérobie préalablemeée gaz NCO.. Les jarres ont été placées
dans une étuve a 30°C, jusqu’a obtention de cddosig la gélose. Les cubes de gélose
contenant les colonies ont été prélevées sousifgelbinoculaire a I'aide d'un scalpel stérile.
lIs ont ensuite été remis en culture (liquide) ebet Hungate préalablement gaze/(Q\D,),
dans du milieu minimum supplémenté de I'’hydrocaglmorrespondant.

3.3.3. Contrdle de la pureté d’une souche et coatien
Afin de vérifier qu'une culture est effectivementxénique, outre I'examen

microscopique en contraste de phase, des ensememisean conditions oxiques et anoxiques
en milieu riche sont réalisés. Les souches sonsarwdes a -80°C, a partir d'une culture
dense en phase exponentielle, avec ajout de glyst@ride a une concentration finale de 30 %
(v/v). Pour la conservation des bactéries anaéobe glycérol stérile employé est au
préalable dégazé sous atmospheskC,. De méme, les flacons de culture (tubes Hungate)
sont de nouveau dégazés, apres addition de glystnes atmosphére,lCO, (90/10, v/v).
Puis, les cultures sont transvasées dans desupgs;tplacées 30-45 minutes au réfrigérateur
(4°C) avant stockage a —80 °C.

3.4. ldentification des souches

L'identification des souches isolées a été réalisaér galerie API, examen macro-et
microscopique des caractéeres morphologiques, d¢amarde Gram et par séquencage du géene
codant 'ARNr 16S.
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3.5. Criblage des souches

3.5.1. Par profil génotypique : RFLP
Une amplification du géne codant 'ARN 16S a étélisée directement sur colonie,

puis des digestions enzymatiques sont réaliseegssizement avec 2 enzymes de restriction
selon les recommandations des fournisseurs suplieom (New England Biolabs, Promega)
(Tableau 11-3). L’hydrolyse a ensuite été réalis&don le protocole décrit plus haut. Les
profils obtenus sont classés par génotype (proéitspermettent ainsi de discréminer les

souches entre elles.

3.5.2. Sur la base d’'une activité

3.5.2.1. Criblage a I'INT des souches hydrocarbdastes

3.5.2.1.1. Principe

Les sels de tétrazolium, comme I'INT (2-(p-lodopyig-3(p-nitrophényl)-5-phényl
tétrazolium chloride), sont des indicateurs detiVaé déshydrogénase. Ces enzymes
participent a la respiration et témoignent donand’activité cellulaire. L'INT détourne les
électrons issus de l'activité deshydrogénase etéshtit en un composé coloré (rouge), le
formazan. Cet outil fournit un bon criblage de taigssance des souches bactériennes sur
hydrocarbures et peut étre réalisé en microplagrengttant ainsi le traitement rapide de

nombreuses souches (Haines et al., 1996 ; Johhaénz002).

3.5.2.1.2. Protocole expérimental

Afin d’obtenir de la biomasse, une pré-culture déd&rents isolats aérobies a été
réalisée en milieu LB (Luria-Bertani) (48h, 30°G02rpm). Aprés incubation, 1 ml de la pré-
culture est centrifugé (10 min, 8000 g), puis ldoticellulaire est lavé avec le milieu
minimum décrit plus haut. Au total, trois étapeslaleages successifs ont été réalisées et le
culot cellulaire est finalement resuspendu danspl@® milieu minimum. 20 pl des solutions
stock d’hydrocarbures préparées dans de I'nexamy.(BI') ont été déposés au fond des
puits de la microplague. Aprés évaporation de ldmex 200 pl de milieu minimum et 10 pl
de I'inoculum préparé ont été ajoutés dans chagite g microplaque a ensuite été incubée
pendant 10 jours a 30°C. La perte de volume a étéettlée et en cas d’évaporation du
milieu, de l'eau stérile a été rajoutée. Au bout I jours d’incubation, 50 pl de p-

iodonitrotetrazolium violet (INT) (2,5 g% préparé dans du milieu minimum et stérilisé par
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filtration, a été rajouté dans chaque puit. Laueetest faite visuellement a plusieurs temps
par rapport aux conditions contrdle (voir ci-desgolecture immédiate, aprés 5h, 12h et 24h.

Une réponse positive est indiquée par un précipitge (Figure 1I-9).

Figure 11-9 : Observation de précipités rouges dans les puitespjout d'INT

Des puits contrdle ont également été réalisés mll@le afin d’éviter les faux positifs ou les
faux négatifs:

- milieu LB + inoculum afin de vérifier la croissamde la souche testée,

- milieu LB sans inoculum afin de vérifier les citimhs de stérilité,

- milieu minimum sans inoculum afin de vérifierbsence d’interaction entre le milieu et
INT,

- milieu minimum sans inoculum+ hydrocarbures poeérifier I'absence d’interaction entre
I'hydrocarbure et I'INT,

- milieu minimum + inoculum sans hydrocarbure.
3.5.2.2. Criblage des bactéries dénitrifiantes

3.5.2.2.1. Principe

Ce criblage est basé sur l'alcalinisation du milgrovoquée par la réduction des
nitrates ou des nitrites. Un indicateur de pH adl@ermet de mettre en évidence ce
phénomene (Mazoch and &ra, 2002).

3.5.2.2.2. Protocole expérimental

200 ul des cultures ont été prélevés et déposés en placpee. Une solution de bleu
de bromothymol (indicateur coloré) est ajoutéeisorade 10ul d’une solution & 5 mg.fl
La lecture du test est immédiate. Le bleu de brbgmobl est un indicateur de couleur verte a
pH neutre, jaune dans des conditions acides etdales des conditions alcalines. Un virage a
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la couleur bleue est un résultat positif (Figurd0). En paralléle, le milieu sans inoculum

(incubé dans les mémes conditions) a été testé.

oo POEIGEIDE
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Figure 11-10 : Visualisation du changement de pH grace au virag8BT (bleu : pH alcalin ; jaune :
pH acide).

4. TECHNIQUES DE DOSAGES CHIMIQUES ET BIOCHIMIQUES

4.1. Dosage des hydrocarbures

Les tests de dégradation pour les consortiums @irgspour les souches isolées sur les
différents hydrocarbures utilisés (pyréne, fluohanke, chrysene, dibenzothiophene et
dotriacontane) ont été réalisés en triplicat. Uarainterne utilisé pour ce dosage est
I'hneptaméthylnonane ou HMN (gHs4). La quantité introduite est fonction de la quenti
d’hydrocarbure initiale afin d’obtenir une concenion finale de HMN similaire a celle de
I'hydrocarbure. Le solvant utilisé pour extrairayildrocarbure est le dichlorométhane (10 ml
pour 30 ml de culture). Les flacons additionnésdddnlorométhane-HMN sont inclinés a
I'horizontal et agités (table agitante, 250 rpm, @) . La phase organique est prélevée a
I'aide d’une pipette pasteur et est introduite daes flacons & chromatographie. Les analyses
ont été realisées avec un chromatographe en phaseasg (GC Agilent Technologies) equipé
d’'un détecteur a ionisation de flamme (290°C) end’ colonne capillaire (30 m x 320 um x
0,25 pum) contenant une phase stationnaire du typ&.H.a température de l'injecteur était
de 280°C et le volume d’échantillon injecté étaitldul. Deux programmes ont été utilisés en
fonction de I'hydrocarbure dosé (Tableau 11-5 (A[R)).

Le programme (A) a été utilisé pour le dosage dhemizothiophene, du chrysene, du
pyréne et du fluoranthéne, le programme (B), peutdtriacontane. Le gaz vecteur employé
était I'nélium avec un débit de 2 ml.ifinUne courbe d'étalonnage a été réalisée en utilisa
des rapports [hydrocarbure]/[HMN] croissants alld@t,64 a 1,91.
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Tableau 11-5 (A) programmes utilisé pour le dosage des hydhoaars aromatiques ; (B) programme
utilisé pour le dosage du dotriacontane.

GV (B)
T /min  Température (T) T /min  Température (T)
150 60
rampe 1 15 300 rampe 1 20 180
150 rampe 2 10 280
rampe 3 4 300

60

4.2. Dosage des sulfures

4.2.1. Principe
Le dosage des sulfures a été réalisé selon laoehéttie Cline (1969) afin d’évaluer

I'activité de sulfato-réduction dans les diversania. Ce dosage est basé sur la formation de
bleu de méthylene engendré par I'association de deoiécules de diméthyl-p-phényléene
diamine (DMPD) par un pont sulfure en présence ldergre de fer qui fait office de
catalyseur (Cline, 1969).

4.2.2. Protocole
L’échantillon (20 ul) a été prélevé stérilementingecté dans 480 pl d’acétate de zinc

a 2% (m/v) (20 g d’acétate de zinc, 1 ml d’acidétiagie, q.s.p. 1 | d’eau distillée) qui permet
de piéger les sulfures (par formation de sulfureide). Le dosage colorimétrique est réalisé
en ajoutant les réactifs suivants : 200 ul de DM®PD,2% (m/v) (2 g de 4-amino-n,n-
diméthylaniline sulfate (§H:2N2.H>SQy), 200 ml d’acide sulfurique concentrée, qsp leladr
distillée), 10 ul de chlorure de fer a 10% (m/v)sp@00 pl d’'eau distillée. Aprés vingt
minutes de réaction, l'absorbance de la solutiotorée a été déterminée avec un
spectrophotometre a une longueur d’'onde de 67Qerblanc a été préparé en ajoutant 20 pl
du milieu de culture a la place de I'échantillom ¢oncentration en sulfures a été déterminée
par calcul a l'aide d'un étalon, le sulfure de smwdi(NaS.9H0O) a des concentrations
connues. La limite de détection de cette méthotldee$0 uM.
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4.3. Dosage des nitrates

4.3.1. Principe
Les nitrates peuvent nitrer le cycle aromatiquel’deide salicyligue en présence

d’acide sulfurique concentré. En milieu basique,ctanposé nitré obtenu présente une
coloration jaune intense avec un maximum d’absonpéi 413 nm. Dans le cas ou l'acide
salicylique est utilisé en exces, cette absorptistnproportionnelle a la concentration initiale

en nitrate.

4.3.2. Protocole
L’échantillon (100ul) a été prélevé stérilement et ajouté a 400 piedetif (50 ml

d’acide sulfurique + 0,25 g d’acide salicylique)u Aout de 20 minutes de réaction, 9,5 ml de
soude 2N ont été rajoutés et I'absorbance de latisol colorée a été déterminée avec un
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 413Lerblanc a été préparé en ajoutant 100
pl du milieu de culture a la place de I'échantillaa concentration en nitrate a été déterminée
par calcul a I'aide d’une solution étalon de nérde potassium (KN§), a des concentrations

connues.

5. TRAITEMENT DES RESULTATS

5.1. Analyse des données T-RFLP

5.1.1. Obtention de la matrice de données
Les profils obtenus pour chacun des réplicats llaaalyse de T-RFLP sont tout

d’abord nettoyés manuellement (élimination deswx fa pics caractérisés par une forme mal
définie et un étalement visible du signal). Lesfiig®sont ensuite exportés en une matrice de
données intégrant pour chaque échantillon I'aboocgldhauteur du pic, soit son intensité en
unités de fluorescence) des pics détectés (T-Rdrdiiets selon leur taille en pb). Certains
pics mal identifiés (épaulement, double m¢c.), dont la taille difféere de moins de 1 pb,
ont été associés et leurs intensités de fluorescemmmées. Seuls les pics d’'une intensité
supérieure a 30 unités de fluorescence (ltaitfond) ont été considérés. Pour minimiser
les artéfacts liés a différentes quantités d’ADINedtées en électrophorése capillaire, les
données ont été normalisées en divisant figité de fluorescence de chacun des pigs (

par I'intensité total du signal.

120



Cette étape est réalisée de la maniere suivante :

pi=li i li

ouli est l'intensité du pig, pi est I'intensité normalisée du gicetR le nombre total de pics.

Les variations liées a I'efficacité des PCR ontuiiesété minimisées en éliminant les T-RFs
présentant une intensité de fluorescence relatiégieure a 0,5%p{ < 0,005). L’ensemble de

ces manipulations permet d’obtenir une matrice @endes avec comme premiéres variables
(colonnes) les indices de migration (tailles degyfnents en pb) des T-RFs et les différents
échantillons comme secondes variables (lignesndemble de ce tableau croisé dynamique

est ensuite utilisé pour des analyses statistiques.

5.1.2. Traitement des réplicats
Dans le cadre de I'expérimentation en microcosmiggéplicats par condition ont été

obtenus a chaque temps (deux prélévements paraofre, soit six réplicats au total pour
chaque traitement : CTRL, BAL, NEREIS et NEREIS+BAUnN profil T-RFLP a été généré

pour chacun de ces échantillons, puis les prosus du méme microcosme (réplicat
d’échantillonnage) ont été moyennés, générant &lois profils par condition. Chacun de ces

profils « synthétiques » tient donc compte de labdité retrouvée dans les microcosmes.

5.1.3. Pré-traitement des données
En fonction du jeu de données, différents prédnaents (ou aucun traitement) a été

appliqué aux donneées :

- Lorsque les quantités d’ADN injectées au séquenoéont pas pu étre standardisées, le

traitement de Dunbar a été appliqué. Il consistengener l'intensité de fluorescence de tous
les échantillons a la méme valeur (Dunbar et D12

- Lorsqu'une trop grande variabilité entre les drgprofils générés a été observée

(principalement due a I'absence/présence de cerfaiRFs), les T-RFs présents que dans un
seul des profils ont été éliminés. Ce dernier pa#dement a également été appliqué dans le

cadre des expérimentations réalisées sur les esltienrichissement.

121



5.2. Analyse phylogénétique des séquences

5.2.1. Détection des structures chimériques
Le traitement des séquences brutes a été réaligiéle du logicielSequenchev4.1.4

Les séquences codant pour 'ARN ribosomique 16Sétdtverifiees avec les programmes
Mallard et Pintail (Ashelford et al., 2005 ; , 20(&ur déterminer d’éventuelles séquences
hybrides générées par PCR. L'amplification par R&&Rt générer des chimeéres, c’est-a-dire
des séquences artéfactuelles produites au codtanadification. Ces chiméres doivent étre
détectées et filtrées avant les analyses phyloggest Le principe utilisé pour la détection
de chiméres est celui des plus proches voisins.ddgaence chimere correspond a la fusion
de plusieurs séquences. Ainsi, lorsque I'on compare chimére avec un ensemble de
séquences, on s’attend a retrouver plusieurs matiisteints phylogénétiquement, qui vont

obtenir un bon score d’alignement avec difféereptsies de la séquence chimere.

5.2.2. Identification et alignement
Les séquences traitées sont comparées avec cglgsnfes dans la banque de données

GenBank database du National Center for Biotectyylo Information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) grace a l'outil dighementBasic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (Altschul et al., 1997). Cette étape perrfidentification de la séquence par
homologie avec des séquences connues. Un alignem#iiple du jeu de séquence obtenu et
incluant des séquences externes (meilleurs BLASTS3té réalisé avec Clustal X.2
(Thompson et al., 1997) puis ajustés a la tailldadeéquence nucléotidique la plus courte.
Une analyse par le logiciel MEGA4 (Tamura et al0?2) a permis de générer une matrice de
distance élaborée par comparaison des séquenc&Nd(du ADNCc) selon la méthode de
Neighbor-joining(Saitou and Nei, 1987). Cette matrice est ens@peésentée sous forme
d’'un arbre phylogénétique. Des analyseddetstrapavec 1000 itérations ont été effectuées
pour Vvérifier la robustesse des arbres. Les séggenbtenues ont été déposées dans les
banques de données DDBJ/EMBL/GenBank (voir numéfascession dans chacun des

chapitres de résultats).

5.3. Analyse des données de PCR quantitative

De la méme maniére que l'analyse T-RFLP, dansak de I'expérimentation en
microcosme, la quantification du nombre de copegéhes a été réalisée sur les six réplicats
pour chaque condition (N=3 x 2). Par conséquerd, dennées acquises pour chaque

microcosme (N=2) ont été moyennées générant afr@g valeurs. Les résultats sont
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exprimés en copies de génes par ng d’ADN afin a@btdhir des valeurs indépendantes de
I'efficacité d’extraction des acides nucléiques.

6. ANALYSES STATISTIQUES

6.1. ANOVA

Apres avoir vérifié la normalité des données (tlesskKolmogorof-Smirnov), ainsi que
I’'homogénéité des variances (test de Levene) tepmmmetrique ANOVA a été utilisé pour
comparer les échantillons. Dans certains cas, desi@ks ont nécessité une transformation
(racine carrée, log+1) pour atteindre ces conditides comparaisons multiples ont ensuite
été effectuées a I'aide de tests post-hoc qui @ntléoisis en fonction du jeu de données. Le
test de Tukey a été préféerentiellement utilisédoesles données ont pu étre normalisées par
des réplicats d’échantillonnage (N=6) (cf. parabeafd.2.2.). A contrario, un test moins
sévere, le test de Duncan, a été appliqué lorsgtte normalisation n'a pas été possible
(N=3). C’est le cas, par exemple des analyses aepasés du pétrole dans les microcosmes.

Ces analyses ont été réalisées a l'aide du logitaistica (Statsoft).

6.2. Test de Mantel

Les corrélations existant entre des matricesiéasité ont été évaluées a l'aide du
test de Mantel. Cette corrélation est testée staimment en comparant le coefficient de
corrélation obtenu a la distribution des coeffitsede corrélation calculés a partir de matrices
théoriques générées aléatoirement en permutantidesées initiales (5000 permutations
aléatoires de lignes et colonnes). La distance i@dg-Burtis a été utilisée pour les profils
générés par T-RFLP (matrice initiale exprimées bondance relatives) et la distance
Euclidienne a été choisie pour les données obteparePCR quantitative ou les données du
type hydrocarbures (abondance absolue). Les asatygecté réalisées a I'aide de la fonction

mantel du package « vegan »a l'aide du logiciel R.

6.3. Calculs d’indices de diversité (diversité)

Les indices de diversité permettent d’avoir rapidat, en un seul chiffre, une
évaluation de la biodiversité de la communautéen! existe de plusieurs types et leur
utilisation multiple est en général recommandée poe bonne interprétation. Les indices les

plus utilisés dans cette étude sont la richessafgpé et I'indice de Simpson.
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La richesse spécifique

C’est l'indice de biodiversité le plus simple, @nd compte du nombre d'individus d'une
présents au sein de la communauté.

L'indice de Simpson

Il mesure la probabilité que deux individus sétmmtiés au hasard appartiennent a la méme
espece, selon 'équation:
D =3 Ni (Ni-1) / N (N-1)

Ou Ni représente le nombre d'individus de I'espiereée et N, le nombre total d'individus.

L'indice de diversité de Simpson représenté par (iiilisé dans notre étude), a une valeur
maximum de diversité représenté par la valeur e etinimum de diversité par la valeur O.
Cet indice de diversité donne plus de poids aug@spabondantes qu'aux especes rares. Le

fait d’ajouter des espéces rares a un échantilemodifie pratiquement pas sa valeur.

6.4. Calculs d’indices de similarité (distances, dersité )

L'indice de Bray-Curtis a été utilisé lors dedcoés des matrices de distance. C'est
une meéthode robuste et fiable couramment appligoée exprimer des relations en matiere
d'écologie ou des sciences de l'environnement. &dlet compte de I'abondance des

différentes especes et est calculé comme suit :

Sp=100) 1 — <=
25=1 [.1‘1.'"." + .1".'1']

Ouy; représente I'abondance de I'espé¢@-RF) dans I'échantillo. De la méme maniere
yik représente I'abondance de cette méme espece’éelmartillonk.
Des échantillons identigues aurons une similariéé 1d0% alors que des échantillons

radicalement différents, 0%.

Dans le cas de données binaire (présence / absé@nt®), c’est l'indice de Jaccard
qui a été utilisé, il est calculé comme suit :
S =100 [a/ (at+b+c)]
a = est le nombre d’espéce présent I'échantillon,
b = le nombre d’especes présent dans I'échantjilfoais absent de I'échantilldg

¢ = le nombre d’espéces présent dans I'échantillovais absent de I'échantillgn
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6.5. Analyses statistiques des banques de génes

6.5.1. Analyse de raréfaction:
C’est une méthode statistique qui permet d’estifeenombre d’espéces présentes

dans un sous-échantillon pris au hasard a padim dchantillon donné. A partir du nombre
d’individus de chacune des espéces dénombréed’denantillon, il est possible de calculer
une série d’'estimations du nombre d’especes pESdEtS) dans des sous échantillons de
nombre d’individus rf) plus petit que I'échantillon d'origine. La métledle raréfaction
permet de générer une courbe dite courbe de réiéfat’allure de cette courbe donne des
indications sur le taux d’accumulation de I'abondlrrelative de chacune des especes
présentes tout au long de leur échantillonnagestllainsi possible de contréler I'effet de la
taille d’un échantillon sur le nombre d’espécesepbées. Dans le cas des banques de clones,
I'analyse de raréfaction peut étre appliquée a®stimer si un nombre suffisant de clones a
été analysé pour estimer la diversité de la bangoes de notre étude, les analyses de

raréfaction ont été effectuées avec le programm@TP@ttp://folk.uio.no/ohammer/pa3t/

6.5.2. Recouvrement de la banque de clones :
La valeur de recouvremenC,(coverage value d’'une banque de clones permet

d’estimer I'efficacité d’exploitation de la banqueutrement dit, plus cet indice est proche de
la valeur 1, plus les clones analysés sont reptatsisnde la banque. Cette valeur a été

calculée a partir de I'équatio@ = 1 — QLIN) ou nl représente le nombre de clones
représentés une seule fois dans une bangiecttmes (Good, 1953).

6.5.3. Comparaison de deux banques de clones sanblBSHUFF):
L'analyse LIBSHUFF (LIBrary SHUFFling, (Singletoat al., 2001)) permet de

comparer deux banques de clones afin de détersiilelies sont significativement différentes

'une de l'autre. Cette analyse utilise un indig@ de comparaison entre deux banques ; plus
cet indice sera important, plus les deux banquesditiérentes. Les analyses LIBSHUFF ont
été réalisées a laide du programméLIBSHUFF obtenu a [I'adresse

http://www.bio.umass.edu/micro/schloss/softwarbshiuff/

6.5.4. Détermination du nombre d’unités opératidierg¢axonomiques (OTUS)
A l'aide d’'une matrice de distance décrivant letahces génétiques existant entre les

différentes séquences, les séquences sont assaydésOTUs (Operational taxonomic units)

selon différents niveaux phylogénétiques (par exengp 3% pour les séquences codant
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'ARNr 16S). Cette analyse a été réalisée avepriegramme DOTUR (Distance based OTU
and Richness taxonomix) (Schloss and Handelsmabb)28fin de déterminer le nombre
d’OTUs de chaque banque. Ainsi, les séquencesoanttabord été alignées avec le logiciel
Clustal X.2 et les distances ont été calculéeslgp@mrogramme DNAdist disponible sur le

portail Mobyle fttp://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.pyRice et al., 2000). La matrice de

distance générée a ensuite été utilisée avec ¢ggorone DOTUR.
6.3. Analyses statistiques des données T-RFLP

6.3.1. Représentation des données
L’'analyse statistigue des données vise tout dthbérobtenir une représentation

graphique lisible de la répartition des différedthantillons en fonction des similitudes de
leurs profils T-RFLP. Plus les profils T-RFLP préwront des caractéristiques respectives
similaires (abondances relatives des difféerentd§-&etectés), plus les échantillons respectifs
pourront étre considérés comme proches au nivedeulebiodiversité. Pour ces analyses
statistiques, les logiciel Primer 6 version 6.IM8/SP version 3.13 et R (fonction isoMDS,
package « MASS ») ont permis de représenter graphignt la répartition des échantillons

sous forme de dendrogrammes, ou de Multidimensiddcaling (MDS).

6.3.1.1. Analyse multivariée

L’analyse multivariée Multidimensional Scaling (NBppermet, a partir d’'une matrice
symétrique contenant des rangs de distances ebjets o(dissimilarités) d’obtenir une
représentation de ces objets dans un espace eéduiimensions. Son objectif principal est
de représenter, de facon aussi fidele que posséisieelations entre des objets situées dans un
espace a n dimensions et la proximité entre lest®bgflétant leur similarité. Les distances
utilisées sont celles de Bray-Curtis.

Un coefficient de "stress" (Stress de Kruskal) @dhéré. Il indique le degré de
contrainte imposé lors de la réduction dimensidenstl permet de savoir si la représentation
est fidéle ou non. Une valeur de stress inféri@au®¢l décrit une représentation excellente ; un
stress entre 0,1 et 0,25, une représentation fass#iste ; entre 0,25 et 0,5, probablement
aléatoire ; et supérieure a 0,5, une représentdioqualité médiocre. Les valeurs de stress
fournies par le programme R donnent une valeutréesmultipliée par 10.

Le MDS n'est pas une projection au sens classigaes une recherche de placement

optimal sous contrainte de dimension et est corsicigmme une technique robuste.
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L'utilisation du logiciel R a permis d’introduirges ellipses de confiance basée sur la
variabilité existant entre les réplicats (fonctiamdiellipse). Le niveau de confiance
traditionnellement utilisé est de 95%, autrementl@illipse générée autour des échantillons
indique que la communauté a 95% de chance d’'ocagterspace. La configuration en MDS
permettant de visualiser directement les distaeséstant entre les différents profils, si les
ellipses de deux communautés présentent des espaoamuns, elles ne peuvent étre

distinguées I'une de l'autre.

6.3.1.2. Analyse de classification hiérarchiqguendimgramme

Cette méthode de classification est destinée dume des groupements décrits par un
certain nombre de variables ou caractéres. Ellegol® en fait a la construction de classes par
agglomération successive des objets deux a dewqu'pu obtention d'un seul groupe
hiérarchique. Tout d’abord, une matrice de sinmiaeist générée, et les deux objets montrant
la plus forte similarité sont groupés ensemblegfeipe est alors considéré comme un seul
objet. La matrice de similarité est a nouveau dé&et la plus forte similarité entre deux
objets est a nouveau recherchée. Ce procédé sa¥eé risqu’a l'obtention d’'un seul et

unique groupe.

6.3.2. PerMANOVA

La PerMANOVA (Permutational Multivariate Analysis Variance) est une analyse
multivariée des variances par permutations quisetides matrices de distance (test non
paramétrique). C’est une alternative robuste aupameétrigue MANOVA et aux méthodes
d’ordination pour décrire comment les variationssetées peuvent étre attribuées aux
différents traitements expérimentaux (dans note Eatemps et les traitements appliqués)
(Legendre and Anderson, 1999). La méthode, basée guincipe des tests de permutations,
calcule la probabilité d’obtenir une valeur égalesupérieure a la valeur observée d'un test
statistique sous une hypothése nulle donnée ericuémat la statistigue du test apres
réarrangement (permutations) des observations (Aode2001). Le test statistique utilisé est
essentiellement un F-ratio, calculé comme le rdéda somme du carré des distances inter-
groupes divisée par la somme des carrés des distamca-groupes (Anderson, 2005). Cette

analyse a été réalisé avec la fonction adonis dkaoge « vegan » du logiciel R.
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CHAPITRE 1II

STRUCTURE DES COMMUNAUTES
BACTERIENNES EN REPONSE A UNE
CONTAMINATION PETROLIERE DANS
DES SEDIMENTS BIOTURBES
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CHAPITRE Ill: Structure des communautes
bactériennes en réponse a une contamination
pétroliere dans des sédiments bioturbés

1. INTRODUCTION

En raison de I'importance des micro-organismes desgrocessus de restauration des
ecosystemes, de nombreuses études ont été erdsepfia de comprendre les processus
impliqués. Face a des contaminations pétroliénesilgies, ils ont largement démontré leur
efficacité. Cependant les connaissances acquiseslienx marins cotiers, les plus touchés
par cette pollution, restent limitées. De plusplapart des études réalisées ne tiennent pas
compte des interactions biotiques existant danscosystéme et pouvant influer sur I'activité
microbienne et par conséquent sur la biodégradation

La macrofaune benthique, qualifiée d’ingénieur @edsystéme, est connue pour son
activité bioturbatrice au sein des sédiments. klkffle ces organismes sur la colonne
sédimentaire a été largement étudié. Leur présesomrce d’hétérogénéité dans les
sédiments, affecte leur environnement et donc légalolismes ainsi que la structure des
communautés microbiennes. Ills représentent donc ocomposante importante de
I'écosystéme marin en intervenant largement dasmiplecessus écosystémiques tels que les

processus de restauration de I'environnement.

Actuellement, peu d’informations sont disponiblag $a réponse des communautés
bactériennes face aux hydrocarbures pétroliers ikauniioturbé, pourtant, ces organismes
peuvent étre retrouvés en forte abondance darairceécosystemes cotiers. Afin de mieux
adapter les stratégies de bio-réhabilitation de eegronnements, il est primordial de
s’interroger sur limpact qu’auront ces organismesar [|'atténuation naturelle des
hydocarbures: Vont-ils modifier les processus dgratation microbiens ? La diversité
microbienne? Si oui, dans quelle mesure ? Et eqgtielles sont les répercussions sur

I'écosysteme étudié ?
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Afin de répondre a ces questions, une étude eroagsmes de 270 jours (9 mois) a été
entreprise a partir de sédiments marins. Une \asiété choisie comme écosystéme modeéle
et un dispositif expérimental reproduisant les eyae la marée a été concu dans le but de se
rapprocher au plus des conditions environnement&laatre conditions ont été simulées :
une contamination pétroliere par ajout de pétri@ebioturbation par bio-augmentation en
polychaetesHediste diversicoldr la synergie de ces deux facteurs, ainsi qu’uriroge.

Lors de cette étude, la dégradation du pétroleeasgtimée en suivant la disparition des
hydrocarbures et du vanadium au sein des sédindemgt 270 jours. Le vanadium a été
utilisé ici comme un indicateur de modificationsinasiques du pétrole. L'activité de
remaniement sédimentaire liée a la macrofaune aesténée grace a lutilisation de
fluorochromes. La dynamique des communautés bent@s totales et métaboliquement
actives a été décrite a l'aide d'outils moléculgireouramment utilisés en écologie
microbienne (i.e. extraction d’ADN / ARN, RT-PCR;RFLP). Nous nous sommes basés sur
'étude du gene codant 'ARNr 168acteria, un marqueur universel. La communauté
bactérienne active a également été caractérisdm elincubation afin de comprendre les
processus de restructuration liés a cette répdn#en, cette étude a été complétée par une
description relative de la structure de la commtidunydrocarbonoclaste exprimant le géne
alkB impliqué dans la dégradation aérobie des alcanes.

Cette étude est issue de la collaboration desréifté partenaires du projet DHYVA, elle
est présentée sous forme d'un article soumis paobligation dans la revudpplied and

Environmental Microbiology
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ABSTRACT

Burrowing macrofauna, playing a role in the transié nutrients and contaminants
into the sediments, can modify the microbial meliabts and affect the fate of contaminants.
With a multidisciplinary approach, we studied tmepact of oil on microbial activities in
bioturbated marine coastal sediments. An origixpleeimental device was setup to simulate
the tidal cycles with natural seawater in ordemioic environmental conditions. After 270
days, although the addition éfediste (Nereis) diversicoloinduced the burying of oil in
deeper layer, 60% of hydrocarbons were removedspeetive of the addition oH.
diversicolor The characterization of the bacterial communitias both genomic and
transcriptional levels, by 16S rRNA-T-RFLP and 168\A libraries analyses showed an
effect of the treatment (oil, Nereis, Nereis+oil) the bacterial community structure and
composition as well as on its dynamics. Under utaraimated conditions, the bacterial
community structure was modified by the additionHbf diversicolor increasing bacterial
diversity with a characteristic “Gamma shift”, segues related t&ammaproteobacteria
being the more abundant. From the oil-contaminatedrocosms two distinct bacterial
communities, showing similar degradation capagcitresre found depending on the addition
of H. diversicolor Both bacterial communities were dominated ®gmmaproteobacteria
with a pronounced “Gamma shift” also observed wHediversicolorwas added. The second
most abundant sequences were relateDdthaproteobacteriaaffiliated to bacterial groups
involved in sulfur cycle, including sulfur-oxidizi sulfur- and sulfate-reducing bacteria.
However, both bacterial communities harboured cifié phylotypes related to potential
hydrocarbonoclastic bacteria highlighting the iefige of reworking activity on the bacterial

community functioning.
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2.1. Introduction

Estuaries and coastlines are important biologiadies due to their large productivity
and biodiversity. These complex and dynamic ecesystare fragile and often impacted by
anthropogenic activities (54). Hydrocarbon compaurekpecially polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs), are among the most toxic,igterd and abundant contaminants in
these zones where they tend to accumulate in thiensats (13). As a consequence, the
coastlines, and particularly the muddy areas ctutstpollutant reservoirs that are threats for
the ecosystem and the human health as well. Thdegriadation of hydrocarbons by
microorganisms is a crucial mechanism by whichgdetrm and other hydrocarbon pollutants
are eliminated from the environment (39). Recergbyeral studies have demonstrated that
the impact of oil hydrocarbons on microbial comnti@si involves complex mechanisms (48,
49) that are dependent on the contamination higtbty 52, 66) resulting in the selection of
hydrocarbonoclastic microorganisms (34, 65).

The fate of hydrocarbons in the environment is ooy dependent on microbial
activities, but also on sediment characteristitg;spcal-chemical factors (electron acceptors,
temperature), nutrients, cometabolites availabilignd bioturbation (8). The benthic
macrofauna which physically mix sediments and ohike oxygen into sediments by burrow
ventilation greatly affects the biogeochemical egclof nutrients, contaminants and
microorganisms (7). Several studies have demoestriitat bioturbation processes play an
important role in the burial and the degradationobfhydrocarbons (25), PAHs (15) and
acyclic hydrocarbons (31). In addition, polychadiase the enzymatic potential to solubilise
aromatic compounds (42, 43). Burrowing activity calso affect the overall microbial
metabolic activities such as the nitrifying (56)dathe sulfate-reducing activities (32, 45). It
has been shown that the increase of the microbiai@ances and activities is due to complex
biogeochemical interactions induced by bioturbati@3, 37, 40). In addition, specific
bacterial patterns due to bioturbation activitieavéh been reported in presence of
hydrocarbons (18).

The aim of the present study was to determine hibaffects the bacterial community
structure and composition in bioturbated mud sedimieAn original microcosm system
maintaining the structure of muddy sediments unidat cycles was setup. A set of chemical
and microbial analysis was performed over a ninatmgeriod to follow i) the degradation
of petroleum by estimating hydrocarbon content gadadium release ii) the macrofaunal

reworking activity and iii) the bacterial commuesi structures and composition at genomic
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and transcriptional levels. This multidisciplinagpproach, combined with multivariate
analyses, provided new insight on the behaviouvaaiterial communities in response to oil

addition in bioturbated sediments.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Sampling area
Mud sediments for microcosm experiments were ctem autumn 2007 at the tidal

basin Aber-Benoit, located in Brittany region (Tlegu, France, 48° 33'12.40"N; 4°
32'8.69"W).

This sediment showed a pH 7.8 with an organic cadzmtent of 6.8% and a salinity
of 35%.. The sediment moisture content was 60% #&eanacal analysis detected about 4 mg
of biogenic hydrocarbons per gram of dry sedimenwupper layer of sediment (2 cm).
Sediments were composed by 3% clay (<3.9 micr@id)p silt (3.9-62.5 microns) and 66%
sand (62.5-2000 microns). Density and characteozabtf autochthonous macrofauna was
performed from three cores collected on the samgite. Four different species were found
and average density of macrofauna was estimat@d1® +6.08 ind.ii, polychaete$iediste

(Nereis) diversicolodensity reaching 509 ind:frcorresponding to 61 g:fn

2.2.2. Microcosms setup
Sediments were collected carefully with core catlecto maintain the sediment

structure, and then transferred over geotextile byanme on microcosm boxes (65 cm x 50 cm
X 41 cm; approximately 30 L of sediment). Twelvecracosm boxes were setup and
connected with a device supplying natural, santkred and UV-treated seawater from
Oceanopolis aquarium (Brest, France) ensuring aoh&ea water quality. Tidal cycles (12
hours) were applied using a water level controlsggtiing on an up and down drainage
system. Seawater was renewed at each tidal cyBlé (f water per box). At high tide, the
water-level was maintained at about 5 cm aboveséltément surface using a faucet ballcock
(Figure 1lI-1). After 7 days of sediment stabilization, BAL 110 ofré&bian Light crude oil
topped at 110°Cand Hediste (Nereis) diversicolowere added in microcosms in order to
simulate oil pollution and to magnify sediment reking respectively. Four conditions were
applied in triplicate (N=12) as follows: (i) CTRIcontrol condition, (ii) BAL: oil addition,
(i) NEREIS: addition ofH. diversicolorand (iv) NEREIS+BAL, addition of oil ané.

diversicolor The 2 cm upper layer of each baas collected, pooled and homogenized. This
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mixture was spread over the sediment surface (2ager). For the contaminated conditions
(BAL and NEREIS+BAL), the mixture containé&5.6 mg of BAL 110 oil per gram of wet
sediment. For the conditions whetle diversicolorwas added (NEREIS and NEREIS+BAL),
the initial biomass of. diversicolorwas increased 10 fold (addition of 614 g.ire. 982
ind.m?). Two hours after the reintroduction of the suefdayers and of the polychaetes the
tidal cycle was initiated. Samples of sediment wler¢gher collected after 2, 7, 30, 90, 180
and 270 days of incubation (November 2007 - Ju@820For chemical analyses, one core
sample (Falcon tube, 2.5 cm x 8 cm) was collectadefach microcosm (triplicates per
condition). For molecular analyses, superficial pa® (0-2 cm, Eppendorf tube, 2 mL) were
collected in duplicate for each microcosm (samplieglicate). Thus, six replicates per
condition at each sampling time were obtained. Jiiesamples were collected 10 min. after
reaching the "low tide"The sampling hole was loaded with a plastic tuberder to maintain
the sediment’s structure. Samples were quicklyenom liquid Nitrogen and stored at -80°C

until analyze.

Direction of water flow

Tidal range

Sediment

Drainage connected with

Permanent under-water zone
central elevator table

(=15 cm)

Foam filter

Drain discharge

Figure llI-1: Microcosms’ box design. Sediments were maintaimeduich microcosm box and
submitted to 12 hours tidal cycles renewing seamatteach tidal cycle.

2.2.3. Hydrocarbons extraction and analysis
Prior to analyses, each core of sediment were elividto four layers (0-2 / 2-4 / 4-6 /

6-8 cm). Each layer was then split for determirmmatid moisture content (50°C for 24 hours),
total petroleum hydrocarbons (TPH) concentratiords @kanes / aromatics analyses.
Sediment samples were spiked with deuterated algKdy,-eicosane) and aromatic

hydrocarbons (gnaphthalene, @biphenyl, do-phenanthrene, jgchrysene and ¢
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benzo(a)pyrene) surrogate standard (LGC standaathc€) and then extracted with 30 mL
methylene chloride at 100°C and 2000 psi for 14 mira Dionex ASE 200 accelerated
solvent extractor. Extractions of sediment werefquared twice for each sample. Organic
extracts were dried over P8O, (activated at 400°C during 4 hours) and concesdraintil
approximately 2 mL using a Syncore (Blchi, GermaBEy}racts were fractionated using SPE
(Solid Phase Extraction) cartridge (silica/cyanggto (SiO2/C3-CN; 1.0/0.5g, 6 mL;
Interchim, France) (4). Saturate and aromatic iilbastwere eluted simultaneously with 8 mL
of methylene chloride/pentane (80:20, v/v) and eotrated to approximately 2 mL.

TPH were analysed according to NF EN ISO 9377-2qudiigh temperature gas
chromatography with a flame ionization detector GOV/FID) HP 6890N equipped with an
auto sampler. 1 pL of samples was injected in glrgglittess mode (splitless time: 2
minutes, flow: 50 mL/min) at 425°C. The initial ovéemperature was 30°C, then increased
at 20°C per minute 1 minute after injection toreafitemperature of 415°C, then held for 30
minutes. The metallic chromatographic column waBBHT-SIMD (Agilent J&W): 5m X
0.53 mm ID x 0.15 um film thickness. The heliumriargas was maintained at a constant
flow of 15 mL/min. Different concentrations of BAL10 diluted with methylene chloride
were used to calibrate the method and then to dydahe TPH extracted from the sediment
samples.

Alkanes and aromatics were quantified using a asncatography coupled with mass
spectrometry (GC/MS). The GC was an HP 6890N eeuippith a split/splitless injector
(Splitless time: 1 min, flow 50 mL/min). The injecttemperature was maintained at 300°C.
The interface temperature was 300°C. The GC terpergradient was from 50°C (1 min) to
300°C (20 min) at 5°C/min. The carrier gas was tliat a constant flow of 1 ml/min. The
capillary column used was a HP-5 MS: 30 m x 0.25 i 0.25 pum film thickness. The GC
was coupled to an HP 5973 Mass Selective Dete®t8D() (Electronic Impact: 70 eV,
voltage: 1200V). n-Alkanes and PAHs semi-quantiiaress were done by using Single lon
Monitoring (SIM) mode with the most representativ@gment (saturates) or the molecular
ion (PAHSs) of each compound at a minimum of 1.4efs.

Data statistical analyses were performed with STSNTCA software, version 5.5
(StatSoft, USA). The TPH concentrations were tedtgdtwo-way analysis of variance
(ANOVA) in order to investigate the effects of tiniE), condition with or without added.
diversicolor(C), and their interaction (T x C) on the TPH @it of the experimental boxes.

Prior to statistical analysis, homoscedasticity wssessed by Hartley's Fmax test. Significant
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differences between paired means were determined tlee multiple-range comparison test
of Duncan. The significance level was set at0.05.

2.2.4. Vanadium extraction and analysis
During incubation, the vanadium content associtettie oil fraction of the sediment

samples (residual oil fraction) was extracted folltg 5 subsequent liquid-solid extractions
with xylene (ACS grade from Sigma-Aldrich). For baextraction 2 g of contaminated
sediment was mixed with 2 ml of xylene, exposeduliva sound for 2 h and finally
centrifuged (30 min, 300@). The supernatant was filtered (0.2 um) befordyarg while the
solid residue followed a subsequent extraction ategescribed above.

The vanadium content of this extract was analyzechicroFIA ICP MS as previously
described (12, 26). The total Vanadium concentnattaBAL110 was 23 + 2 pg/g.

2.2.5. Reworking activity
Sediment reworking activity in the different expeental boxes was estimated using

fluorescent particulate tracers (luminophores; X28ne hour after the introduction éf.
diversicolor into the NEREIS and NEREIS-BAL boxes, a suspensibi00 g of orange
luminophores (63-125 pum) was homogeneously spread the sediment surface of each
experimental box. At the end of the experiment, sediment core (1.D.: 10 cm, length: 15
cm) was sampled from each experimental box. Eaoh was then sectioned in 0.5-cm thick
layers from the surface down to 2 cm depth, andl-am thick layers down to 10 cm. The
sediment from each layer was removed separatelgiandd through a 250 micrometer mesh
to remove macrofauna from sediment particles. Sedismwere then freeze-dried, gently
crushed to powder and homogenized. Sediment sulbssamyere taken for counting of
luminophore under UV-light (digital camera Olymp@s2500L; image analysis software
Image-Pro Plus). An one-dimensional diffusion mod#ibwed describing luminophore
transport (biodiffusion-like coefficierdb; (50)).

2.2.6. Total DNA isolation of microbial communities
DNA was extracted from the 136 samples collectedpper layer of sediment (2 cm,

250 mg) using the UltraClean Soil DNA kit (MoBio lharatories) according to the

manufacturer's recommendations. Protocol was medlifas following: sediment was

previously centrifuged at 5000xfor 15 min, to remove water phase; and the ingtap of
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horizontally vortex was performed during 30 min. ®Mas eluted in 50 pL and stored at -
20°C.

2.2.7. RNA isolation and reverse transcription
Total RNA extractions were performed from the 1aéples collected in upper layer

of sediment (2 cm, 2 g) using the RNA Power Sdil(MoBio Laboratories) according to the
manufacturer’'s recommendations. Only RNase-freéfieer plastic-ware was used and all
solutions were prepared with sterile diethyl pyrbcaate-treated (DEPC) water. DNA was
removed from the total nucleic acid extraction Oyd3e digestion, using Turbo DNA-free™
protocols (Ambion). The complete removal of DNA waified by a control PCR using
primers of bacterial 16S rRNA directly on RNA extrgPCR conditions described below).
cDNA was produced by reverse transcription of RNs#fhg Moloney murine leukemia virus
reverse transcriptase (M-MLV RT, USB Corporationjrwrandom hexamers (0.1 U A260,
Roche) according to the manufacturer's recommeondsiti RT products were used
immediately for PCR amplifications and the remagnpmoducts were stored at -20°C.

2.2.8. Amplification of bacterial 16S rRNA gene
16S rRNA gene was amplified from the 136 nucleiidl @amples using the specific

primers 63f (5-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3) and 1387r (5'-
GGGCGGWGTGTAACAAGGC-3') forBacteria(41). The forward primer was labeled at
the 5 end with the phosphoramidite fluorochromerboayfluorescein (FAM). PCR

conditions were as follows: initial denaturatiom#{€ for 3 min) followed by 35 cycles of
denaturation (94°C for 30 s), annealing (58°C fors3, and extension (72°C for 60 s) and a
terminal extension (72°C for 10 min). The reactmix (50 pL final volume) contained 50
mM buffer, 0.4 mM dNTP, 0.2M of each primer and 1.25 U of Taq polymerase (Ozym
PCR products were visualized by agarose gel elgotn@sis and purified with the PCR
purification kit (GE Healthcare).

2.2.9. T-RFELP analysis
Purified 16S rRNA amplicons were separately digedig 3U of Haelll and Hinfl

restriction enzymes at 37°C (New Englands Biolabsa final volume of 10 uL for 3h. A

desalting step by dialysis was performed using022 . filter (Millipore). Then, digested

products (1 pL) were mixed with deionised formam(#l@ pL) and 0.25 pL of internal size
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standard (TAMRA GS-500, Applied Biosystems). Samapieere denatured by heating at
95°C for 5 min and then immediately transferredooice. Fluorescently labeled fragments
were separated and detected with an ABI PRISM 3apillary sequencer (Applied
Biosystems) run under GenScan mode. Injection vesfopmed electrokinetically at 15 kV
for 30 s and the runs at 15 kV were completed wi80 min. T-RFLP profiles were analyzed
using GENSCAN version 3.1 software (Applied Biogyss). Only terminal fragments
showing size ranged from 35 bp to 500 bp and heigjiter than 30 fluorescence units were

considered for analysis.

2.2.10. Statistical comparison of T-RFLP profiles
The T-RFLP profiles were standardized by Dunbarsthad (19). Then, raw data

were normalized by dividing each peak height by tiéal signal intensity of the

corresponding profile. T-RFLP profiles from samglimeplicate (box duplicate) were
averaged in order to obtain three profiles per d¢and(biological replicates, BR). Similarity

between BR was estimated using UPGMA method foh eaadition, at each sampling time.
Hierarchical analysis was performed with the avenagfiles from the three BR profiles, and
groups were formed according to similarity obtainbéétween the BR. 2D-MDS

(Multidimensional scaling) were also performed witie three BR at each sampling time.
Hierarchical clustering and 2D-MDS analysis werdgrened with Primer 6 software (Primer
E, Plymouth, UK).

2.2.11. 16S cDNA library construction and analysis
16S cDNA libraries were obtained with unlabelledRP@roducts from initial sample

(2 days), and at 270 days for the four conditio@ONTROL, NEREIS, BAL,
NEREIS+BAL). For T4 library, PCR products were obtained from 12 saséree

replicates per condition, i.e. one replicate per)band PCR products were pooled. For

libraries from Th7oq4 Samples PCR products were obtained from the gpliceges per

conditions and pooled before cloning. The PCR petsluvere cloned irEscherichia coli

TOP10F using the pCR2.1 Topo TA cloning kit (Imagen Inc.). Clones were screened
using M13 primers (Eurogentec) surrounding the idgnsite. Selected clones were
sequenced by GATC Biotech SARL (Konstanz, Germaififie sequences were compared
with the GenBank nucleotide database library by BIAon-linesearches (3). The presence
of chimeric sequences was checked with MallardRintkil tools. The DOTUR program was
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used to determine Operational taxonomic units (QTdégdined as sequence groups in which
sequences differed by 3% fa6S rRNAsequences (57). PAST (PAleontological Statistics
v1.60) software was used to perform rarefactiorlyaisaand calculate diversity indexes for

each 16S cDNA library. The coverage value is giaerC=1—-(n1/N) where nl is the number

of clones which occurred only once in the libra@y) and species richness was calculated
with the Chao Estimator website (http://www?2.biolagalberta.ca/jbrzusto/rarefact.php9).

The compositions of bacterial communities were came@ by clustering analysis using
Pearson’s correlation as a similarity distance ahéatmap was drawn with gplots package in
R software (62)In silico restrictions of clone sequences were performeld mibbyle website
(http://mobyle.pasteur.fr/cqi-bin/portal.p{b1).

2.2.12. Nucleotide sequence accession numbers
The sequences determined in this study have bdenited to the Genbank database

under accession Nos. JF774416 to JF774826.

2.3. Results

2.3.1. Characterization of the biological reworkaxdivity
The abundance dfl. diversicolorwas maintained all along the experiment, and was

not significantly affected by oil addition (NEREIQ:782+382 ind.nf; NEREIS+BAL:
2334+989 ind.if; p=0.26) Biodiffusion-like coefficients [Pb) varied with the different
experimental conditions. The microcosms in whittdiversicolorwere added showed higher
Db (NEREIS: 0.70 +0.08 cfiy’; Mean +SD:n=3) compared to the other microcosni
from 0.18 to 0.33 chwy™') which was the goal sought by the polychaete it

Furthermore, this difference was particularly marke presence of botH. diversicolorand

oil (NEREIS+BAL: Db= 1.07 +0.12 crhy’; Mean +SD;n=3), indicating that the reworking
activity was enhanced by the oil addition. Furtheren the luminophore distribution indicated
that the most reworking activity was on the topn2 (@ata not shown). We thus analyzed
microbial community on the 0-2 cm horizon, consiagrthis luminophore distribution, and
because it is the most oxygenated zone whereeifitiydrocarbon degradation is expected.
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2.3.2. Fate of petroleum compounds
In order to assess the fate of BAL 110 oil, totatirpleum hydrocarbon (TPH) content

was followed during the 270 days of experiment (Feglll-2A and 11I-2B). The distribution
of TPH content according to the depth pointed betlurrowing activity oH. diversicolor
(Figure 11I-2A). Indeed, in polychaetes bioaugmentendition (NEREIS+BAL), a mean of
23% of TPH were extracted from the 2—4 cm layerlaviihey represented only 10% in
microcosm withouH. diversicoloraddition (BAL). The increase in macrobenthpopulation
and its related reworking activity clearly allowadieeper burying of TPH into the sediments.

According to Duncan test, TPH concentration wasiigantly reduced irrespective of
conditions after 90 days of incubation (BAL p=0.Q06IEREIS+BAL p=0.0048). At the end
of incubation, 60% of the initial TPH was removelatg not shown). Considering the 0-2 cm
layer (Figure I1I-2B), 57% of the initial TPH wasmoved in the BAL condition while 48%
was removed in the NEREIS+BAL condition. This réswidicated that the main TPH
removal was obtained within the 0-2 cm layer.

The fate of BAL 110 oil in the sediment was alsseased by following the release of
vanadium from the porphyrin complexes fraction (3he residual vanadium content
(vanadium extracted from the oil fraction of thelisgent) decreased aftego} irrespective of
the condition (Figure I1I-2B) in agreement with TPé#ecrease, while uncontaminated
sediment did not exhibit any detectable vanadiumT#os the residual vanadium was no
more detected testifying the modification of comxpgydrocarbons. This result demonstrated
that in our experimental conditions vanadium walsegireleased into the medium or no more
extractable after six months of incubation.

Focusing on the chemical composition of the bioddgble fractionr{-alkanes and
PAHSs; Figure 11I-2C), ther-alkanes content was reduced from 65% gttd 40 % at the end
of experiment, corresponding to more than 80% dieple while PAHs were depleted
approximately two times less. Moreover, th€C,g/phytane ratio decreased progressively
from Tgpq (2.2+0.1 for BAL; 2.1+£0.2 for NEREIS+BAL) to 2§04 (1.0£0.1 for BAL; 0.7+0.4
for NEREIS+BAL) with significant differences accand to Duncan test (p-value<0.05). This
observation indicated that the alkane depletion daes to a biodegradation process since
linear alkanes (such asC;g) are more sensitive to microbial degradation ttienalkylated
(such as phytane) (44).
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Figure IlI-2: Chemical analyses of hydrocarbon content in sedisaen

A) Depth distribution of relative TPH content (%) BAL and NEREIS+BAL conditions during the
270 days of experiment. The 100% TPH representsotab TPH per sampling time (addition of all

depth). B) Total petroleum hydrocarbons (TPH) cabiars) and residual vanadium in extractable
phase (curves) during the 270 days of the expetirffienthe BAL (grey bar and solid curve) and
NEREIS+BAL (dotted bar and dotted curve) conditiddys Concentration of alkanes (white bar) and
aromatics (grey bar) during the 270 days of theesikpent for the BAL (left) and NERREIS+BAL
(right) conditions (SD were calculated for alkanePAH). Stars show significant difference obtained
by Duncan test (p-value<0.05) compared to 2 dayseva
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2.3.4. Dynamic of total and active bacterial comities
Bacterial communities structures were followed BRALP based on 16S rRNA genes

and transcripts analyses for all incubation coondgiall along the experiment. Analysis of
similarity between the replicates revealed the iapdteterogeneity within and between

microcosms highlighting the importance of the saniplstrategy to obtain representative
samples. According to the similarity observed betwbiological replicates (BR) threshold of

69.9% and 70.3% were applied to determine clusterRNA genes and transcripts analyses
respectively (Figure IlI-3A and I1I-3D). Variabijitof the BR is shown on MDS analysis

(Figure 111-3B and 111-3C).
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Figure 1lI-3 : Bacterial community structure comparisons based-&FLP analyses.

Changes in total (A and B) and metabolically ac{i@eand D) bacterial community structures during

270 days for the four conditions. Hierarchical aysib (A and D) was performed using the average
similarity between replicates. Clusters were forrmeder 69.9% and 70.3% threshold. MDS analysis
(B and C) was performed from the average of thdichte from each microcosm box. CTRL, white
circle; BAL, black circle; NEREIS, white triangISEREIS+BAL, black triangle.
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The hierarchical clustering analysis (HCA) of totalcterial community (genomic
analysis; Figure 11I-3A) showed the modification ledicterial communities structures (BCS).
The HCA revealed the presence of three clustegi(€illl-3A), cluster | containing samples
from the beginning of experiment 4} irrespective of the experiment conditions, angtrs
I and Il containing oil-contaminated samples froMpy and Tigoq respectively. This
observation showed that, irrespective ldf diversicolor addition, the presence of oil
determined differences observed on bacterial conitsngtructure. As a consequence, in oil-
contaminated microcosms BCS agodl and Tgog Were not affected byH. diversicolor
addition, despite its pronounced effect on BCS IEREIS treatment (180 days).
Nevertheless, in NEREIS and BAL microcosms BCS rncations were observed from the
day 7 of incubation, whereas in NEREIS+BAL conditi®CS modification was observed
from the day 30. At the end of experiment, sped€Ss were observed for each treatment
showing aH. diversicolor effect in presence of oil ¢Jog. Although the predictive
identification of T-RFs has to be taken with cantithein silico restriction of the 405 cloned
sequences allowed a clear identification at thdyphiclass taxonomic level. Atidoq BAL
and NEREIS+BAL communities were mainly composed ByRFs belonging to
Gammaproteobacterigepresentingbout 45% of the profiles explaining their simitgriThe
shift between Tgoq and h7oqgWas characterized by an increase of the relatve@ance of T-
RFs related t@acteroidetesn NEREIS+BAL community. In contrast, the BAL coranity
was mainly characterized by the presence of T-REsed totGammaproteobacteria.

At the transcriptomic level (Figure III-3D), the KCconfirmed the BCS shifts
observed at the genomic level further highlightthg treatment effects. Nevertheless, in
contrast to that observed with genomic analysiedobacterial communities (BAL and
NEREIS+BAL) clustered together from the day 2 (Fegul-3D, clusters V and VI) revealing
a fast response of bacterial community to oil addit After 90 days distinct BCS were
observed except at,Zgq uncontaminated samples (CTRL and NEREIS) fornanguster
(cluster VII). Finally, at the end of experimentx{dy) BCS were clearly distinct fromaf.
Furthermorejn silico restriction of cloned sequences revealed diffetarbnomic patterns
than those observed at the genomic level, partiguldhe T-RFs related to
Deltaproteobacterighat were found at high abundance whereas theg natrdetected at the
genomic level. At Tgog, their abundance in BAL community (21.4%) compared
NEREIS+BAL community (2.4%) explained the discregiaa observed between these
communities. The NEREIS+BAL community exhibitedigher abundance of T-RFs related

to Gammaproteobacterigb6.3%) while the abundance Alphaproteobacteriaelated T-RFs
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was similar in both communities. At7bg the Alphaproteobacteriavere more abundant in
BAL community (19.5%) than in NEREIS+BAL communi{®.3%).

2.3.5. Metabolic active bacterial communities cosifion
In order to characterize the bacterial communitiespositions at o4 16S cDNA

libraries were constructed for each condition. Afdiional library was constructed with
pooled 16S cDNA from samples of all conditions g4 The characteristics of the libraries
are shown in Table IlI-1. The coverage of theydlibraries from 51.4 to 76.4% indicated that
the libraries were representative of the most abonhgopulations. The analysis of 405
complete sequences, representing 207 OTUs (comgid@r% similarity threshold), showed
that 82.6% of OTUs were found specifically in a @dion, which supported the LIBSHUFF
library’s comparison revealing that the five libem were composed of significantly different
OTUs (P-values between 0.001 and 0.004).

Table 11I-1: Characteristics of the zlays CTRL704 BALy7os NEREIS;04 and NEREIS+BA}z0 CDNA
clone libraries.

2 days 270 days
CTRL BAL NEREIS NEREIS+BAL

Number of clones 72 88 82 90 73
Number of OTUs 65 41 49 52 44
Chao estimation 288 +61.7 85+19 90 £ 16 93 +15 64+9
% of coverage 24.6 73.9 63.4 51.4 76.4
Simpson index 0.982 0.953 0.971 0.977 0.965
Shannon index 4.112 3.41 3.726 3.865 3.574

The comparison of the libraries composition at giig/lum level highlighted the
differences of the bacterial communities (Figurk4ll Table 11I-2). Sequences related to
ProteobacteriaandBacteroidetedeing the more abundant in all libraries exceghlEREIS
library (T2704 Where onlyProteobacteria(98.6%) andNitrospirae (1.4%) were detected. The
other phyla were detected below 5% in all libraridgsnong the Proteobacteria, the
Gammaproteobacteriavas the most abundant class found especiallyenNBREIS library
(90.3% of sequences). Theltaproteobacteriavere found the second most abundant among
the Proteobacteria with similar abundances (20.7% and 22.5%) in tomtaminated
NEREIS+BAL and BAL libraries while representing ¢pn6.9% in the NEREIS library.
Interestingly, in agreement with T-RFLP analység Alphaproteobacteriavere found the
most abundant in the CTRL and BAL libraries (7.9%@ d.3.4% respectively) while they
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represented less than 4% in libraries from microwwhereH. diversicolorwas preseniThe
Betaproteobacteriavere found only in the BAL library and one sequenelated to the

Zetaproteobacteriavas found in the CTRL library.
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Figure 111-4 : Heatmap with double clustering showing the relastdip between microcosm conditions
and bacterial phylotypes (phylum level). The miosm conditions are clustered in the top and
bacterial phylotypes are clustered on the left lné heatmap according to their intensity profile
similarity. Black corresponds to higher abundanoe avhite to absence of taxa.

Focusing onGammaproteobacterieand Deltaproteobacteria the most abundant
OTUs, it is important to notice that most of thejsences of the fourzjoq libraries were
affiliated to microorganisms involved in the sulfaycle (Table 1lI-2). They included the
sulfur-oxidizing bacteria (SOB) such as purple wulfacteria within th&€€hromatiaceaeand
Ectothiorhodospiraceaéamilies, sulfur-reducingesulforomonadaceaand sulfate-reducing
bacteria DesulfobacteraceaandDesulfobulbacege The NEREIS library was characterized
by 74.9% of sequences related to these familiesu{ad0% in the other libraries). They were
mainly affiliated to SOB (56.9%) as Sulfur-oxidigirbacterium ODIII§ Thiohalophilus

thiocyanatoxydanandOlavius algarvensisulfur-oxidizing endosymbiont. The
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Table I1l-2 : Identification of phylotypes from sequence analydgesDNA libraries and their relative
abundance (%). The numbers of clones are in bracket

Phvloaenetic aroup: 2 days 270 dav:
CTRL BAL NEREIS NEREIS+BAL

ALPHAPROTEOBACTERIA 15 7.9 134 14 3.3
Rhodobacteraceae 6.8 (4) 23 (1) 2.4 (1) - 22 (2
Rhodospirilaceae - 2.3(2) - - 1.1 (1)
Sphingomonadaceae 2.7 (2) - - - -
Erythrobacteraceae -
Hyphomicrobiaceae 2.7 (2)
Bradyrhizobiaceae - -
Rhodobiaceae 2.7 (2) 1.1 (1)
Methylocystaceae - - -
Unclassified - 1.1 (1) 6.2 (2) - -

BETAPROTEOBACTERIA 1.4 - 6.2 - -
Rhodocycleae 14 (1) - -
Comamonadaceae - - 1.2(1) - -
Burkholderiaceae - - 5(1) -

GAMMAPROTEOBACTERIA 39.6 50 39.3 90.3 58.4
Alteromonadaceae 6.8 (5) 7.8 (4) 7.4 (4) 16.7 (10) 20.3(9)
Chromatiaceae 4.1 (3) 9.2 (4) 1.2(1) 9.7 (5) (3)4
Ectothiorhodospiraceae - - 3.7 (1) 14 (1) -
Unclassified Chromatiales 2.7 (2) 1.1 (1) 2.4 (2) 14 (1) 5.6 (2)
Unclassified Oceanospirillales - - - 14 (1) -
Piscirickettsiaceae - - - - 1.1 (1)
Pseudomonadaceae - - - - 5.6 (1)
Colwelliaceae 1.4 (1) - - -

OM Group - - 2.4 (1) 14 (1) -
SOB 20.5 (13) 31.9 (9) 19.8 (8) 56.9 (26) 21.3(9)
Unclassified 4.1 (2) - 2.4 (1) 1.4 (1) 1.1 (1)

DELTAPROTEOBACTERIA 11 16 20.7 6.9 225
Desulfobacteraceae 4.1 (3) - 15.9 (8) 5.5 (@3) 503
Desulfobulbaceae 1.4 (1) 1.1(Q) 2.4 (1) - -
Nitrospinaceae - 1.1(1)
Desulforomonadaceae - -
Sorangiineae 4.1 (2) 9.2 (1)
Halangiaceae - 1.1(1) - -
Unclassified 1.4 (1) 3.5(1) 1.2 (1) 7.9 (1)

ZETAPROTEOBACTERIA - 1.1 - - -
Mariprofundaceae - 11(1) - - -

12 ) 14 o) .
- - 1.1Q1)

BACTEROIDETES 19.2 17.1 9.6 - 15.8
Flavobacteriaceae 13.7 (7) - 2.4 (2) - 1.1(1)
Cytophagaceae 14 (1) 17.1 (6) 3.6 (1) - 14.7 (7)
Sphingobacteraceae 2.7 (2) - - - -
Flexibacteraceae - - 2.4 (1) - -
Unclassified 1.4 (1) - 1.2 (1) -

ACTINOBACTERIA 14 11 4.8 - -
Propionibacteraceae - - 1.2 (1) -
Geodermatophilaceae 14 (1)

Unclassified 1.1 (1) 3.6 (2)

FIRMICUTES 6.9 - 24 - R
Veillonellaceae - 1.2 (1) - N

Clostridiaceae 14 - -
Unclassified 5.5(3) - 1.2 (1) -

PLANCTOMYCETES - 2.2 - - -
Planctomycetaceae - 2.2 (1) - -

DEFERRIBACTERES 1.4 - - - -
Unclassified 1.4 (1) - - -

SPIROCHAETES - - 2.4 - -
Leptospiraceae - - 2.4 (1) - -

NITROSPIRAEA - 3.4 - 1.4 B
Nitrospiraceae - 3.4 (1) - 1.4 (1)

CHLOROFLEXI 4.1 - 1.2 - -
Caldilinelaceae 2.7 - - - -
Unclassified 1.4 (1) - 1.2 (1) -
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Chromatiaceaavere found in lower abundance in BAL and NEREIS+Braries than in
CTRL and NEREIS libraries indicating that they weatfected by oil. In contrast, we
observed that the sulfate-reducibgsulfobacteraceawere abundant (15.9% and 13.5%) in
oil-contaminated libraries. The abundanceAtteromonadacaevas higher in microcosms
whereH. diversicolorwas added.

The phylogenetic analysis also revealed the presemfcsequences related to well-known
hydrocarbonoclastic bacteria (HCB). They were morgndlant in contaminated microcosms
accounting for 14.5% (6 OTUs) and 18.8% (8 OTUs) ofusaeqes in BAL and
NEREIS+BAL libraries respectively. Different HCB atéd sequences were found in the
bacterial communities from oil-contaminated microues Sequences related to HCBs
affiliated to Betaproteobacteriaand sulfate-reducing strains obDesulfococcus and
Desulfatiferula genera were found in BAL library while the NEREEAL library was
characterized by the presence of HCB sequencestedelato members of

Gammaproteobacteriand sulfate-reducing strains Désulfobacteriungenera.

2.4. Discussion

In this study, we found that the structure and diNgrof bacterial communities of
marine sediment were affected by oil-contaminataepending on the addition of the
polychaeteHediste (Nereis) diversicolavithout affecting the overall removal capacity of
oil. The degradation of BAL 110 oil was supporteddoyh the reduction of total hydrocarbon
content and the decrease of the extractible vamaaiontent from the oil fraction of the
sediment. Vanadium is the most abundant metal i(b6), we demonstrated that its release is
correlated with the degradation of TPH testifyintpoathe modification of complex
hydrocarbons during the degradation process.

The NEREIS+BAL bacterial community showed highewedsity than the BAL
bacterial community reflecting different structusggh distinct sequences related to known
hydrocarbonoclastic bacteria. Few studies have tegpdhat burrowing organisms, through
mucus excretion and oxygenation of sediments, inflaethe bacterial communities in the
burrow and its surroundings as well (9, 22, 38).iTpeesence had an impact on the bacterial
degradation capacities, stimulating microbial degtiath of organic matter (1) and organic
contaminants (35) including crude oil compounds (31)hénpresent study, the additiontbf
diversicolorincreased the reworking activity as previouslyorégd (20) which was further
enhanced in presence of BAL 110 oil. Similar obsiowahas been reported (25), but this

was not the case during a laboratory experimentewde diversicolorreworking was found
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reduced in presence of Arabian Light crude oil (Z4)e enhanced reworking activity could
be explained by a reduced penetration of oxygemiemi$, and organic matter in presence of
oil that are required for macrobenthic life (14,.18¢garding the effect ¢i. diversicolorand

its reworking activity on the microbial degradaticapacities controversial observations were
reported. It was demonstrated that the degradatfopymene was not improved by the
presence oH. diversicolor(15) while a report showed that the mineralisabbnaphthalene
was reduced in presence of high density meiofadiip These studies, performed with single
molecules, didn’t focus on active bacterial commasitomposition. Thus, to the best of our
knowledge, our study present for the first time ithpact of petroleum, a complex mixture,
on active bacterial communities composition in bioturtbaediments.

T-RFLP (both gene and transcript analyses) showatl BAL and NEREIS+BAL
bacterial community dynamic was oil-dependent. Atfatructural shift was observed after 90
days of incubation in both contaminated BAL and NER+BAL conditions followed by a
second structural shift after 180 days of inculmasaggesting that a succession of bacterial
communities occurred which resulted on different tbidal patterns according to the
treatment, both showing biodegradation capacitieseraéstudies demonstrated that the
bacterial communities are first dominated by n-afisardegrading bacteria and then by
bacterial groups degrading polyaromatic hydrocasb@@AHs), compounds more difficult to
degrade (for review see (34)). In oil-contaminatedratosms, the comparison of bacterial
communities based on T-RFLP and 16S RNA librarylymes revealed that the bacterial
communities followed a different dynamic in micreaws where the polychaetes were added
resulting to two distinct bacterial communities. NHB+BAL active community was
characterized by T-RFs related@amma-andDeltaproteobacteriavhile the most active T-
RFs in BAL community were related #lpha- and Deltaproteobacteriarhe phylogenetic
affiliation of 16S cDNA sequences indicated thamas$t all sequences were related to
bacterial groups involved in the sulfur cycle; odl4% of total phylotypes were related to
known HCB. Many studies have reported the dominaoicdHCBs in oil-contaminated
ecosystems (8, 65, 67). The low abundance of HCBsiiirs@diments could be explained by
the fact that the sediments were from a non-pollueed/ironment, only biogenic
hydrocarbons were detected, harboring a non-adapeterial community to petroleum
compounds. Several reports demonstrated that thecingb crude oil on bacterial community
and the oil degradation capacities were dependerthe pollution’s history (21). The oll
degradation was faster when bacterial communitiesdapted to oil compounds (28). In our

study, sediments considered as “pristine” were ramiatl in microscosms under ambient
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temperature (starting in winter season) that caxglain the slow degradation observed.
Indeed low temperatures affect the bio-availabiitynydrocarbon compounds by increasing
their viscosity and decreasing their volatility ¢ well as the microbialctivities (63). In the
present study sequences related to sulfur-oxydibacteria (SOB) were found in lower
abundance in contaminated libraries than in uncomated libraries. Most of these
sequences were related to the -cultivable stralimoalkalivibrio denitrificans and
Thiohalophilus thiocyanoxidan&0, 61) The ability of these strains to grow with diffeten
electron acceptors such as oxygen and nitrogeresxids been shown demonstrating their
adaptation capacity to different conditions ahdir role in the sulfur, nitrogen, and carbon
biogeochemical cycles (58).

Sulfate-reducing bacteria (SRB) were found dominantl#oaitaminated microcosms
(BAL and NEREIS+BAL).The simultaneous presence of both SOB and SRB coitigsl
testified that the sulfur cycle was active in thé&cnomcosms.SRB are known to play an
important role on anaerobic oil degradation (17, 5%), They were found dominant in oil
contaminated sediments (46, 48) and their activigindp stimulated by the presence of
hydrocarbons (36). Interestingly, their abundancedbtan library analyses) was not affected
by the addition oH. diversicolor This observation was consistent with the incredseilfate
reduction rates observed in bioturbated sedimehishmvas explained by the occurrence of
reduced microniches through burrowing activity (1Bjowever, other authors reported a

decrease of sulfate-reduction rates in bioturbated setli{p@, 45).

In conclusion, we described two distinct bacteriaimmunities showing similar
overall oil degradation. The addition &f. diversicolorin the microcosms modified the
bacterial community structure and composition witthaffecting the degradation capacity, it
clearly favored the growth ddammaproteobacterjaas it was already described in shrimp-
inhabited sediment (38). This phenomenon was les®preed in oil contaminated sediment
but clearly noticeable. OTUs related to potentiarocarbonoclastic bacteria were specific to
each oil-contaminated condition and microbial comities were characterized by the
presence of OTUs belonging to bacterial groups lied in sulfur cycle. This observation
highlights the functional redundancy i.e. the simiya of hydrocarbon degradation as
previously suggested (2, 64). Such phenomenon may bereegblay the presence of taxa that
are functionally redundant, or by the presence g tan both communities functioning
differently but resulting in the same process whembined at the community level. Further

knowledge on how bacterial communities adapt timetabolism to the presence and activity
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of H. diversicoloris still required to understand the structurindeef of the reworking
processes on bacterial communities. Such knowledljdevuseful for the management of

bacterial metabolisms involved in bioremediation proegesd coastal marine sediments.
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3. ETUDE DE LA COMMUNAUTE HYDROCARBONOCLASTE alkB

Les résultats précédents, basés sur I'analyse gérytique du gene codanARNr
16S suggérent que les bactéries hydrocarbonoclastesernies au sein des sédiments
contaminés aux hydrocarbures sont spécifiques gueh@aitement (BAL et NEREIS+BAL).
Par conséquent, étant donné que les cinétiques gitadddion des hydrocarbures obtenues
pour ces deux communautés sont similaires, celaifi’igque malgré des origines
phylogénétiques distinctes, elles dégradent avec la miicecié.

Afin d’affiner notre analyse, nous avons entrediédude de la diversité d'une
communauté hydrocarbonoclaste. Cela nécessiteidation de marqueurs moléculaires
adaptés permettant de cibler spécifiquement lestifors intervenant dans les processus de
biodégradation. Le gene codant pour I'Alcane monagéxpse AlkB, impliquée dans la
dégradation des alcanes en condition oxique ah&isiccomme modeéle. L'analyse chimique
de la fraction biodégradable du pétrole a montré s alcanes présentaient une forte
diminution au cours de l'incubation en microcosnfefs Figure I1I-2C et Figure IlI-6) et

gu’elle était liée aux processus de biodégradation @@igpristane).
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Figure llI-5: Composition en alcanes et HAPs du pétrole danshigs premiers centimétres des
microcosmes, au temps initial et final de I'incubatpour les traitements BAL et NEREIS+BAL.

L’'analyse des communautés capables de dégradeddases a été réalisée sur les
communautés métaboliquement actives, par T-RFLReupd initial (2 jours) et au temps

final (270 jours) de l'incubation en microcosmes.
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Les trois profils obtenus pour chaque condition ét& moyennés. La matrice de
données a ensuite subit une transformation en ebggrésence, puis a été analysée en MDS
(Figure 1lI-7). Le pourcentage de similarité moysrservé entre les réplicats a été utilisé afin
de délimiter des clusters en tenant compte derahibité. Une similarité de 36 +15% ayant
été obtenue entre les réplicats, les clusters antirétés a 21% (36-15%), 36% et 51%
(36+15%) de similarité.

L’analyse en MDS montre que les communaaté8 BAL et CTRL ont des profils
tres similaires a 2 et 270 jours (51%). Ainsi, authd®1 270 jours d’incubation, le pétrole ne
semble pas avoir affecté la composition de la comauté. Au contraire, la communauté
NEREIS+BALz7o; Se distingue trés clairement de ces deux traittsné86%) mettant en
évidence un impact de la bioturbation sur la stmectle la communauté dans les sédiments
contaminés. Nous pouvons également noter qu’en délexpérimentation (2 jours), les
communautés NEREIS+BAL et BAL présentent plus deilarités que les communautés
NEREIS et NEREIS+BAL. Cela pourrait indiquer uneéattation de l'effet de la bio-
augmentation en polychaetes sur les premiers tatiipsubation due a la contamination

pétroliere.

- /.,-———-5_-.\_\\. 2D Stress: 0,04
/270 BN
AN 219570\
f Ce
1
| ‘fi
\ 2 2 /
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21%
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Figure 1lI-6 : Comparaison de la structure des communautés alkB/emca 2 et 270 jours
d’incubation. L’analyse en MDS est basée sur ledilp T-RFLP des transcrits du géne codant pour

AIKB (Hinpll, Sau96l, Sau3Al). CTRL, BAL®@, NEREIS/\, NEREIS+BALA.

Ainsi, en accord avec la présence d'alcanes biogési@u sein des sédiments non
traités, les transcrilkB ont été détectés dans tous les sédiments descoéenes, autrement
dit indépendamment de la présence de pétrole. Nodtats montrent que I'apport d’alcanes

pétroliers n’a pas modifié ou peu la structurealedmmunauté hydrocarbonoclaatkB au
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bout de 270 jours d’incubation. Cela suggére quealaire (biogénigue ou pétroliere) des
hydrocarbures introduits importe peu dans la rép@tricturale de ces communautés. Cela
conforte des études ultérieures qui ont démonte2layrésence de ce géne ne peut pas étre
associée a une contamination pétroliere (Palmro#i.e2007; Kuhn et al., 2009 ; Paissé et
al., 2011). Cependant, les profils T-RFLP n’ont étéiséalque sur le temps initial et final de
l'incubation ne permettant pas de conclure totatgnsar cette observation. Il se pourrait en
effet, que dans notre cas, ce soit lié a un phénomermnésilience de la communauté BAL
(retour a la structure initiale de la communautéfin Ale conclure il serait judicieux de
réaliser les profils T-RFLP a partir des tempsrmidiaires d’incubation. De plus, malgré
des structures de communautés tres semblablespoow®ns tout de méme suggérer une
expression différentielle de ces genes entre lewlitons CTRL et BAL. Ainsi, afin de
statuer, nous pourrions également envisager I'éliedses genes par RT-PCR quantitative sur
nos échantillons.

La présence du polychaetd. diversicolor au sein des sédiments induit des
modifications  structurales de cette communauté dilecdonne des Dbactéries
hydrocarbonoclastes aérobies spécifiques a cetoem@ment qui globalement montrent la
méme efficacité de dégradation des alcanes. Cestéingeles antérieures ont suggéré que les
terriers construits par la macrofaune abritent um@mounauté hydrocarbonoclaste aérobie
spécifiqgue (Chung et King, 1999 ; 2001). Les auteutsnus en cause les caractéristiques
physico-chimiques retrouvées au sein de ces terriets notamment les conditions
d’oxygénation intermittente due a la ventilatiors eeacro-organismes qui sélectionnerait des
bactéries aérobies tolérantes a de courtes phasesi. Etant donné que le pétrole n’influe
pas la structure de la communauté BAL, et que laadizgion des différents alcanes dans les
microcosmes sont similaires pour les deux traitémerette explication conviendrait a nos
résultats.

Ainsi plusieurs hypothéses peuvent étre émises :

- Tout dabord, l'excrétion de métabolites, ou encoes rhucus sécrété par la
macrofaune sélectionnerait certains taxa (hydracstlastes) ayant la capacité de les
métaboliser (Aller and Aller, 1986; Reichardt, 1988ependant, les profils des
communautés obtenus pour les conditions NEREISERENS+BAL présentent de
fortes dissimilarités rendant peu probable cette hygethée

- Puis l'oxygénation intermittente sélectionneraits deactéries hydrocarbonoclastes

aéro-anaéro facultatives (e.g. bactéries dénitrifsaritéarinobacte)). Cette hypothese
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semble plus plausible, étant donné la forte actd@é&demaniement mesurée dans les
microcosmes NEREIS+BAL.

- Enfin, nous ne pouvons pas exclure que les voiedédeadation des hydrocarbures
(alcanes, aromatiques) soient différentes dans lesgx draitements (BAL et
NEREIS+BAL) conduisant a la formation de métabslitgui sélectionnerait des

microflores spécifiqgues a chaque traitement.

4. RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L'ETUDE : ANALYSE DES INTEGRONS

Dans le cadre du projet DHYVA, l'adaptation de lantounauté microbienne a la
contamination pétroliere a été abordée sur un totre aspect : la capacité des bactéries a
acquérir de nouveaux génes via les éléments géeétimobiles (Rowe-Magnus et al., 2002 ;
van der Meer et al., 2001). Cette étude a été readisésein du laboratoire (IPREM-EEM)
dans le cadre de la thése de Lionel Huang et pasiculierement intéressée aux intégrons
(Huang et al., 2010 Ces éléments constituent un systeme naturel dereapmtexpression et
de dissémination de genes et sont notamment ingdidans la multi-résistance des bactéries
aux antibiotiqgues. Récemment, il a été mis en évielemclien entre I'abondance de certains
intégrons (classe 1) et les conditions écologiquele niveau de pollution de I'environnement
(Hardwick et al., 2008 ; Wright et al., 2008). Ceci strggque dans un environnement
perturbé, ces éléments peuvent étre disséminés ldanemmunauté bactérienne. Ainsi,
I'objectif de ces travaux était de déterminer si ietégrons interviennent dans I'adaptation

des communautés bactériennes lors d’'une pollution pEeoli

Pour cela, dans un premier temps la diversité dégrons au sein de la communauté
bactérienne a été étudiée au cours de la pollutianpartie constante des intégrons a été
étudiée, le genetl. Des banques de clones ont été réalisées a 9Mgb @3 (3 et 9 mois)
pour les traitements CTRL et BAL. Au total, 56 nole®lséquences de génes d’intégrase
d’'intégrons ont été caractérisées suggérant unedgrdiversité de ces génes au sein de la
communauté microbienne. La comparaion de banquedodes du généntl a permis de
suggérer une modification de la diversité liee adatamination pétroliere (Figure 11I-8). A
270 jours, les banquéstl BAL et CTRL montrent une forte dissimilarité (eron 70%). La

modification de la diversité des génesl dans la communauté entre 90 et 270 jours en
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présence de pétrole est liée a un getigarticulier devenant majoritaire a 270 jours. Ce géene
a été nommétiOPS

—— T 9 months Oil" bis

—— T 9 months Oil*

T 9 months Oil

T 3 months Oil*

r T T T T T 1
96 80 64 48 32 16 0

Dissimilarité (%)

Figure 11l-7 : Comparaison des banques intl. Le dendrogramme aa#struit par comparaison des
séquences protéiques issues des différentes bangplestes a 3 et 9 mois (90 et 270 jours). BAL :
Oil+ et Oil+ bis (réplicat) ; CTRL :Qil-.(Huang e4l., 2010)

Cette baisse de diversité du gene intl peut étreélée aux modifications structurales
des communautés bactériennes observées princip@lsmmeles derniers temps d’incubation
(cf. partie 11I-1 : entre 90 et 270 jours), suggérainsi une dissémination du gemtdOPSau
sein de la communauté bactérienne pendant ceti@dpéiEn effet, 'analyse T-RFLP de la
composition de la communauté bactérienne BAL neséaipas supposer qu’un taxon
majoritaire serait porteur de ce géne, une dissémmaarait donc plus probable (Huang,
2010). Nous pouvons donc envisager que ce gengtdasune cassette de géne jouant un

réle important dans I'adaptation de la communauté baatéréeta contamination pétroliere.

Afin d'affiner ces résultats, 'abondance du géen#OPS a été évaluée au cours du
temps par PCR quantitative dans les différentsetrants (Figure I11-9). Une augmentation
significative de ce geéne particulier a été miseésidence partir de 90 jours dans les
traitements contaminés au pétrole, BAL et NEREIS+BAR quantité relative du géne
intlOPS observée pour la condition NEREIS+BAL s’est moath®aucoup plus importante
gue dans la condition BAL. Nous pouvons donc suppmpse (i) le mélange des sédiments lié
a l'activité des polychaetes favorise le contadteeles bactéries et donc la dissémination des
intégrons ou (ii) la bioturbation favorise la mplication des bactéries qui possedent un

intégron.
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Figure I1I-8 : Abondance relative du gene intlOPS. Le ratio dumbre de copies des geénes
inttOPS/ARNr 16S a été mesuré par PCR quantitattbaque donnée est une moyenne de
quadruplicatasd’échantillons mesurés en duplicatas. * : valeuns gpnt statistiquement différentes du TO
dans la méme condition (p = 0,0209 dans les dews).ct : les deux valeurs considérées sont
statistiquement différentes (p = 0,0209 dans lexdms).(Huang et al., 2010)

Quoiqu’il en soit, 'augmentation du nombre d’intégs n’a pas favorisé la dégradation
des hydrocarbures, ils n’interviendraient donc passda dégrdataion des hydrocarbures.
Afin de le vérifier, il faudrait caractériser lesngs transportés par cet intégron. C’est dans ce
but, qu’'une technique a été mise au point au labioeap@rmettant de mettre en évidence la
cassette de généss plus proche du génatl et du promoteur impliqgué dans I'expression des
cassettesautrement dit la cassett&moignant du dernier événement d’insertion (eedérnier
évenement adaptatifHuang et al., 2009 Cette cassette représente également la cassglies|
fortement expriméeUne étude préliminaire a été entreprise par latcoction d’'une banque
de premiere cassette de génes a partir des sédirBéth7o (Huang, 2010). Ainsi, une
séquence majoritaire a été obtenue. Il s'agit dBf Codant pour une protéine présentant de
fortes identités avec des polysaccharides déaséy/let une identité maximum avec celle de
Desulforomonas acetoxidan a été montré que cheBacillus subtilisla polysaccharide
déacétylase est impliquée dans le processus deinggion (Fukushimaet al., 2002),
processus conduisant a la formation de spores.

Ces résultats préliminaires ne permettent pas ataestsur le réle des intégrons dans
'adaptation des communautés bactériennes face ollation pétroliere. A ce stade de
I'étude, ils nous permettent de supposer que I'agmtonféré par les intégrons ne serait pas
directement lié a la dégradation des hydrocarbuonas plutét a une stratégie de survie face a

des conditions environnementales défavorables (e.g.tekigue du pétrole).
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5. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION

La réponse des communautés bactériennes soumises @ntamination pétroliere a
été étudiée dans la partie supérieure du sédin@eBerq) par des techniques moléculaires
basées sur les génes codant pour 'ARNr 16S etdwé mono-oxygénase AIkB. Elle a été
évaluée dans des sédiments bioturbés présentantfailple et une forte activité de

remaniement (bio-augmentation en polychaetes).

Il a ainsi pu étre mis en évidence gles processus de structuration des
communautés bactériennes liées a la pollution pétiiere sont clairement affectés par
I'abondance des polychaetes au niveau génomiquetetnscriptionnel. Ces modifications
ont pu étre reliees a la forte activité de remaemmsédimentaire mesurée dans les
microcosmes enrichis en polychaetes en présengetdele. En modifiant la communauté
bactérienne, les polychaetes ont également sélaétione communauté hydrocarbonoclaste
spécifigue. Néanmoingies changements structuraux n’influent pas sur I'dicacité de
dégradation des hydrocarburesNous avons suggéré une redondance fonctionnelle lde
fonction de dégradation des hydrocarburesLa bioturbation influencerait donc la diversité
bactérienne mais pas la fonction globale de dégmagd n'y aurait donc pas de lien direct
entre la diversité des bactéries actives et I'efficité de dégradation

L’étude réalisée sur les intégrons a permis dermeti évidence qua bioturbation
favorise la présence de ces éléments génétiques itesbdans les sédiments contaminés
aux hydrocarbures. Bien que les génes portés par ces éléments somuree mal
caractérises, les premiers résultats obtenus sudggr@ls seraient plus liés a une adaptation
aux modifications des paramétres physico-chimiquess sdiments qu’a la dégradation des
hydrocarbures. La caractérisation des différentesnmonautés bactériennes en début et fin
d’expérimentation peut confirmer cette hypothése.udNoavons observé une forte
augmentation de Il'abondance relative des bactégalfato-réductrices suite a la
contamination pétroliere indépendemment de I'aboodaen polychaetes, montrant
clairement linstallation de conditions anoxiqueand les deux premiers centiméetres des

sédiments.

Difféerentes études portant sur les polychaetes @mboditré que ces organismes
stimulent la dégradation des hydrocarbures (Churty King, 1999 ; Grossi et al., 2002 ;

Timmermann et al., 2008). Dans le cadre de notre erpétation cela ne s’est pas vérifié.
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Quelques études mettent en cause une diminutiom dédisponibilité des hydrocarbures
dans les sédiments lié aux activités de bioturba{enfouissement, mobilisation vers la
colonne d’eau) (Timmermann et al., 2008 ; Naslund .et28l10). Le sédiment choisi pour
I'expérimentation est également trés riche en matxganique, ainsi il est probable dae
bioturbation stimule la dégradation microbienne dela matiere organique mais pas
I'activité hydrocarbonoclaste. Nous pourrions partiellement vérifier cette hygsi en
quantifiant I'expression des gena&B par exemple (par RT-PCR quantitative) dans lex deu
types de sédiments contaminés. Ainsi, les hydrocasbpétroliers ne constitueraient pas la
source de carbone préférentielle des micro-orgasisanéochtones des sédiments vaseux de
I’Aber-Benoit. Cela est également cohérent avec dbud tardif de la dégradation des
hydrocarbures que nous avons observé (entre 12@Cejours). Ce délai est généralement
beaucoup plus court dans le cas de communautédrieacies adaptées a la contamination
pétroliere (Paissé et al., 2010). Les dosages d’hgdvaces réalisés sur les sédiments de
I’Aber-Benoit ont montré I'absence d’hydrocarbunesétroliers et au contraire une forte
quantité d'alcanes biogéniques, démontrant une fadivité primaire au sein de ces
sédiments. Par conséquelat,microflore autochtone ne présenterait pas de dmositions

particulieres pour la dégradation des hydrocarburegétroliers.

Une autre explication qui n'a pas pu étre vériégait que la cinétique de dégradation
observée est liée aux variations de températureeffén I'expérimentation en microcosmes
a eu lieu dans un hangar dont la température rsaéfirégulée. Elle a débuté en novembre
2007 (printemps) et a terminé en ao(t 2008 (été)siAie début de la dégradation des
hydrocarbures ont été observés en éte. Les tempEsdiasses affectent la biodisponibilité
des hydrocarbures ainsi que les activités micratasr{Atlas and Bartha, 1972 ; Wright et al.,
1997). Nous nous sommes procuré une estimation de la teorpéambiante mesurée a Brest

(http://www.wunderground.com/histgrau cours de la période d’incubation (Figure I-9

Ce graphe met en évidence que la période de biad&on correspond effectivement a la
période la plus chaude mesurée a Brest. |l parfdititi de se prononcer étant donné que les
variations de températures du hangar n'ont pasnétditorée, cependant, cette observation
souligne l'importance de ce type de parametresderda mise en place de microcosmes et
surtout dans l'interprétation des données.

167



CHAPITRE Il : Structure des communautés bactémsrnen réponse a une contamination pétroliere
dans des sédiments bioturbés

20

15

10 -

Température (°C)

0 50 100 150 200 250 300
jours

Figure 111-9 : Evolution de la température ambiante moyenne mesairest au cours des 270 jours
d’incubation en microcosmekt{p://www.wunderground.com/histgry

Ce travail a également mis en évidence un effeicstrant fort des polychaetes sur la
communauté bactérienne activelenrichissement des sédiments en polychaetes a
provogué un « Gamma shift » de la communauté bacté&nne (augmentation du nombre
relatif de Gamma-protéobactérigs fortement représentée par leslteromonadaceae
(principalement des bactéries affiliées au gerdediea, aérobie stricteet les SOB Cette
information est d’autant plus intéressante qu’ubseovation similaire a été faite dans des
sédiments marins cotiers bioturbés par les crevdifgogebia deltauraet Callianassa
subterranea Les auteurs ont mis en évidence une abondancéiveelde Gamma-
protéobactéries deux fois plus élevée dans lesnsdds bioturbés que dans le sédiment
controle (sédiment non bioturbé) (Laverock et al1®0Ces organismes, qui présentent des
modes d’irrigation et de nutrition différents, onti é&¢ méme effet structurant sur la
communauté bactérienne. Par conséquent, I'impact aychmeteH. diversicolor sur la
structure des communautés bactériennes est trekgpde celui des crevettes deltauraet
C. subterraneal’effet structurant de la bioturbation ne serait donc pas dépendant de
'espece bioturbatrice. Ces résultats pourraient également suggérer quaépend
essentiellement de [lorigine de la communauté bacténne, voire méme de sa
composition de départ. En effet, I'étude réalisée sur les crevettes shestée sur des
sédiments de surface, autrement dit, la microflormdaione devait étre principalement
composeée de bactéries aérobies et aéro-anaérobidtatizes, tout comme celle présente
dans les deux premiers centimétres des sedimetishae-Benoit. C'est une hypothese qu'il
serait intéressant de vérifier, en comparant pameie I'effet structurant d’'un organisme

bioturbateur sur des sédiments marins issus de diffémmntisonnements.
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Grace a cette étude nous avons donc démontré glieelisité microbienne et donc les
processus de structuration de la communauté midaee suite a la contamination pétroliére
étaient modifiés dans les sédiments présentantantgeactivité de bioturbation. Malgré cela,
des fortes similarités ont pu étre mis en évidencentre les deux types de sédiments.
Notamment, la présence de bactéries phylogénétienteaifiliées a des bactéries sulfato-
réductrices signifiant dans les deux cas linstala de conditions anoxiques. Elles sont
retrouvées en forte abondance, et beaucoup defigse sont affiliées a des souches
hydrocarbonoclastes suggérant une part importame processus de biodégradation
anaérobies des hydrocarbures pétroliers dans lessaliments contaminés. En accord avec
cette observation, nous avons également constatdimnireution des SOB (aérobies) dans les
deux sédiments. Ces faits ont souvent été relatgs diezs sédiments marins contaminés aux
hydrocarbures, par conséquent, il sembleraitlgsisschémas établis jusqu’a présent sur le
comportement des communautés microbiennes suite anel contamination pétroliére

s'appliqueraient également dans des sédiments forteent bioturbés.
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CHAPITRE IV: Impact du pétrole et de la
bioturbation sur la communauté archéenne

1. INTRODUCTION

Dans le chapitre précédent, 'impact d’une contationapétroliere sur la structure des
communautés microbiennes dans un sédiment biotdté abordé au niveau taxonomique
via l'analyse du gene codant 'ARNr 1l63acteria et au niveau fonctionnel en ciblant
directement les génes liés au processus de biatigna aérobie des alcanedkB. Cette
étude basée sur des technigues moléculaires agpdemmnettre en évidence des processus de
remaniements structuraux de la communauté bachérikds a la pollution pétroliere, propres
a cet environnement particulier.

Néanmoins, cette étude ne donne qu'une vision partidu comportement des
communautés microbiennes au sein de I'environnenkgneffet, au sein du regne du vivant,
les procaryotes sont répartis dans deux domaiBasteriaet Archaea Les premieres études
réalisées sur les archées avaient limité leur ibligton écologique aux environnements
extrémes, ainsi peu d’'importance leur ont été aéawdors des études des environnements
marins cotiers. Cependant, 'utilisation des techegjmoléculaires en écologie microbienne,
a permis de dévoiler leur vaste distribution aose leur grande diversité phylogénétique et
métabolique suggérant un réle important au seiiesiwironnement marin (Chaban et al.,
2006 ; Auguet et al., 2010 ; Jarrell et al.,, 2011). D’'aileges micro-organismes présentent
des caractéristiques biochimiques uniques telles lgu capacité de meéthanogénese, un
processus anaérobie important dans le cycle du carbone.

Jusqu’a présent, la plupart des études de bioretradiat donc les connaissances
acquises sur la réponse des communautés microkiénmume pollution pétroliere se sont
essentiellement basées sur I'étude Basteria Pourtant, la participation déschaeaa la
dégradation aérobie et anaérobie (méthanogénesegrtiins hydrocarbures a été établie

(Anderson et al., 2000 ; Al-Mailem et al.,, 2010 ; Tapilatalet2010). Par conséquent, les
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archées doivent étre prises en compte dans lesegmos d’atténuation naturelle des

hydrocarbures pétroliers.

De ce fait, nous proposons de fournir de nouvetlemnations concernant la réponse de
la communauté archéenne face a une contaminatioolipée. De plus, dans le contexte de
notre étude, étant donné les conditions particudiéfexygénation intermittente générées au
sein du sédiment par les organismes fouisseusaviere également pertinent de préciser
cette réponse pour les archées méthanogenes.

Afin d’y parvenir, nous avons suivi les variationemiporelles de la communauté
archéenne au sein des microcosmes en considéradnacsian totale et métaboliquement
active. Nous avons abordé cette étude en combihaitishtion d’'un marqueur moléculaire
taxonomique (gene codant pour 'ARNr 1@8%chaeg a celle d’'un marqueur moléculaire
fonctionnel spécifique au processus de méthanogenesA (gene codant pour la Méthyl
Coenzyme réductase A).

Ces travaux sont présentés sous forme d’'un astitlmnis pour publication dans la revue

Applied and Environmental Microbiology
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Running title: Archaeal community response to oil contaiiom

ABSTRACT

Mudflat sediments from the French Atlantic coastevmaintained in microcosms in
order to study the response of archaeal commumityl tspill with the combined effect of the
bioturbation activity of the polychaetétediste (Nereis) diversicolor.The dynamics of the
archaeal community was monitored by combining caeipse T-RFLP fingerprints and
sequence library analyses based on 16S rRNA genksanscripts. Methanogens were also
followed by targeting thencrA gene Crenarchaeotavere always detected in all communities
irrespective of the addition oH. diversicolor and/or oil. The structure of archaeal
communities was modified in presence of oil, withrengronounced changes whéh
diversicolor was added that were characterized by a higher dgiyerespecially for the
Euryarchaeotaand ThaumarchaeotaThe analysis oimcrA transcript showed a specific
structure for each condition since the beginninthefexperiment. Overall, oiled microcosms
showed different communities irrespective Bif diversicolor addition, while similar
hydrocarbon removal capacities were observed. Thmgical significance of the impact of
macrofauna activity and oil pollution on archaeamenunity, especially methanogens, must

be take into account in environmental bioremediation studies
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2.1. Introduction

Mudflats are subjected to a variety of pollutiojunres from both sides, from the sea,
predominantly by crude oil from shipping and offelhaining and from the land, principally
through agricultural practices, urban waste waterd mdustrial activities. Mudflats are
located on tidal zones, subjected to fluctuatingapeaters where the intensive activity of the
macrofauna contributes to their heterogeneity imibireg the physical, geochemical and
biological benthic ecosystems. The bioturbation statad the organic matter mineralisation
and the recycling of nutrients (2, 3), playing a keglerin the global balance of
biogeochemical cycles and limiting the storage ofaoic matter into the sedimentary
column. Thereby, sediment bioturbation by macrofaurey change the distribution and
degradation of organic compounds such as hydronarfi8, 14). Since several years, many
studies have focused on macrofauna effect on balctrmmunities (36, 43), on pollutant
fate (21, 26, 28) and characterized the effectsath (88, 46). They revealed the stimulation
of pollutant degradation (45), the change of baatexttivities (17, 35) and the modification
in the bacterial communities structures (47, 55%wklver, to the best of our knowledge, all
these studies have focused Bacterig and little attention has been paid to the effdct o
bioturbation on the archaeal community. TArehaeaplay a significant ecological role in
marine environments, their ubiquity, diversity araimplexity has been highlighted (11, 15)
suggesting the need of improving our knowledge loa $o-far little studied component of
marine biota (16). Several studies have raised vamoetabolic functions involvingrchaea
in the nitrogen cycle (ammonia-oxidation), the suléycle (sulfate-reduction and sulfur-
oxidation) and the carbon cycle (methanogenesisamagrobic methane oxidation) (30) .
Furthermore, these microorganisms have been showa tovolved in the mineralization of
petroleum hydrocarbong aerobic conditiong1, 57) and in anaerobic conditions, by
methanogenesié, 12). Among the few studies focusing on archaeal comnamin oil-
polluted environments (10, 37, 48), only three hawirested the responseAifchaeato oil
contamination (44, 51, 56).

In order to gain a better understanding of theagioal significance oArchaeain oil
polluted environments and how they are affectedbibyurbation, we examined the response
of marine archaeal communities to oil pollution.eTiesponse of archaeal community from
mudflat sediments was characterized by applyingucedindependent molecular approaches
at both DNA and RNA levels, and then compared wiidit bbserved on highly bioturbated

sediments whereediste(Nereis) diversicolowas added.
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2.2. Materials and methods

2.2.1. Sampling area and experimental setup
Field site and experimental setup have been preyiaescribed (55) and are briefly

summarised here. Muddy-sand sediment was obtairmd the tidal basin Aber-Benoit
(Treglonou, Brittany (France), 48° 33'12.40"N; 4° 328W) for microcosm experiments.
Sediments were collected carefully with core caieto maintain the sediment structure, and
then transferred over geotextile membrane on micmcboxes (65 cm x 50 cm x 41 cm;
approximately 30 L of sediment). Twelve microcosmxdswere setup and connected with a
device supplying natural sand filtered and UV-trdateawater from Oceanopolis aquarium
(Brest, France). Tidal cycles (12 hours) were applisidg a water level control consisting on
an up and down drainage system. Seawater was rera\eadh tidal cycle (20 L of water per
box). At high tide, the water-level was maintaineclabut 5 cm above the sediment surface
using a faucet ballcock. Four conditions were applie triplicate (N=12) as follows: (i)
CTRL: control condition, (ii) BAL: oil addition, (ii)NEREIS: addition oHediste (Nereis).
diversicolorand (iv) NEREIS+BAL, addition of oil ani. diversicolor The upper 2 cm layer
of each boxwas sampled, pooled and homogenized. This mixture spasad over the
sediment surface (2 cm layer). The oil used foretkgerimentation was an Arabian Light oil
topped at 110°C (BAL 110). For the contaminated drs (BAL and NEREIS+BAL), the
mixture contained25.6 mg of BAL 110 oil per gram of wet sediment. Hooturbated
conditions (NEREIS and NEREIS+BAL), the initial biass oH. diversicolorwas increased
10 fold (addition of 614 g.m2 i.e. 982 ind)mThe tidal cycle was initiated two hours after
the reintroduction of the surface layers and the polyesaaddition.

Sediment sub-samples were collected after 2, 7, 30,180 and 270 days of
incubation for chemical and molecular analyses (¥®)y. molecular analyses, superficial
samples (0-2 cm, Eppendorf tube, 2 ml) were colleateduplicate for each microcosm
(sampling replicate). Thus, six replicates per comdliat each sampling time were obtained.
The sub-samples were collected 10 min. after reachmglow tide". The sampling hole was
loaded with a plastic tube in order to maintain$bkdiment’s structure. Samples were quickly

frozen in liquid Nitrogen and stored at -80°C until anadyse

2.2.2. Total DNA extraction of microbial communities
DNA was extracted from six replicates (two replesaper box, 136 samples) of 250

mg of sediments using the UltraClean Soil DNA RtoBio Laboratories) according to the
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manufacturer's recommendations. Protocol was matlifees following: sediment was
previously centrifuged at 5000 x g for 15 min, tonoe water phase; and the initial step of
horizontally vortex was performed during 30 min. DNvas eluted in 50ul and stored at -
20°C.

2.2.3. RNA extraction and reverse transcription
Total RNA extraction from 2 g of sediments was perfed from six replicates (136

samples) using the RNA Power Soil kit (MoBio Lalorages) according to the
manufacturer's recommendations. Only RNase-fredfieertplastic-ware was used and all
solutions were prepared with sterile diethyl pyrboaate-treated (DEPC) water. DNA was
removed from the total nucleic acid extraction byd3e digestion, using Turbo DNA-free™
protocols (Ambion). The complete removal of DNA waerified by a control PCR using
primers of 16S bacteria (PCR conditions describedmplification section). cDNA was
produced by reverse transcription of RNA usigloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (M-MLV RT, USB Corporation) with ramddhexamers (0.1 U A260, Roche)
according to the manufacturer’'s recommendations.pROucts were used immediately for

PCR amplifications and the remaining products were staire2°C.

2.2.4. Amplification of 16S archaeal rRNA and mcr genes
Archaeal 16S rRNA gene fragments were amplifiechgisprimers Arch21f (5'-

TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3') and Arch958r (5-YCCGGCGTAMTCCAATT-3’)

(15). Reaction conditions in an Eppendorf thermaleywere an initial denaturation (94°C, 5

min), 34 cycles of 94°C for 45 s, 55°C for 1 min afgfC for 1 min; and a final extension
(72°C, 10 min). For mcrA genes, primer MLf (5-
GGTGGTGTMGGATTCACACARTAYGCWACAGC-3) and MLr (5-
TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT-3") were used (42). Reactioconditions in an
Eppendorf thermal cycler were an initial denatura(®5°C, 5 min), 35 cycles of 95°C for 45
s, 55°C for 45 s and 72°C for 1.5 min; and a findgkeegion (72°C, 7 min). In the case of
transcripts amplification a semi-nested PCR wa$opmed. First round was performed with
forward ME1 (5- GCMATGCARATHGGWATGTC-3') primer @ and reverse MLr
primer. Reaction conditions in an Eppendorf thermytler were an initial denaturation
(95°C, 5 min), 35 cycles of 95°C for 45 s, 50°C forgtand 72°C for 1.5 min; and a final
extension (72°C, 7 min). The second round was peddrmith MLf and MLr primers as
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described below. The reactions mix (plOfinal volume) contained 50 mM buffer, 0.2 mM
dNTP, 0.2uM of each primer and 1.25 U of Taq polymerase (O2ymmePCR for T-RFLP,
the forward primers Arch21f and MLf was 5'-labelledth 6-carboxyfuorescein (FAM).
Products were checked in 1% agarose gels with iathidbromide staining. Samples were
stored at 4°C until further analysis. PCR produatsespurified with the PCR purification kit

(GE Healthcare), and analysed by gel electrophoresis.

2.2.5. T-RFLP analysis and statistical comparison of T-REbRIgs
The concentrations of purified Archaeal 16s rRNAI ancr genes amplicons were

estimated by gel electrophoresis using the Smasladthndard (Eurogentec). Restriction
digests were performed in a total volume of 10 qtaining between 50 and 100 ng of PCR
amplicons with 3 U of restriction enzyme. Haelll arajl (New Englands Biolabs) enzymes
were used for 16S archaeal amplicon digestion {3Bi7&C and 65°C respectively). Sau96l
(Promega) and Mspl (New Englands Biolabs) were tigeohcrA amplicons (3h at 37°C and
65°C respectively). 1 pl of digested amplicons were mixel #0 pl of deionised formamide
(Applied Biosystems) and 0.25 pl of the GeneScan<9@ standard (35-500 bp; Applied
Biosystems). They were denatured by heating at 96fG min before analyses on an ABI
Prism 310 capillary sequencer in GeneScan modectimfewas performed electrokinetically
at 15 kV for 30 s and the runs at 15 kV were comeplevithin 30 min. T-RFLP profiles were
analyzed using GENSCAN version 3.1 software (ApplRidsystems). Data sets were
constructed by using peak height thresholds oéadtl 30 fluorescence units. Then, raw data
were normalized by dividing each peak height by tiéal signal intensity of the
corresponding profile. The statistical analyses TBRFLP profiles (MDS-plot) and
determination of diversity index were performed witlte Primer 6 software (Primer E,
Plymouth, UK). T-RFLP profiles of sampling replicdeper box) were averaged in order to
obtain three profiles per sampling point for eaohdition. Similarity between these profiles
was determined and an average similarity from thie@ was calculated. For 16S rRNA
analyses, a unique profile was generated for eatipls®y point and clusters were formed
according to averaged similarity obtained betwela teplicates. Average dissimilarity
between each condition was determined using SIMRiBRtion of Primer 6. Data statistical
analyses were performed with STATISTICA software,simr 5.5 (StatSoft, USA). The
Simpson index variations were tested by two-wayyamslof variance (ANOVA) in order to
investigate the effects of time (T), condition wih without addedH. diversicolor(C), and
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their interaction (T x C) on the Simpson index bk texperimental boxes. Significant
differences between paired means were determined tise multiple-range comparison test
of Duncan. The significance level was set at0.05.

2.2.6. Library construction and phylogenetic analysis
16S cDNA libraries were obtained with unlabelled P@ducts from the initial

sample (Bq days) and from the samples at 270 days for the domditions (CTRkzoq
NEREIS704 BAL270¢ NEREIS+BALy70g). For Toq library, PCR products were obtained from
12 samples (three replicates per condition, i.e. epkcate per box) and PCR products were
pooled. For libraries from 270 days samples PCR ymtsdwere obtained from the six
replicates per conditions and they were pooledreaftoning. The PCR products were ligated
into the pGEM-T easy vector (Promega, USA) accordinthe manufacturer’s protocol. The
screening of clones was performed using M13 prinEtsogentec) surrounding the cloning
site. Selected clones were sequenced by GATC Biotech SARLs{&nz, Germany).

Partial 16S rRNA gene sequences (about 800 bp) wemepared to database
sequences by BLAST searchestty://ncbi.nim.nih.gov/BLAST (4). The presence of

chimeric sequences was checked with Mallard anthiPiools. Multiple sequence alignment
of clones was performed by usil@ . USTALX v1.83 (62). Phylogenies were constructed
with the Molecular Evolutionary Genetics Analysi3.@ program(Kumaret al, 2003) using
Kimura two parameters model and Neighbour-joinilggpathm. DOTUR and PAST software
were used to perform rarefaction analysis and catleutliversity indexes for each clone
library. The coverage value is given as C=1-(n1/Ngmeml is the number of clones which
occurred only once in the library (22). In orderdetermine the significance of differences
between the libraries, the LIBSHUFF method was applied (53)

2.2.7. Nucleotide sequences accession numbers
The Genbank accession numbers for the nucleotideeseqs determined in this study

are JF931218 to JF931648.

2.3. Results

The present study integrates a larger experimesigaed to examine the impact of oil
on microbial communities in bioturbated marine seghts. We previously showed that the

total petroleum hydrocarbon (TPH) removal startétbrathe day 90 of contamination
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reaching approximately 60% at the end of the expanmi irrespective of the addition of
Hediste(Nereis) diversicoloralthough the biodiffusion-like coefficient®k) estimating the
bioturbation activity was about 5 times higher iregence ofH. diversicolor (55). The
bacterial communities showed different structuregjamisations with similar degradation
capacities (55); we report here how archaeal comiegniesponded to the presence of oil in

bioturbated mudflat sediments.

2.3.1. Dynamics of total and metabolically active archagansunities
Archaeal community structures were investigated by T-Ré&hdysis at both genomic

(Figure IV-1A) and transcriptional (Figure IV-1BeMels. Averages similarity between
replicates were 67+14.7% and 74.7+14.1% for DNA- ahtABased analysis respectively.
Thus, according to this variability, clusters weréedmined over 52% (= 67%-15%) and 67%
for DNA-based analyses and 60% (= 75%-15%) and 75% for Bas&d analyses.

For the DNA-based analysis, multidimensional scalifiS) analysis of T-RFLP
data showed two distinct clusters over 52% simyig#t and B, Figure 1V-1A). The cluster A
contained all samples collected between 2 and 2&@s dexcept NERESy, and
NEREIS+BALy7o4 found in cluster B and CTRbog Which was found alone. Over 67% of
similarity three subclusters appeared into clustécl@dsters 1, 2 and 3) showing that archaeal
community structure was slightly modified during thrst 90 days of incubation, irrespective
of the experimental condition (cluster 1). Althoughdivergence was observed in the
community structure (cluster 2) after oil contantio (BAL), no major structural variation
could be observed in these microcosms except atag. However, at the end of incubation,
the BAL archaeal community was close to the origgo@nmmunity (cluster 1). In contrast,
samples from microcosms wherélediste diversicolor was added (NEREIS and
NEREIS+BAL) showed a high similarity, with distinct arcaheommunity structure from the
day 180 (clusters 3). A significant increase of SSmpdiversity indexd) was observed only
for NEREIS+BALy74 (from D2¢=0.87+0.005 tdD27040.94+0.011, p=0.01 with Duncan test).

The T-RFLP pattern analysis of metabolically actarehaeal communities (Figure
IV-1B) showed two distinct clusters over 60% simtha(clusters A and B). Consistently with
the DNA-based analysis, cluster A contained all @lascollected between 2 and 270 days
(except NEREIg) and cluster B contained NEREVg and NEREIS+BAL7oq samples.
NEREIS3gog and NEREIS+BALgog Were found outside cluster A showing distinct aesh
community structures. Over 75% similarity three subtgrs (1, 2 and 3) were observed into
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cluster A revealing more pronounced changes inama&hcommunity structures than the
DNA-based analysis. The modification of the activehaeal community structure was
observed from the second day (2 days samples daitindifferent clusters); the CTRL
community at 90 and 180 days forming the clusteAt3the end of incubation, the BAL
archaeal community was close to the original comtgyuwf control condition (cluster 2) as
observed for the DNA-based analysis. As observeld thig DNA analysis, the RNA analysis
revealed an increase of the Simpson diversity in{@x for NEREIS+BALy7oq (from
D,4=0.82+0.001 tdD,704~0.88+0.003, p=0.039 with Duncan test).
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Figure IV-1: Comparison of archaeal community structures.

MDS analysis based on T-RFLP profiles (Haelll arajly from 16S rRNA gene (A) and 16S rRNA
transcripts (B) extracted from sediment microcosampled at 2, 30, 90, 180 and 270 days of
incubation. The clustering was performed from therage similarity between replicates. For (A) the
clustering is related to 52% (dotted line) and 6¢%lid line). For (B) the clustering is related 3%
(dotted line) and 75% (solid line). CTRL: BAL: ¥ ; NEREIS:"; NEREIS+BAL:®. (C) Archaea
OTU distribution (%) was followed by T-RFLP (Haedlhzyme) based on the analysis of 16S rRNA
gene and transcript for BAL and NEREIS+BAL treattaen
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When comparing the BAL and NEREIS+BAL archaeal camities T-RFLP profiles,
the number of T-RFs or OTUs (operational taxonomnnits) was increasing during the
incubation time for both DNA and RNA analyses (FguV-1C). The comparison of the
DNA T-RFLP profiles with the RNA T-RFLP profiles gived that almost dominant T-RFs
(with relative abundance 5%) found in the active community (RNA) were afeand in the
total community (DNA) but their relative abundane@s lower, except for T-RF 245 bp
which was detected only in the NEREIS+BAL treatmeith the RNA analysis at 180 days.
In contrast the T-RF 240 bp was found dominant linpeofiles; ANOVA indicating no
significant differences, especially when comparingADand RNA profiles suggesting that

this OTU was not the more active in the archaeal community.

2.3.2. Composition of metabolically active archaeal comnamit
Phylogenetic analysis of cloned 16S cDNA sequemassperformed for a pool of

samples from all microcosms at day 24T CTRLy704 BAL2706 NEREIS704 and
NEREIS+BALy7ggmicrocosm sediment samples. Among the 431 sequeitasmed for the
five archaeal 16S rRNA transcript libraries, 73 OT93%% threshold) were obtained. The
rarefaction analysis and the coverage (from 80.6% to 9&igaited that most of the diversity
of the Archaeawas detected. Analyses of libraries by the LIBSHUR€thod demonstrated
that the five libraries were significantly diffeteridata not shown). According to the
clustering analysis (Figure IV-2A), BAkoyq library showed more similarity with 2§ library
(54.9 %), as observed by T-RFLP analysis. Ovefalenarchaeotarepresented the most
abundant (119 sequences) and widespread phylune imigrocosm sediments. This phylum
represented for 81.5% up to 100% of sequences ihbitagies, except in NEREq library
where it accounted only for 35%, explaining its I®mnilarity with the other libraries
(26.9%). The phylum oEuryarchaeotawas the less represented (up to 6.8%) and detected
only in CTRLy70gand NEREIS+BALzoqlibraries. Sequences belonging to ammonia-oxidizers
Thaumarchaeotaeached 62.5% in NEREJq library while they accounted for about 11.6%
and 11.2% in NEREIS+BAdz0q and CTRIL7qq libraries respectively; they were not detected
in BAL 2704 library. These sequences showed between 93% andd@sfity with Candidatus

Nitrosopumilus maritimug33), an autothrophic nitrifying marine archaeon.
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Figure IV-2: Compaison of cDNA archaeal libraries.

(A) Hierarchical clustering based on Bray Curtismdiarity index calculated with the relative
abundances of sequences. A threshold of 97% wabedpfor the phylogenetic affiliation of
sequences. (B) Phylotypes (OTUs) distribution withe five libraries based on the absence/presence
of the phylogenetic archaeal groups. Specific Ofidusd only in one library are coloured in grey.
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The 16S cDNA sequences fell into seven phylogergrtitips. Figure IV-2B shows
the distribution of phylotypes (OTUs) within theglkylogenetic groups for each library. All
the sequences obtained forpgTand BAly7oq libraries belonged to the Miscellaneous
Crenarchaeotal Group (MCG). This MCG showed the ésgmumber of phylotypes in all
libraries. This group was related to T-RF 240 bp,clwhivas found abundant in DNA- and
RNA-based T-RFLP analyses. Among the 15 MCG OTUsalled from the beginning of
experiment (%g), 14 OTUs were also found at 270 days in all comalit NEREIS704 library
was characterized by the dominance of sequenceatedelto ammonia-oxidizers
Thaumarchaeota62.5%), corresponding to 6 OTUs. In contraStenarchaeota,which

corresponded to 12 phylotypes represented only at 35%sihltary.

The NEREIS+BAL library showed the most importantchness (43 OTUS), the
sequences being affiliated to different groups frdistinct phyla: MCG, Marine Benthic
Group B and C (MBG-B and C) among tGeenarchaeotanovel halobacterial group (NHG)
(25) and Marine Benthic Group D (MBG-D) of tleuryarchaeota,and members of the
Thaumarchaeotdnterestingly, most of sequences related to cadrzesotal MBG-B, MGB-C
and to Euryarchaeota were specific to NEREIS+BAL condition (13 of 15 O3U
MethanogenicArchaeawas found only in NEREIS+BAdzoq library (one OTU). It was
affiliated to the Methanosarcinales order with 98% iaentity with Methanococcoides

methyluteng54), a marine methylotrophic methanogen.

2.3.4. Dynamics of total and metabolically active methanigggommunities
Structures of total and metabolically active metlggambic communities were analysed

by T-RFLP based ommcrA gene (Figur IV-3, left) andranscript (Figure IV-3, right).
Comparative analysis omcrA DNA-based T-RFLP fingerprints showed clearly that
NEREIS+BAL and CTRL microcosms exhibited distinohumunity structures from the day
2 and all along the experiment. In contrast, BAL &l¥REIS communities overlapped with
CTRL community until the day 180 of incubation. ThBAAL and NEREIS+BAL treatments
showed distinct community structures all along élxperiment with a pronounced impact of

polychaetes in presence of oil on methanogenic community.
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Figure IV-3: Comparison of methanogenic archaeal community &iras

MDS-plot analyses are based on replicate T-RFLFfile® (digested with Mspl and Sau96l) from
mcrA gene (left) and mcrA transcripts (right) extied from sediment microcosms sampled at 2, 90,
180 and 270 days of incubation. CTRLBAL: ¥ ; NEREIS:"; NEREIS+BAL:®.

In contrast to that observed with the DNA-basedlyais mcrA transcript analysis
(Figure 1V-3, right) showed marked differences betwéhe four treatments from the second
day of incubation suggesting that the alteratiomethanogenic community occurred quickly
after starting the experiment. The fact that specifethanogenic community structures take

place in each treatment suggested that specifiponsges were followed. Although the
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observed overlapping between community structun@sng experiment (NEREkpy and
NEREIS+BALgyy for example, Figure 1V-3 right), it is important notice that NEREIS+BAL
community never showed an overlapping with CTRL pamity and was clearly distinct
with the BAL community structures all along the erment except at 270 days.
Additionally, this community exhibited the most imront modification (77.6% dissimilarity
between NEREIS+BA};0q and NEREIS+BALy communities with SIMPER analysis) while
in the other conditions, the dissimilarities wereowtb 66%. At 270 daysa specific
methanogenic community structure was observed lier NEREIS condition, the only
community that showed a significant increase of ®ienpson diversity index (from
D,¢=0.725+0.104 t®,7070.884+0.014, p=0.026 with Duncan test).

Figure IV-4 shows the distribution aicrAcDNA-based T-RFs (OTUs) from T-RFLP
profiles with Sau96I digestion. We observed that sdv@TUs were shared between different
treatments. For example three dominant OTUs (3581pbp and 387 bp) were observed all
along the experiment, occurring in different relatalundances within the four conditions.
Interestingly, at 180 days a dominant OTU, represgntiore than 50%, was observed in all
conditions (CTRL, 356 bp: 74.8%; BAL, 387 bp: 60%; NHR: 356 bp: 64.1%), except for
NEREIS+BAL. This last condition showed the highestedsity at 180 days and a dominant
OTU 391 bp (70.4%) at 270 days which was differerthat observed on the other conditions
(OTU 356 pb).
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Figure IV-4: Comparison of metabolically active methanogenichaeal communities during the
incubation period for the four conditions (CTRL, IBANEREIS and NEREIS+BAL). The
methanogenic archaeal OTU distribution (%) wasdekd by T-RFLP based on the analysis of mcrA
transcripts digested with Sau96l enzyme.

187



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

2.4. Discussions

The comparison between oil polluted conditions BAld NEREIS+BAL, showed
that both archaeal communities exhibited distinaictures. In presence of oil, addition of
Hediste (Nereis) diversicolaignificantly increased the archaeal diversitgesionstrated by
T-RFLP and library analyses at both rRNA gene aadstript levels. Overall treatments, the
addition of H. diversicolor induced the more pronounced modifications on awhae
communities. To the best of our knowledge, the effgictthe macrofauna on archaeal
community structure has not been studied previoldbst studies focusing on macrofauna
effect on sediments was related to pollutant degraw or/and bacterial community reporting
an increase of bacterial diversity due to reworkingacroorganisms (36), as with

hydrocarbons pollutants (55), or herbicide (46).

2.4.1. Impact oH. diversicoloraddition on archaeal community
In this study, we showed a higher abundance anersity of Thaumarchaeotavhen

polychaetes were addethe Thaumarchaeotghylum (the former Marine Group 1) includes
marine symbionts (9, 50) armimnmonia-oxidizingmicroorganisms (33)The dominance of
this phylum, in presence of polychaetes, suggestett@re aerobic nitrification, although it
is difficult to correlate the sequence abundandiéomicrobial activity. It is well established
now that the irrigation of burrows by reworking igity of macrofauna introduces fresh
oxygenated water into deeper sediment layers dodsathe exchange of solutes between the
sediment and the water column (18, 34). Burrows déattesely extend the oxic/anoxic
interface into deeper sediment layers, thus progidinunique environment for nitrogen-
cycling microbial communities (20). Interestingly,rRoet al. (49) observed a high number of
sequences related ithaumarchaeaotan an environment exhibitingigh concentrations of
nitrate. All these considerations together suggested tfanitrogen cycle was active in the
bioturbated microcosms; thArchaea playing a crucial role. This positive effect #f.
diversicoloron Thaumarchaeotabundance was prevented by oil addition despééeigghest
reworking activity found in the oiled condition (B5It is important to notice that
Thaumarchaeotavere not detected in BAL treatment. This result waissurprising since the
sensitivity of ammonia-oxidizingArchaea to petroleum was already demonstrated (63).
Furthermore, it is well known that the presence ibdoninish oxygen flux decreasing the
redox potential in sediment resulting in more favourabteldions for anaerobic metabolisms

such as sulfate-reduction (7). It is likely that kommental conditions became less favourable
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for aerobic nitrifying Archaea. This observation was consistent with a previowslyston
bacterial communities from the same incubated sewlisnshowing a high abundance of
sulfate-reducingBacteria in oil-contaminated microcosms even with addedoolfychaetes
(55).

2.4.2. Oil impact on archaeal community
For the first time the impact of oil on metaboligadictive archaeal community (RNA

level analysis) was observed in presence of poBtelsa The active community structure was
modified after 180 days of incubation, when thereihoval started. At the end of experiment
(270 days), when more than 60% of TPH were remoVedFLP and 16S RNA transcript
library analyses showetiat archaeal community from BAL condition was €ligsrelated to
the initial community. his “go back to square one”, commonly observed \bi#icterial
communities in oil-contaminated sediment (8), suggkghat it may also be a common
process forArchaeaafter TPH removalThe physiological flexibility of microorganisms,
allowing archaeal communities to recover theiriahistructure, could explain this process.
The involvement oArchaeain TPH degradation still to be demonstrated in our study
Sequences related @renarchaeotaMCG were exclusivily detected in BAkoq and
Toq libraries suggesting that these microorganisms baveapacity to adapt their metabolism
to environmental changekdeed, theCrenarchaeotaMCG are known to occur in a wide
range of marine and terrestrial environments (28, Without assigning metabolic function
to this group, Inagaki and co-workers demonstrated MCG was dominant in organic-rich
sediments compared to organic-poor sediments (29). Manvieonment, being a reservoir of
organic matter (65), is a favorable environmentM&G growth, explaining their dominance
observed in all libraries. However, they were fouessldominant whed. diversicolorwas
added, especially in NEREIS condition. This observatitay be explained by the fact that
oxygen introduction into sediment by the reworkaudivity of H. diversicolorcreated a less
favourable environment for MCG. This group was fredlyeiound in anoxic habitats such as
deep subsurface marine sediments (6) or well-defiregloxcline oligotrophic lake (39).
Interestingly, in NEREIS+BAL microcosm the MCG commity was maintained suggesting

that the presence of oil restore favourable conditionsh&ar growth.
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2.4.3. Methanogen behaviour in oiled bioturbated sediment
Euryarchaeota,especially methanogenaere mainly found in the oil-contaminated

NEREIS+BAL library using archaeal domain specifiengers. They were not or weakly
detected under the other conditions which were datath by Crenarchaeota(except for
NEREIS condition). In contrast, several studies haeported the dominance of
Euryarchaeota (37, 44, 51) and the presence ofethanogen# various oil-contaminated
environmentg32, 64, 67). Their association with the degradatiopeifoleum compounds
has also been shown (31, 52). In this study the megfegars were detected in all conditions
with specific primers targeting thacrA genes and transcripts. ThecrA gene, encoding.
subunit of the methyl-coenzyme M reductase (MCR}¥ waed as specific marker for the
detection and differentiation of methanogen cominemi(41, 42). The discrepancy observed
between the use of 16S archaeal rRNA ancrA primers could be explained by the
difficulties to detected minor groups in prokargottcommunities. Of course the low
specificity of primers targeting th&rchaeadomain for methanogens could not be excluded.
Our results showed that total methanogenic comnasnitere impacted whet. diversicolor
was added in oil contaminated microcosms. SimiJatlg methanogen metabolically active
communities showed specific response to each tegdtrthat was observed from the
beginning of the experiment. In the NEREIS condititve polychaetes induced a negative
effect on total methanogens diversity (DNA analydist the active methanogenic archaea
diversity (RNA analysis) was increased. Despite tkyggen introduction by the macrofauna
reworking activity, active methanogens were deteciéeir presence could be explained by
formation of anoxic micro-niches (27, 60, 61), as waslby seeding from either body’s worm
or faecal pellets ofH. diversicolor (24, 40, 66) Interestingly, in presence of oll
(NEREIS+BAL) a specific community, different to thabserved in the NEREIS condition,
was selected showing that methanogens found amgcal niche. So far, the syntrophic
interactions have been demonstrated as the onky obl methanogens in hydrocarbon
degradation (19, 68). Although microorganisms inedlvin these interactions play an
important role on the organic matter mineralisation in ngasediments, the ecological factors
driving syntrophic interactions are still limitedufther studies on this phenomenon will
provide better knowledge to understand the imp&cilspill on microbial communities and

their response.

Until recently, little information was available dgkrchaeamainly because they are

difficult to cultivate. It was established that thesre found only in extreme environments
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with elevated temperature, low pH or high salinity.wdeer, new groups of abundant,
uncultivatedArchaeahave been found to be widespread in more biotopesiate, a large
part of Archaearemains uncultured, thus they are largely unknaovrilfeir ecological role in
environment. The present study brings new insigtd archaeal ecology and it is the first
report on the impact of oil pollution and macrofawraArchaea especially methanogens.
Our results demonstrated that macrofauna incre&segarchaeotaand Thaumarchaeaota
diversity in oil-contaminated sediment. Methanogemese positively affected by macrofauna
and we detected mRNA ofcrA genes up to 270 days indicating a methanogenieitgian
sediments. The dynamic oArchaea in bioturbated and oil-contaminated sediments
highlighted the important impact of macrofauna orcrobial communities showing the
necessity to take into account the macrofauna dasd activities in environmental

bioremediation studies.

2.5. Acknowledgements

This work was supported by ANR (DHYVA project 06-SEG09). We thank all
partners of the DHYVA project for their useful dissions. We also thank NORMANDIE
APPATS, particularly Michel LOPUSZANSKI, who kindly praléd the polychaetes.

2.6. References

1. Al-Mailem, D. M., N. A. Sorkhoh, H. Al-Awadhi, M. Eliyas, and S. S. Radwan.
2010. Biodegradation of crude oil and pure hydrosasbby extreme halophilic
archaea from hypersaline coasts of the Arabian Gulf. Exjrbites14:321-328.

2. Aller, R. C. 1994. Bioturbation and remineralization of sedinaeytorganic matter:
effects of redox oscillation. Chemical Geoldfj4:331-345.

3. Aller, R. C., N. E. Blair, Q. Xia, and P. D. Rude.1996. Remineralization rates,
recycling, and storage of carbon in Amazon shelfigedts. Continental Shelf
Researcii6:753-786.

4, Altschul, S. F., T. L. Madden, A. A. SchAaffer, J.Zhang, Z. Zhang, W. Miller,
and D. J. Lipman. 1997. Gapped BLAST and PSI-BLAST: A new generatidn
protein database search programs. Nucleic Acids Res2aR389-3402.

191



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Anderson, R. T., and D. R. Lovley.2000. Hexadecane decay by methanogenesis.
Nature404:722-723.

Biddle, J. F., J. S. Lipp, M. A. Lever, K. G. Lloyd K. B. SA rensen, R. Anderson,
H. F. Fredricks, M. Elvert, T. J. Kelly, D. P. Schiag, M. L. Sogin, J. E. Brenchley,
A. Teske, C. H. House, and K. U. Hinrichs2006. Heterotrophic Archaea dominate
sedimentary subsurface ecosystems off Peru. Proxggsedf the National Academy of
Sciences of the United States of Amerl€8:3846-3851.

Bonin, P., M. Gilewicz, E. Rambeloarisoa, G. Milleand J. C. Bertrand. 1990.
Effect of crude oil on denitrification and sulfateduction in marine sediments.
Biogeochemistry10:161-174.

Bordenave, S., M. S. Goiii-Urriza, P. Caumette, an®. Duran. 2007. Effects of
heavy fuel oil on the bacterial community structwe a pristine microbial mat.
Applied and Environmental Microbiologi3:6089-6097.

Brochier-Armanet, C., B. Boussau, S. Gribaldo, andP. Forterre. 2008. Mesophilic
crenarchaeota: Proposal for a third archaeal phylin@ Thaumarchaeota. Nature
Reviews Microbiology6:245-252.

Cetecioglu, Z., B. K. Ince, M. Kolukirik, and O. Ince. 2009. Biogeographical
distribution and diversity of bacterial and archagahmunities within highly polluted
anoxic marine sediments from the marmara sea. M&oikition Bulletin 58:384-
395.

Chaban, B., S. Y. M. Ng, and K. F. Jarrell.2006. Archaeal habitats - From the
extreme to the ordinary. Canadian Journal of Microbioki#ry3-116.

Chang, W., Y. Um, and T. R. P. Holoman2006. Polycyclic aromatic hydrocarbon
(PAH) degradation coupled to methanogenesis. Biotechpdletters28:425-430.
Christensen, M., G. T. Banta, and O. Andersen2002. Effects of the polychaetes
Nereis diversicolor and Arenicola marina on theefahd distribution of pyrene in
sediments. Marine Ecology Progress Se2igs159-172.

Chung, W. K., and G. M. King. 1999. Biogeochemical transformations and potential
polyaromatic hydrocarbon degradation in macrofaumairow sediments. Aquatic
Microbial Ecology19:285-295.

DeLong, E. F.1992. Archaea in coastal marine environments. Pdncge of the
National Academy of Sciences of the United States of Am88c¢i685-5689.

Delong, E. F. 1998. Everything in moderation: Archaea as 'nomesxophiles'.
Current Opinion in Genetics and Developm@&1®49-654.

192



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Dollhopf, S. L., J. H. Hyun, A. C. Smith, H. J. Adans, S. O'Brien, and J. E.
Kostka. 2005. Quantification of ammonia-oxidizing bactesiad factors controlling
nitrification in salt marsh sediments. Applied anaviEonmental Microbiology
71:240-246.

Fenchel, T.1996. Worm burrows and oxic microniches in marirgiments. 1.
Spatial and temporal scales. Marine Bioldgy:289-295.

Ficker, M., K. Krastel, S. Orlicky, and E. Edwards. 1999. Molecular
characterization of a toluene-degrading methanagertnsortium. Applied and
Environmental Microbiology5:5576-5585.

Gilbert, F., G. Stora, and P. Bonin.1998. Influence of bioturbation on denitrification
activity in Mediterranean coastal sediments: Asita experimental approach. Marine
Ecology Progress Serié$3:99-107.

Gilbert, F., G. Stora, G. Desrosiers, B. Deflandre). C. Bertrand, J. C. Poggiale,
and J. P. Gagné.2001. Alteration and release of aliphatic compoubgsthe
polychaete Nereis virens (Sars) experimentally deth hydrocarbons. Journal of
Experimental Marine Biology and Ecolog§$6:199-213.

Good, I. J. 1953. The population frequencies of species andesiienation of the
population parameters. Biometrik@:237-264.

Hales, B. A., C. Edwards, D. A. Ritchie, G. Hall, RW. Pickup, and J. R.
Saunders. 1996. Isolation and identification of methanogeresiic DNA from
blanket bog peat by PCR amplification and sequencalysis. Applied and
Environmental Microbiolog¥2:668-675.

Harris, J. M. 1993. The presence, nature, and role of gut micenflar aquatic
invertebrates: A synthesis. Microbial EcolaZfy.195-231.

Heijs, S. K., R. R. Haese, P. W. J. J. Van Der Wi, L. J. Forney, and J. D. Van
Elsas. 2007. Use of 16S rRNA gene based clone librareesagsess microbial
communities potentially involved in anaerobic meghaxidation in a Mediterranean
cold seep. Microbial Ecology3:384-398.

Hickman, Z. A., and B. J. Reid.2008. Earthworm assisted bioremediation of organic
contaminants. Environment Internatiod4t1072-1081.

Hirasawa, J. S., A. Sarti, N. K. S. Del Aguila, andM. B. A. Varesche.2008.
Application of molecular techniques to evaluate timethanogenic archaea and
anaerobic bacteria in the presence of oxygen wiferdnt COD:Sulfate ratios in a
UASB reactor. Anaerob®4:209-218.

193



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Holmer, M., V. E. Forbes, and T. L. Forbes.1997. Impact of the polychaete
Capitella sp. | on microbial activity in an orgamich marine sediment contaminated
with the polycyclic aromatic hydrocarbon fluoranthene. iMaBiology128:679-688.
Inagaki, F., T. Nunoura, S. Nakagawa, A. Teske, M.ever, A. Lauer, M. Suzuki,
K. Takai, M. Delwiche, F. S. Colwell, K. H. NealsonK. Horikoshi, S. D'Hondt,
and B. B. JA rgensen.2006. Biogeographical distribution and diversitynoitrobes
in methane hydrate-bearing deep marine sedimentth@rPacific Ocean Margin.
Proceedings of the National Academy of SciencethefUnited States of America
103:2815-2820.

Jarrell, K. F., A. D. Walters, C. Bochiwal, J. M. Borgia, T. Dickinson, and J. P. J.
Chong. 2011. Major players on the microbial stage: Whychfsea are important.
Microbiology 157:919-936.

Jones, D. M., I. M. Head, N. D. Gray, J. J. AdamdA. K. Rowan, C. M. Aitken, B.
Bennett, H. Huang, A. Brown, B. F. J. Bowler, T. Gdenburg, M. Erdmann, and
S. R. Larter. 2008. Crude-oil biodegradation via methanogenesissubsurface
petroleum reservoirs. Natud®1:176-180.

Kasai, Y., Y. Takahata, T. Hoaki, and K. Watanabe.2005. Physiological and
molecular characterization of a microbial communéstablished in unsaturated,
petroleum-contaminated soil. Environmental Microbigi@g806-818.

Kdnneke, M., A. E. Bernhard, J. R. De La Torre, CB. Walker, J. B. Waterbury,
and D. A. Stahl. 2005. Isolation of an autotrophic ammonia-oxidizintarine
archaeon. Naturé37:543-546.

Kristensen, E. 1984. Effect of natural concentrations on nutrie@h@nge between a
polychaete burrow in estuarine sediment and therlymg water. Journal of
Experimental Marine Biology and Ecolo@$:171-190.

Laverock, B., J. A. Gilbert, K. Tait, A. M. Osborn, and S. Widdicombe.2011.
Bioturbation: Impact on the marine nitrogen cycleodiemical Society Transactions
39:315-320.

Laverock, B., C. J. Smith, K. Tait, A. M. Osborn, S Widdicombe, and J. A.
Gilbert. 2010. Bioturbating shrimp alter the structure andermsity of bacterial
communities in coastal marine sediments. ISME Journal.

Liu, R., Y. Zhang, R. Ding, D. Li, Y. Gao, and M. Yang. 2009. Comparison of
archaeal and bacterial community structures in iheai-contaminated and pristine

soils. Journal of Bioscience and Bioengineefi0g:400-407.

194



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

Liu, Y. J., A. Zaprasis, S. J. Liu, H. L. Drake, ad M. A. Horn. 2011. The
earthworm Aporrectodea caliginosa stimulates aboecela and activity of
phenoxyalkanoic acid herbicide degraders. ISME Jo&rdd13-485.

Llirés, M., F. Gich, A. Plasencia, J. C. Auguet, F.Darchambeau, E. O.
Casamayor, J. P. Descy, and C. Borreg@010. Vertical distribution of ammonia-
oxidizing crenarchaeota and methanogens in theekge waters of lake kivu
(rwanda-democratic republi of the congo). Applied &nvironmental Microbiology
76:6853-6863.

Lucas, F. S., G. Bertru, and M. G. Ho6fle2003. Characterization of free-living and
attached bacteria in sediments colonized by Hedistersicolor. Aquatic Microbial
Ecology32:165-174.

Lueders, T., K. J. Chin, R. Conrad, and M. Friedrich. 2001. Molecular analyses of
methyl-coenzyme M reductase-subunit (mcrA) genes in rice field soil and
enrichment cultures reveal the methanogenic pheeoty a novel archaeal lineage.
Environmental Microbiology:194-204.

Luton, P. E., J. M. Wayne, R. J. Sharp, and P. W. Rey. 2002. The mcrA gene as
an alternative to 16S rRNA in the phylogenetic gsial of methanogen populations in
landfill. Microbiology 148:3521-3530.

Mermillod-Blondin, F., R. Rosenberg, F. Francois-Cecaillet, K. Norling, and L.
Mauclaire. 2004. Influence of bioturbation by three benthi¢aimal species on
microbial communities and biogeochemical processemarine sediment. Aquatic
Microbial Ecology36:271-284.

Miralles, G., M. Acquaviva, J. C. Bertrand, and P.Cuny. 2010. Response of an
archaeal community from anoxic coastal marine sedisnTo experimental petroleum
contamination. Aquatic Microbial Ecolod®:25-31.

Monard, C., F. Martin-Laurent, C. Vecchiato, A. J. Francez, P.
Vandenkoornhuyse, and F. Binet.2008. Combined effect of bioaugmentation and
bioturbation on atrazine degradation in soil. Sadl&yy and Biochemistry0:2253-
2259.

Monard, C., P. Vandenkoornhuyse, B. Le Bot, and FBinet. 2010. Relationship
between bacterial diversity and function under ibiatontrol: the soil pesticide
degraders as a case study. ISME Journal.

195



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Naslund, J., F. J. Nascimento, and J. S. Gunnarssof2010. Meiofauna reduces
bacterial mineralization of naphthalene in mariegisent. ISME Journad:1421-
1430.

Orcutt, B. N., S. B. Joye, S. Kleindienst, K. Knitel, A. Ramette, A. Reitz, V.
Samarkin, T. Treude, and A. Boetius.2010. Impact of natural oil and higher
hydrocarbons on microbial diversity, distributiondaactivity in Gulf of Mexico cold-
seep sediments. Deep-Sea Research Part II: TopicalieS in Oceanography
57:2008-2021.

Porat, I., T. A. Vishnivetskaya, J. J. Mosher, C. CBrandt, Z. K. Yang, S. C.
Brooks, L. Liang, M. M. Drake, M. Podar, S. D. Brown, and A. V. Palumbo.
2010. Characterization of archaeal community in @emated and uncontaminated
surface stream sediments. Microbial Ecolé@y784-795.

Preston, C. M., K. Y. Wu, T. F. Molinski, and E. F.Delong.1996. A psychrophilic
crenarchaeon inhabits a marine sponge: Cenarchagubiicsum gen. nov., sp. nov.
Proceedings of the National Academy of SciencethefUnited States of America
93:6241-6246.

Réling, W. F. M., I. R. Couto De Brito, R. P. J. Swnnell, and I. M. Head.2004.
Response of archaeal communities in beach sedimémtsspilled oil and
bioremediation. Applied and Environmental Microbioloff}:2614-2620.

Siddique, T., T. Penner, K. Semple, and J. M. Foght2011. Anaerobic
biodegradation of longer-chain n-alkanes coupleth&hane production in oil sands
tailings. Environmental Science and Technold§yb892-5899.

Singleton, D. R., M. A. Furlong, S. L. Rathbun, andW. B. Whitman. 2001.
Quantitative Comparisons of 16S rRNA Gene Sequeilraries from Environmental
Samples. Applied and Environmental Microbiold@j§4374-4376.

Sowers, K. R., and J. G. Ferry.1983. Isolation and characterization of a
methylotrophic marine methanogen, Methanococcoidethytutens gen. nov., sp.
nov. Applied and Environmental Microbiologp:684-690.

Stauffert, M., Cravo-Laureau C., Jézéquel, R., CunyP., Gilbert, F., Militon C.,
Amouroux, D., Mahdaoui F., Bouyssiere, B., Stora, G Merlin, F-X., Duran, R.
Impact of crude oil on bacterial communities’ sture in bioturbated sediments
submitted to Applied and Environmental Microbiology for fpeddion.

196



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Taketani, R. G., N. O. Franco, A. S. Rosado, and D. van Elsas.2010. Microbial
community response to a simulated hydrocarbon spithangrove sediments. Journal
of Microbiology48:7-15.

Tapilatu, Y. H., V. Grossi, M. Acquaviva, C. Militon, J. C. Bertrand, and P.
Cuny. 2010. Isolation of hydrocarbon-degrading extrenmaipphilic archaea from an
uncontaminated hypersaline pond (Camargue, France) niogfeles14:225-231.
Teske, A., and K. B. Sgrenser2008. Uncultured archaea in deep marine subsurface
sediments: Have we caught them all? ISME JoW2rgall8.

Teske, A. P.2006. Microbial communities of deep marine subs&faediments:
Molecular and cultivation surveys, p. 357-368, Handbook Environmental
Chemistry, Volume 5: Water Pollution, vol. 23.

Thauer, R. K. 1998. 140th Ordinary Meeting of the Society for néel
Microbiology, 31 March 1998: Biochemistry of methgeaesis: A tribute to Marjory
Stephenson. Microbiologl44:2377-2406.

Tholen, A., M. Pester, and A. Brune.2007. Simultaneous methanogenesis and
oxygen reduction by Methanobrevibacter cuticulaislow oxygen fluxes. FEMS
Microbiology Ecology62:303-312.

Thompson, J. D., T. J. Gibson, F. Plewniak, F. Jeamougin, and D. G. Higgins.
1997. The CLUSTAL X windows interface: Flexible ségies for multiple sequence
alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acieéséarci25:4876-4882.
Urakawa, H., J. C. Garcia, P. D. Barreto, G. A. Maiha, and J. C. Barreto.2012.

A sensitive crude oil bioassay indicates that pills potentially induce a change of
major nitrifying prokaryotes from the Archaea toettBacteria. Environ Pollut
164C:42-45.

Watanabe, K., Y. Kodama, N. Hamamura, and N. Kaku.2002. Diversity,
abundance, and activity of archaeal populations ikcamtaminated groundwater
accumulated at the bottom of an underground cruldstarage cavity. Applied and
Environmental Microbiology8:3899-3907.

Watson, A. J., and J. C. Orr.2003. Carbon dioxide fluxes in the global ocean. Ocean
Biogeochemistryl23-143.

Wilde, S. B., and C. J. Plante2002. Spatial heterogeneity of bacterial assemblage
in marine sediments: The influence of deposit fegdy Balanoglossus aurantiacus.
Estuarine, Coastal and Shelf Scieb&e7-107.

197



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturleatisur la communauté archéenne

67.

68.

Yoshida, N., K. Yagi, D. Sato, N. Watanabe, T. Kunghi, K. Nishimoto, A.
Yanagida, T. Katsuragi, T. Kanagawa, R. Kurane, andY. Tani. 2005. Bacterial
communities in petroleum oil in stockpiles. JouraBBioscience and Bioengineering
99:143-149.

Zengler, K., H. H. Richnow, R. Rossello-Mora, W. Mthaelis, and F. Widdel.
1999. Methane formation from long-chain alkanes Iyesobic microorganisms.
Nature401:266-269.

198



CHAPITRE IV : Impact du pétrole et de la bioturloatisur la communauté archéenne

3. ANALYSE COMPLEMENTAIRE

Afin de préciser la dynamique des archées au sein des sésliles séquences des
banques BAL et NEREIS+BAL ont subi une restrictiorsilico avec les enzymes Haelll et
Tagl. Les T-RFs générés ont ensuite été recherchés dgmefids T-RFLP. Les résultats
obtenus avec I'enzyme Haelll sont présentés dans keatalV-1.

Tableau IV-1: Correspondance entre les fragments de digestiorérgénin silico a partir des
séquences des banques de clones et les donnéed PT-Rfaelll). MCG : Miscellaneous
Crenarchaeotic Group ; MBG : Marine Benthic GroufNHG : Novel Halobacteriales. Les T-RF
générés in silico non assignés au profil T-RFLP&#gtnotifies comme non déterminés (n.d.).

T-RFs observés dans les

Phylums Groupes T-RFs attendus (pb) profils T-RFLP (pb)
CRENARCHAEOTA MCG 220/233/240/270/299  221/235/241/ nmd!/

MBG-B 169 /293 n.d. /294

MBG-C 110/ 237 107 / 237
EURYARCHAEOTA NHG 2171324 216 / n.d.

MBG-D n.d. n.d.

Méthanogenes 319 316
THAUMARCHAEOTA 214 214

Mis a part les séquences affiliées au Marine BerBroup D Euryarchaeot® nous
avons pu assigner les T-Ripssilico pour tous les autres membres de la communautéerch
détectés dans les banques. Bien que lidentificatimies T-RFs reste hypothétique nous les
avons suivis au fil du temps dans les deux comm@saigsues des sédiments contaminés
(Figure IV-6).

Les assignations effectuées ont permis de repesentre 35,5% a 76,9% des profils.
Malgré la nature hypothétique de cette analysetdsgltats obtenus sont pour la plupart en
accord avec les données issues des banques. An$HRES assignés aux MCG dominent la
communauté dans les deux types de sédiment etylatement dans le profil BAi;(70%)
pour lequel la somme des abondances relatives -tRfssTassignés atteint 76,9%. Les T-RFs
assignés aukuryarchaeotasont minoritaires au sein des profils et ne sotdalés qu’'a 180
jours pour la communauté BAL (< 1%) et 270 joursaupta communauté NEREIS+BAL
(3,5%). Enfin, lesThaumarchaeotdarchées nitrifiantes, AOA) correspondraient a eul -

RF (214 pb) détectés a partir de 180 jours dans les deuxioasdibntaminées.
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(52.5%) (46.5%) (62.7%) (76.9%)

B vcG
B vBG-B CRENARCHAEOTA
BAL []MBG-C
[[]NHG
EURYARCHAEOTA
2jours 90 jours 180 jours 270 jours B MCR
\ [ ] THAUMARCHAEOTA
NEREIS+BAL 0 ‘
(58.5%) (63.5%) (35.5%) (63.3%)

Figure IV-5 : Suivi temporel de 'abondance des T-RFs assigné&sditérents groupes d'archées.
Les pourcentages notés entre parenthése indigaesdrhme de I'abondance relative totale de ces T-
RFs.

4. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION

Cette étude a montré que suite a la contaminatérolgere, aucune perturbation
majeure de la communauté archéenne n’était obseégne période de 90 jours au niveau
génomique, les premieres modifications ayant étécti&ts seulement au bout de 180 jours.
Cette période pourrait étre assimilée a une formerésistance de la communauté
archéennequi tente de maintenir sa structure dans son dvlsdiace a la perturbation qu’elle
subit. A 270 jours, un retour a la structure initidkee la communauté a été observé. Ainsi,
pendant la période de biodégradation (180-270 jolasfommunauté a subi une forte
restructuration. Il semblerait que I€senarchaeotappartenant au MCG soient a I'origine de
cet événement. Ces résultats suggerentrésibence de la communauté archéenngetour
de la communauté a son état initial aprés s'étradifidte suite a un changement
environnemental). Néanmoins, il parait difficile &firmer car (i) la communauté initiale de
référence correspond a 2 jours d’incubation, nous negpsudonc pas exclure qu'elle ait déja
subi des altérations structurales ; et (ii) le tedaaésilience refléte un état qui perdure dans
le temps et ce phénoméne n'a été observé qu’ad fioat de I'incubation.A contrarig la
structure de la communauté métaboliquement actietéaaltérée dés 2 jours d’incubation
mais a présenté également un retour de la commauaasd structure initiale. Ce phénomene a
déja été observé chez les bactéries (Girvan et @05 2Bordenave et al., 2007a). Il peut

s’explique (i) par une grande flexibilité métabolkgde certains micro-organismes, (ii) par
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une adaptation liee a des transferts horizontauXiip par le fait que les MCG devenus
minoritaires & 180 jours consomment les métaboliesus de la dégradation des
hydrocarbures pour redevenir majoritaires danso@mnunauté en fin d’expérimentation
(Allison and Martiny, 2008). A ce jour, aucune souahehée cultivable n’est apparentée au
groupe des MCG, il parait donc difficile de déterariteur implication dans la dégradation
des hydrocarbures, cependants résultats suggeérent gu'ils seraient impliqués ahs les
étapes secondaires de la dégradation des hydrocaries.

Dans les sédiments bio-augmentés en polychaetesniagnauté archéenne a montré
un comportement similaire dans les premiers temgdadcontamination pétroliere. Des
modifications majeures de la communauté ont étérabes a partir de 180 jours d’incubation
conduisant a une communauté tres divergente et une plus grande diversité que la
communauté initiale. Ainsile retour a I'état initial décrit préecédemment n’ed pas
observé dans le sédiment fortement bioturbé L’analyse de la composition de la
communauté archéenne indique que dans un prerm@sieles MCG maintiendraient la
structure de la communauté face a la contaminapars dans un deuxieme temps sous
I'action des polychaetes, des archées appartesaphiellement aukuryarchaeotaet aux
Crenarchaeotades groupesMBG-B et —C émergeraient. Dans le chapitre Il nous avons
démontré que ces modifications de la communautéoméerent pas un avantage pour la
dégradation des hydrocarbures. Cette communauté dera plus adaptée aux conditions
physico-chimiques fluctuantes de ces sédiments &élasforte activité de remaniement des
polychaetes (Aller and Aller, 1998). Cette nouvellenmunauté est également caractérisée
par la présence d'archées affiliées dinaumarchaeotampliquées dans le cycle de I'azote
(archées nitrifiantes aérobies) et dont la présessreble étre affectée par le pétrole. Par
conséquentactivité de bioturbation des polychaetes favoriseit la nitrification au sein
des sédiments contamines, alors qu’elle serait ifdg@e par la présence de pétroleCela
peut s’expliquer par I'apport d’'oxygene au seinsédiment, lié a la présence de terriers, aux
activités de remaniement sédimentaire et de bigaition des polychaetes, qui réduisent
'anoxie engendrée par le pétrole, favorisant desimétabolismes aérobies. La forte richesse
spécifiqgue observée pour cette communauté confieteeindiquant des conditions favorables

aux archées dans ces sédiments.
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La forte représentativité ddhaumarchaeotaetrouvée dans la communauté NEREIS
(62,5%) est en accord avec les résultats obtenuslgobactéries dans le chapitre précédent.
L’impact de la bioturbation sur la communauté microbienne consiste en la sélection de
micro-organismes aeérobies dans cette étude, les archées nitrifiantes. D’aglemous
pouvons corréler ces résultats a d’autres études readisedss sédiments marins en présence
d’'organismes bioturbateurs qui confirment la statioh de l'activité nitrifiante au sein de
sédiments bioturbés (Gilbert et al., 1997b ; Svensson et al.,2@¥&rock et al., 2011).

Enfin, lors de I'analyse basée sur le gene codantlfARNr 16S Archaedes archées
méthanogenes n'ont été détectées que dans urraeient, elles représenteraient donc une
fraction minoritaire de la communauté archéennge@dant, en ciblant le géne codant pour
la Méthyl Coenzyme réductase mcrA nous avons pu dans un premier temps détecter les
genes ainsi que les transcnterA dans tous les traitements, et dans un deuxiéme femps
préciser leur comportement face a la contamingb@moliere. Au niveau génomique, nous
avons mis en évidence un maintient de la struatarla communauté méthanogéne suite a la
contamination pétrolieére, ainsi que des modificatidmportantes et rapides au niveau
transcriptionnel A contrarig dans les sédiments bioturbés, une succession @potodes
communautés méthanogenes a été observée, indigeguitisl amples modifications de la
communauté dans ces sédimelis.fin d’'incubation, chaque traitement a présenté ne
communauté méthanogene spécifiqgue présentant desveisités distinctes Ainsi, les
analyses réalisées ont permis de mettre en évidpredée pétrole maintenait la diversité des
communautés methanogénes des deux types de sédibenplus, dans les sédiments
fortement bioturbés non contaminés, les archéesamégfénes métaboliguement actives ont
montré une forte augmentation de leur diversitéi @eat étre corrélé a une forte activité de
dégradation de la matiére organique des communaatébies en présence des polychaetes
générant une grande quantité de substrats potergmir les meéthanogenes. Une autre
explication pourrait étre une inoculation d’archéesthanogenes par la macrofaune au sein

des sédiments.

Grace a cette étude nous avons pu apporter deeltgivconnaissances sur la
dynamique des archées suite a une contamination pétrdligue avons clairement défini que
ces micro-organismes montraient un comportemernietatnt différent de celui des bactéries
vis-a-vis du pétrole, confirmant donc des capacitésaboliques clairement distinctes entre

ces deux domaines procaryotiques.
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CHAPITRE V. Suivi de la dynamique et de
'abondance des micro-organismes sulfato-
reducteurs

1. INTRODUCTION

Les travaux présentés dans le chapitre IV ont ipedfacquisition de nouvelles
connaissances sur la réponse de la communautéearehéace a une contamination
pétroliere. Grace a l'utilisation d’'un marqueur foaonel, nous avons également pu préciser
limpact de la contamination ainsi que les effets & bioturbation sur les archées
méthanogenes. Ainsi, ces travaux soulignent que gpsoahes moléculaires basées sur le
gene codantARNr 16Spour I'étude de la diversité microbienne ne s@# @ppropriées pour
I'étude de groupes métaboliques.

Dans le chapitre Ill, I'étude basée sur le géneambt ARNr 16S Bacteria a mis en
évidence que suite a la contamination pétrolieng, fuaction importante de la communauté
bactérienne était phylogénétiquement affiiece a dbactéries sulfato-réductrices
(Desulfobacteracege indépendamment de la présence des organismessséous.
L'implication des membres de ce groupe métabolidaas la dégradation anaérobie des
hydrocarbures a été largement démontrée chez debes pures mais également dans des
sédiments coétiers (Coate et al., 1997 ; Cravo-Laureaal.e?004b). D’ailleurs certains
membres des communautés issues des microcosmesnamié une forte similarité
phylogénétique avec des souches sulfato-réducthigdsocarbonocastes. Nos travaux ont
également suggéré que les polychaetes favoriseraierdsien@e de certaines de ces bactéries.

Par conséquent, afin de confirmer ces observatians avons entrepris I'étude de la
diversité, de I'abondance et de la dynamique desoraiganismes sulfato-réducteurs au sein
des microcosmes. Nous avons choisi de cibler un @mrationnel de cette communauté, le
géne codant pour la Sulfite réductase dissimikatrione enzyme clé de la respiration
anaérobie du sulfate (Klein et al., 2001).
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2. PUBLICATION 3: Dynamic of sulfate-reducing microorganisms in
petroleum-contaminated marine sediment inhabited by the polychaete Hediste

diversicolor
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Ces travaux sont présentés sous forme d’'un amiclpréparation pour soumission dans la
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ABSTRACT

The behaviour of sulfate-reducing microbial comntymvas investigated at the oxic-
anoxic interface (0-2cm) of marine sediment whemsttbd to oil and enhanced bioturbation
activities by the addition dfiediste diversicolarAlthough total hydrocarbon removal was not
improved by the addition dfi. Diversicolor, T-RFLP analyses based derAB (dissimilatory
sulfite reductase) genes and transcripts showeereliff patterns according to the presence of
H. diversicolor which favoured the early abundancedstB genes. cDNAdsrAB libraries
revealed that in presence dfl. diversicolor most dsrAB sequences belonged to
hydrocarbonoclastidDesulfobacteraceaesuggesting that sulfate-reducing microorganisms
(SRM) may play an active role in hydrocarbon biodégtion in sediment with high
reworking activity. Furthermore, the presencasfAB sequences related to sequences found
associated to environments with high dinitrogeratibn activity suggested potential, N

fixation by SRM in highly bioturbated-polluted sediments.

Keywords: oil pollution, bioturbation, sulfate-reducing commity, T-RFLP fingerprint,

dsrABgenes
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2.1. Introduction

Hydrocarbons are widespread in the environment lagyl dre the main constituents of
crude oil (Holliger and Zehnder, 1996). Their aburtdase in industry for energy make them
the most important group of chemical compounds. Ambgenic activities (urbanisation,
industry, transport) lead to the dispersion and wcdation of hydrocarbons in the
environment, causing changes in air quality, soil aqdatic environments with serious
consequences for ecosystems and human health (RHapel., 2007; Head and Swannell,
1999). Marine coastal sediments are frequently pedluwith hydrocarbon contaminants
derived from fuel spills. Hydrocarbonoclastic baieterwhich are ubiquitous in marine
environments (Leahy and Colwell, 1990), are able égrade aliphatic and aromatic
hydrocarbons through diverse pathways under oxanoxic conditions (Atlas, 1981; Widdel
and Rabus, 2001). Coastal sediments are charactéysadery thin oxic surface layer with
molecular oxygen diffusion confined to the top fewllimietres layer (Canfield and Des
Marais, 1993). Hence, the bulk of marine sedimerdsapected to be anoxic, where various
anaerobic processes occurs with others electroeptmrs for the mineralisation of organic
matter (Froelich et al., 1979).

Sulfate-reduction is the most relevant anaerobiccgs® in marine environment,
sulfate being the more abundant electron acceptaoastal seawater (Coates et al., 1996;
Kleikemper et al., 2002). Organic matter degradationpted to sulfate-reduction may
account for up to 50% of the total degradation hed brganic matter in marine sediments
(Jgrgensen and Fenchel, 197Mus,the potential of coastal marine sediments for ataer
hydrocarbon degradation under sulfate-reducing itiond has been extensively studied
(Coates et al., 1997; Kolukirik et al., 2011; Townsehdal., 2003). Several sulfate-reducing
microorganisms (SRM) have been shown to degradeide wariety of petroleum-based
contaminants ashort- and long-chain alkanes, complex aromaticgjet@ or benzene
(Cravo-Laureau et al., 2005; Kniemeyer et al., 2003ar®&bYoung, 1999; Widdel and Rabus,
2001). SRM play a key role in hydrocarbon degradasiod they were found dominant in oil
contaminated sediments (Miralles et al., 2007b; Baetsal., 2008), their activity being
stimulated by the presence of hydrocarbon (Kleikemgt al., 2002). Nevertheless, waves,
currents and macrofaunal bioturbation activity dsrthe micro topography of the sediment
(Graf and Rosenberg, 1997; Jargensen and Revsk@gh). Bioturbation processes play an
important role in burial and degradation of oil hycarbons (Gilbert et al., 1996),
polyaromatic (Christensen et al.,, 2002) and acyclhidrdcarbons (Grossi et al.,, 2002).
Sediment mixing caused by burrowing activity of medauna by modifying the distribution
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of electron acceptors and affecting the microb@hmunity structure (Bertics and Ziebis,
2009; Satoh et al., 2007) greatly stimulate somerahial activities (Findlay and White,
1983; Kogure and Wada, 2005).. Macrofaunal burrovigates anoxic sediment and provides
a large surface area for diffusive exchange (Baudi@nd Marinelli, 1994). Although, SRM
have been classically described as obligate anaer@estgate, 1984), they have been
detected in macrofaunal burrows (Matsui et al., 200dgre sulfate-reduction activity has
been measured (Banta et al., 1999; Mermillod-Blondial.e 2004). Although a reduction of
sulfate-reduction activity has been reported inurtmated sediment (Heilskov and Holmer,
2001), the existence of reduced microniches enhsmi¢ate-reduction rates, supporting that
SRM can maintain activity in such environments (Bsrand Ziebis, 2010Nevertheless, the
SRM diversity and structure dynamic have been yastldied in these environments,
especially when exposed to oil contamination.

Recently,we showed that 16S rRNA sequences related to SB&pecially sulfate-
reducing hydrocarbons-degraders were well repredenn oil-contaminated sediment
irrespective to the presence of macrofauna (Stdaudfeal., (a), submitted). However, 16S
rRNA-based analysis does not provide a best linth ilhe metabolic capabilitiedn the
present study, we examined the behavior of totaleantiste SRM communities in oil-polluted
sediment, with and without polychaetes addition hgeting the (bi)sulfite reductase genes
(dsrAB. T-RFLP fingerprint, quantitative PCR and librareesalyses were performed in order
to follow the SRM community dynamic in bioturbatetudflat sediments submitted to oll

pollution.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Sampling area and experimental setup
Twelve marine sediment microcosm boxes were setupcannected with a device

supplying natural sand filtered and UV-treated seaw&ediment was obtained from Aber-
Benoit (Treglonou, 48° 33'12.40"N; 4° 32'8.69"W) alibasin located in Brittany (France).
Tidal cycles of 12 hours were applied each day wahwater, which was renewed at each
tidal cycle (20 L of water per box). Crude oil (BAL10, 25.6 mg/g wet sediment) and
polychaete#lediste diversicolofinitial biomass increased 10x) were added to ncmsms as
previously described (Stauffert et al., (a), submjttegour conditions were applied in
triplicate as follows: (i) CTRL: control conditior(ji) BAL: oil addition, (iii) NEREIS:
addition of N. diversicolorand (iv) NEREIS+BAL, addition of oil andN. diversicolor
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Samplings were done at 2, 30, 90, 180 and 276@ays of incubation for molecular and
chemical analysis. At each sampling time two indeleah samples were taken from a single
microcosm box for molecular analyses and subjected to DNARMA extraction.

2.2.2. Total DNA extraction of microbial communities from masms sediment
DNA was extracted from six replicates (two replesatper box) of 250 mg of

sediments using the UltraClean Soil DNA kit (MoBlaboratories) according to the

manufacturer's recommendations. Protocol was matlifees following: sediment was

previously centrifuged at 5000 g for 15 min, to remavater phase; and the initial step of
horizontally vortex was performed during 30 min. DNvas eluted in 50ul and stored at -
20°C.

2.2.3. RNA extraction and reverse transcription
Total RNA extraction from 2 g of sediments was perfed from six replicates, using

the RNA Power Soil kit (MoBio Laboratories) accargi to the manufacturer's
recommendations. Only RNase-free certified plasacemvas used and all solutions were
prepared with sterile diethyl pyrocarbonate-tregfeBPC) water. DNA was removed from
the total nucleic acid extraction by DNase digestiasing Turbo DNA-free™ protocols
(Ambion). The complete removal of DNA was verifieg & control PCR using primers of
16S bacteria (PCR conditions described in amptibbcasection). cDNA from RNA was
obtained usingnurine leukemia reverse transcriptase (M-MLV RT, UG&rporation) with
random hexamers (0,1U A260, Roche) according to teufacturer's recommendations. RT
products were used immediately for PCR amplificadi@nd the remaining products were
stored at -20°C.

2.2.4. PCR amplification afsrABgenes and transcripts
dsrAB genes were amplified using the primers pair 619AK-

CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3) and 1905BR (5-GGGCGGWGTGTRAAGGC-3)

(Giloteaux et al., 2010). PCR conditions were as fatowitial denaturation (94°C for 5 min)

followed by 35 cycles of denaturation (94°C for 45 annealing (54°C for 45 s), and
extension (72°C for 60 s) and a terminal extensk#?@© for 10 min). The reaction mix (50
uL final volume) contained 50 mM buffer, 0.2 mM dNT®R2 uM of each primer and 1.25 U
of Taq polymerase (Ozyme). A nested-PCR approachusad to amplify cDNA. A first

209



CHAPITRE V : Dynamique et abondance des micro-asyaes sulfato-réducteurs

round of PCR was performed with dsrlF (5-ACS CAC T&&5 CAC G-3) and dsr4R (5-
GTG TAG CAG TTA CCG CA-3) primer pair (Wagner et,dl998). PCR conditions were as
follows: initial denaturation (94°C for 5 min) folleed by 35 cycles of denaturation (94°C for
30 s), annealing (54°C for 60 s), and extension (#2*Cm 30 s) and a terminal extension
(72°C for 10 min). The reaction mix was similar t@ypusly described but the final volume
was 25 pl. 1 pl of PCR product from the first PCRswaed in the second round (@Ofinal
volume, 619AF / 1905BR primers).

2.2.5. T-RFLP procedure
For T-RFLP analysis, forward primer dsr619AF waselal at the 5’ end with the

phosphoramidite fluorochrome carboxyfluorescein \BAPCR products were purified with
the PCR purification kit (GE Healthcare). Restrictidigests of PCR products were
performed in a total volume of 10 ul containingvibetn 50 and 100 ng of PCR amplicons
with 3 U of restriction enzyme. Rsal and Tagl (NemgE&nds Biolabs) enzymes were used
for amplicon digestion (3h at 37°C and 65°C regpelt). 1 pl of digested amplicons were
mixed with 10 pl of deionised formamide (Applied Bystems) and 0.25 ul of the GeneScan-
500 size standard (35-500 bp; Applied BiosystemsgyTere denatured by heating at 95°C
for 5 min before analyses on an ABI Prism 310 capillsequencer in GeneScan mode.
Injection was performed electrokinetically at 15 kM 30 s and the runs at 15 kV were
completed within 30 min. T-RFLP profiles were analysusing GENSCAN version 3.1
software (Applied Biosystems). Data sets were canttd by using peak height thresholds of
at least 30 fluorescence units.

2.2.6. Treatment of T-RFLP data
T-RFLP raw data were normalised by dividing eachkpkeight by the total signal

intensity of the corresponding profile, and peals liggn 0.5% were eliminated to avoid PCR
biases. Sampling replicate (replicate from a micsatp T-RFLP profiles were averaged
reaching to three profiles per conditions for etinfe and peak less than 0.5%, which were
considered as non-significant, were eliminated. T-Riasd in only one replicate (i.e. better

found in 2 samples from the 6 replicates) were eliminated.

2.2.7. Quantitative real-time PCR
For quantification ofdsr genes copies, (bi)sulfite reductase gene was &tgeting

primers Dsrp2060f and Dsr4R (Geets et al., 2006).”I€opies of the standard sequences
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were used to obtain the calibration curves. Ammiien and detection of DNA were
performed using the Stratagene Mx3005P Real-TIm€R)Bystem and the Brilliant SYBR
Green QPCR Master Mix (Stratagene) following maaotufiger’s instructions. Reaction mixes
contained 1 pl of template DNA and O/ of each primer (25ul final volume). The
following thermocycling program was applied: 95% 10 min, 40 cycles of 20 s at 95°C, 20
s at 55°C, 30 s at 72°C. A melt-curve analysis was perforred36°C to 95°C to determine
if only one amplified product was generated durtu@ntitative realtime PCR (Q-PCR). It
was also verified by agarose gel visualisation. @ffieiencies were between 1.8 and 2.0, and

the correlation factors (r2) were not lower than 0.97 inealttions.

2.2.8. Clone library generation and phylogenetic analysis
Dsr cDNA library was constructed from NEREIS+BAL saeglfrom the six

replicates obtainedat 270 days. PCR products ositheeplicates samples were pooled and
were cloned using pCR2.1 Topo TA cloning kit (Inegen Inc.). The resulting clones were
selected and cloned inserts were amplified by PERguvector primers (M13f and M13R).
96 positive clones were selected for sequencingl{GRiotech SARL; Konstanz, Germany).
The DOTUR program (Schloss and Handelsman, 2005)used to determine Operational
taxonomic units (OTUs) defined as sequence groupghich sequences differed by 10% in
order to be conceptually consistent with the 97%ghold for grouping 16S rRNA gene
sequences (Loy et al., 2004). After translation inramacids,dsr sequences were aligned
using ClustalX v2 before drawing the design of phggloetic trees with Mega v4 (Tamura et
al., 2007). The tree was inferred using the Neighboridg method (Saitou and Nei, 1987).
Coverage of cDNA library was calculated using thaagion C X = 1 — (M /n), where N is

the number of unique sequences (singletons) arsdtimei total number of sequences (Good,
1953). For simulation of T-RFs lengths in the clogn&g mobile web page was used with

restrict function (Rice et al., 2000).

2.2.9. Statistical analysis
Permutational multivariate analysis of variance RREANOVA) tested significance

among the experimental factors (treatment and timith) T-RFLP datasets of total and active
sulfate-reducing microorganisms. PERMANOVA analysese performed in R with the
adonis function in the vegan package with the defsarameters. Relative abundance data

were used for microbial communities. Community conipmws of total and active sulfate
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reducers, which consisted adsrAB T-RFLP data were analyzed using non-metric
multidimensional scaling (NMS) implemented in theASS packages of R. For all NMS
ordinations, the Bray-Curtis distance measure wasd tsegenerate dissimilarity matrices.
Confidence ellipses based on standard deviatiorelicates at the 0.95 level for sample
treatments were included in ordinations to exantimevariability of sample positions within
each ordination. Mantel tests (5000 randomized ruresewecarried out to determine the
degree of correlation between distance matrixeermgéed from the rDNA- and rRNA-based
fingerprint data sets, hydrocarbons data and genewlabce. For this purpose, community
composition dissimilarity matrices were obtainedBnay-Curtis distance measure, whereas
others values parameters were transformed to dlasity matrices using Euclidian distance
measure. The tests were performed using Pearsamdsigirmoment correlation coefficient.
Gene abundances data were analysed by ANOVA, fotldweTukeyHSD post hoc test. If
necessary, data were transformed (square root) achr@ormality and homogeneity of

variance.

2.3. Results and discussion

We previously showed that alkanes biodegradatigherD-2 cm layer started between
180 and 270 days of contamination with similar hgdrbon removal rates irrespective of the
presence ofHediste diversicolar 16S rRNA gene based analysis demonstrated ditferen
bacterial community structures according to thes@mee ofN. diversicolor which was
explained by higher reworking activities due to firesence oN. diversicolor(Stauffert et
al.,, 2011a unpublished). We focus here on the bebhawd SRM communities after oil

addition in bioturbated mudflat sediments.

2.3.1. SRM Abundance
We first examined the effect of treatments on thenalance of SRM by estimating the

copy number ofisrB genes by quantitative PCR. THerB gene copy number increased in
BAL microcosm during the biodegradation period i.etween the days 180 and 2af€er oil
addition (Figure V-1). In the NEREIS+BAL microcosisrB gene copies number increased
from the day 180 day and it was maintained untildhg 270 indicating that the presence of
N. diversicolorfavoured an early development of SRM (increasedold at 180 days) by
probably providing favorable condition for SRM grilnwNevertheless, at 270 days the SRM
abundance in the NEREIS+BAL microbial communityresggnted only 25% of that observed

in the BAL microbial community.
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Figure V-1: Gene copy numbers per nanogram of DNA of dsrB gerngoth BAL (white) and
NEREIS+BAL (grey) in comparison with initial val(2days) during the time (90, 180 and 270 days).
Values are meants.d. (n=3). Stars show significdiffierence obtained by Tukey post hoc test of a
one-way ANOVA (p-value<0.05) compared to 2 dayseval

Several studies have demonstrated the negativectngpanacrofauna on both sulfate
reduction activity rates (Heilskov and Holmer, 20®gpaspyrou et al., 2010) and SRM
abundances in sediment upper layers (Mermillod-Blomd al., 2005; Nielsen et al., 2003).
These negative impacts were explained by the fettrhacrofauna burrowing and ventilation
increased oxidation and induced a progressive Bwitc carbon mineralisation through
aerobic respiration (Papaspyrou, 2010). Macrofaumaukdtion or inhibition of anaerobic
organic matter decomposition processes may deperideobalance between the stimulation
caused by an increased supply of electron acceptwtdabile organic material to anaerobic
layers, and the inhibition caused by more oxidizenddmns (Heilskov and Holmer, 2001).
The decrease of redox potential due to crude diitiah (Bonin et al., 1990) and the presence
of anoxic microniches into inhabited sediment (Bsriand Ziebis, 2010) may stimulate the
SRM growth. Because the number of cells does noessecily reflect cellular activity
(Réling, 2007) we cannot conclude that the diffetesitments had distinct sulfate-reduction
rates. The proportion of SRM in total bacterial comityincreased from 0.1% to 2% in both
treatments corresponding to the minimal estimatairSRM abundance which was estimated
between 2% and 10% in marine sediments (Kondo .t2804; Leloup et al., 2004;
Ravenschlag et al., 2000).
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2.3.2. SRM community structure

The SRM community structure was examined by T-RFmlysis in order to
determine if the impact of treatment on the SRMmalamce was also accompanied by a
modification of the SRM community structure. Compan of dsrAB T-RFLP fingerprints
showed different SRM community structures accordingthe incubation time and the

treatment.

This result was further supported by PERMANOVA asa of standardised T-RFLP
data considering T-RFs relative abundances whichwet a significant difference between
treatments (R= 0.25 and 0.23; p = 0.001) and between sampling t{ffes 0.11 and 0.15; p
= 0.001) for botldsrABgene and transcript analyses. It also indicatedtki®atargest source
of variance in SRM communities came from the treathitreatment* time interactions’R
0.37 and 0.39; p = 0.001). Thereby, at 270 days, therdifte in SRM abundance of BAL
and NEREIS+BAL was correlated with the differencbserved between both SRM

community structures (r = 0.73, p = 0.025), based on Mantel test

T-RFLP analysis considered 99 and 93 T-RFs or apettaxonomic units (OTUS)
for both gene (DNA) and transcripts (RNA) analysespectively when combining two
restriction enzymes. Most of RNA-OTUs (about 85%)reveot found in DNA profiles
indicating that metabolically active SRM structu(BNA analysis) were clearly distinct from
total community structure (DNA analysis) which wagported by PERMANOVA analysis
performed on presence/absence matrik F0.28; p = 0.001). Mantel test, evaluating the
congruence between the composition of total andveadractions, showed a significant
correlation (r = 0.37, p <0.001) indicating that th#edences observed between total SRM
community structures (DNA analysis) were correlavath those observed between active
SRM community structures (RNA analysis). Mantelttedso demonstrated a strong
correlation between both total and active commusiityictures at 180 and 270 days (r = 0.6,
p<0.05).

Comparison of both total (DNA analyses, Figure V-Z&id active (RNA analyses,
Figure V-2B) SRMcommunity structures was realized according to $iagppime by non-
metric multidimensional scaling (NMDS). Consideriing 95% confidence ellipsis that takes
into account the standard deviation of replicatesywere able to follow the SRM community

structure dynamics.
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Figure V-2: Non-metric multidimensional scaling analysis ofatraent effects on sulfate-reducing
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NEREIS (lozenge); NEREIS+BAL (triangle).

At the beginning of experiment (2 days) all treatisewere grouped together

indicating that SRM communities were similar in dh&erent microcosms. It is important to

notice that the same observation was made with DbIA and RNA analyses indicating that
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metabolically active SRM community structures weot altered during this period. From the
7" day, the different SRM communities were progredgigeparated testifying the impact of
the treatments. The more pronounced effect was widevith the NEREIS+BAL treatment
which SRM community structure was clearly separaad remained separated from the
other SRM communities until the end of experimergre V-2A). Noteworthy, similar
NMDS plots were obtained with both DNA and RNA asaly at 90 days where NEREIS
SRM communities were separated from the other SRNneunities showing clearly the
effect of the NEREIS treatment (Figure V-2A and B}2Interestingly, at 180 days the SRM
communities were grouped together in the DNA NMD& wvhereas they were completely
separated in the RNA NMDS plot indicating that altgh all treatments presented similar
SRM communities structures, their metabolically \actiractions were different. But at 270
days RNA analysis showed that only the NEREIS SRKkimunities was separated from the
other SRM communities, BAL and NEREIS+BAL being @o$n contrast, DNA analysis
showed specific communities for each treatmens likely that similar trends were observed
with both DNA and RNA analyses but RNA analysiswsimg earlier the treatment effect.
According to the presence Nf diversicolordifferent SRM communities were obtained after
oil addition. This observation was also supportedclugtering analysis showing that SRM
community structure in BAL treatment at the eneéxberiment and that observed at 2 days in
the same treatment had the lowest dissimilarity yB2artis index (30%) while the
NEREIS+BAL and NEREIS treatments showed respectii)% and 50% dissimilarity
Bray-Curtis index between the communities at 270 daysthithobserved at 2 days.

The involvement of SRM in hydrocarbon degradatioas hbeen established
(Rothermich et al., 2002; Suarez-Suarez et al., 20dd)tleir spatial distribution described
(Leloup et al., 2006; Zhang et al., 2008) in pollutegdi®mnments. It has been demonstrated
that the addition of a carbon source (lactate, nabrie, acetate, oil) induced modifications
in cultivable SRM community structure (Kleikemper &., 2002) but the few studies
conducted in chronically contaminated sites did oloterved changes in SRM community
structure after an oil addition (Taketani et al., 2010evertheless, structural community
changes were observed when specific sulfate regudmacterial groups such as
Desulfococcus-, Desulfonemaand Desulfosarcindike group and Desulfovibric-
Desulfomicrobiurrike group were analyzed (Miralles et al., 2007a). @ifterent behaviors
may be explained by the presence of well adaptell sdable bacterial communities in
chronically oil polluted sites. In our study, seditgewere characterized by the presence of

biogenic hydrocarbons with thus non-adapted mictob@nmunities for oil hydrocarbon
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degradation (Stauffert et al., (a) submitted) thatilted on specific SRM communities with

similar hydrocarbon degradation capacities when sulditt@il addition.

Comparison of BAL and NEREIS+BAL T-RFLP profiles thg the biodegradation
period (between 180 and 270 days) showed the presehOTUs common to all T-RFLP
profiles as for example OTUs with2 bp, 287 bp and 60b bp, but they were found with
different abundancg$igure V-3).
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Figure V-3: Distribution and abundance of OTUs from T-RFLP érgint of BAL and NEREIS+BAL
treatment during 180-270 days time. The heatmapeaight indicates the relative abundance of each
unique sequence type according to the scale. MusteaOTUs were indicated by arrow on the left
(180 days) and on the right (270 days) of heatrBa#d. (square); NEREIS+BAL (triangle).

Interestingly, fingerprint profilesclearly showed that DNA dominant OTUs were

distinct from RNA dominant OTUs indicating that theost active OTUs were not the most
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represented in DNA profileg.his observation highlighted the relevance of tretahnolically
active approach for the description of the micrbdimamics as previously reported (Kamke
et al., 2010; Rodriguez-Blanco et al., 2010). At 180sddne active OTUs in BAL were
different to that observed in NEREIS+BAL with orllyOTU shared (92 bp) among 13 and 8
OTUs for BAL and NEREIS+BAL respectively (Figure 3J-indicatingthat different SRM
dominated in both treatments before the beginnihdpiodegradation. At 270 days, both
communities appeared closer sharing 6 OTUs (92&phbp, 414 bp, 116b bp, 204b bp, 258b
bp) among 1ifor BAL and 13 OTUsSor NEREIS+BAL (Figure V-3).Comparison of T-
RFLP profiles between 180 and 270 days showed tttateaOTUs were distinct for each
treatment (2 common OTUs for BAL and 4 for NEREI#B, demonstrating that both
communities changed during this biodegradation peridevertheless, both treatments
exhibited dissimilar OTUs at 270 days such as Owitls 52 bp, 129b bp and 165 bp specific
for BAL and OTUs with 121 bp, 287 bp, 193b bp and 227b bp for NEREAS.

2.3.3. SRM composition of NEREIS+BAL community at Z0 days

In order to further characterize the SRM commusitiad identify the SRM inhabiting
the studied sediment, we constructedsaAB cDNA library from NEREIS+BAL sediment
because it presented the largest diversity. A wita@b sequences from NEREIS+BAlsrAB
cDNA library were analysed representing 69.3% cowerdgey were assigned into 39 OTUs

based on a 10% similarity cut off (Figure V-4).

Figure V-4: Phylogenetic tree based on the translateds(bunit) amino acid sequences of PCR-

amplified dsrAB cDNA from the NEREIS+BAL microcaan270 days. The tree was inferred using

the Neighbor-Joining method and evolutionary diseswere computed using the Poisson correction
method. There were a total of 195 positions infthal dataset. The scale bar corresponds to 0.05
substitutions per site. Percentages of 100 bogtstesamplings that supported the branching orders
in each analysis are shown above or near the releveodes. Bootstrap values are shown for

branches with more than 50% bootstrap support.tiCable strains database sequences are shown in
bold, with Genbank accession numbers in bracketprdgentative clones of OTUs are highlighted in

light grey and dominant OTUs in dark grey.
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They were affiliated to the sulfate-reducin@@acteria (SRB) families
Desulfobacteracead)esulfobulbacegeand to the deeply branchingrABgroup. Sequences
affiliated to the complete-oxidiser®esulfobacteraceaegfamily, were found dominant
representing 64% of sequences (22 OTUs). Memberghisf family were often found
abundant in marine sediments, probably due to tepacities to oxidize a large variety of
electron donors (Leloup et al., 2006; Purdy et al.,12@askin et al., 1996} urthermore,
almost all Desulfobacteraceaerelated-sequences were associated with sequentes
hydrocarbon degraders and with those of uncult@®@8 inhabiting petroleum-contaminated
sediments suggesting that SRB play a key role aindoarbons degradation in our sediment.
Desulfobacteraceasequences fell in six sub-clusters named DSR-I to VI (Eigb4).

Members related to DSR-I, -lIl and -IV sub-clusters eveelated to sequences of
uncultured SRM. Sequences of the DSR-Il group welated todsrAB sequences of
endosymbiontic sulfate-reducers and DSR-IV sequeneere found in petroleum-
contaminated sediments (Lloyd et al., 2010). DSRib-sluster, representing 8% of the
library, contained 8 OTUs mainly related to sequerafeBesulfococcus multivoranstrain
and 1 OTU related to sequenceldsulfosarcinagenus. Interestingly, straidesulfococcus
multivoranshas been demonstrated to reduce oxygen (Danneebalg 1992; Dilling and
Cypionka, 1990) and several related sequences heme tetected in sediment oxic zone
(Minz et al., 1999). OTUs from DSR-V and -VI sub-clustevere affiliated to sequences of
known hydrocarbonoclastic sulfate-reducing bactetiée to degrade alkanes, xylene and
other aromatic compounds. DSR-V sequences wereedeléd strain Desulfococcus
oleovorans Hxd3Aeckersberg et al., 1991) whilBSR-VI sequences were affiliated to strain
mXySand Desulfobacterium anilin(Harms et al., 1999)Harms et al., 1999) which couples
dissimilatory reduction of sulfate with the degraola of various aromatic hydrocarbons and
other organic substrates (Harms et al., 1999; Kniemeyer e0@8).2

The deeply-branching group, previously annotated &ffage Group IV (Dhillon et
al., 2003), was the second more abundant group iIINEREIS+BAL library representing
32% of sequences dispatched into 15 OTUs. Sequevees not directly related tdsrAB
sequences of known cultured SRM but they were blaséated to environmental sequences
found in diverse habitats such as estuarine sedilfiattr et al., 2005), estuarine mudflat
(Leloup et al., 2006), marine sediment (Lloyd et al1®0 petroleum-contaminated marine
sediments (Giloteaux et al., 2010; Zhang et al., 200&)othermal site (Dhillon et al., 2003)
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and phreatic limestone sinkholes. Little is knownulibis group, nevertheless its members
were mainly obtained from organic-rich environmeautsl this group could play an important
role in the hydrocarbons degradation (Jiang et ab9pR0Furthermore, the deeply-branching
group abundance was found insensitive to the phalysibemical changes along the sediment
depth (oxygen, sulfide, sulfate or methane conceotrsitisuggesting a versatile lifestyle,
which could be compatible with the presence of plohetes in the sediment.
Desulfobulbaceadamily, the incomplete-oxidizeysvas also represented but accounted for
1.3% of total sequences with only one OTU.

Some relevant T-RFLP OTUs detected specificallz& days could be related to
sequences found on the cDNA library (Table V-1).yitvere mainly associated to sequences
related to theDesulfobacteraceadamily but they could be affiliated to sequencesnir

different sub-clusters indicating that T-RF identificatmould not be confident.

Table V-1: T-RFLP OTUs affiliation to dsr clone library based Rsal and Tagl restriction enzymes.

OTU from T- Corresponding T-RF from

RELP profile  clone library (Rsal / Tag) Related clone Family group / cluster

287 bp 288/223b clone E11n DesulfobacteraceaeDSR-I
289/118b clone B7n DesulfobacteraceaeDSR-11I
289/ 274b clone D8n DesulfobacteraceaeDSR-V

414 bp 417/ 34b clone H4n DesulfobacteraceaeDSR-II
417/118b clone B2n DesulfobacteraceaeDSR-IV

227b bp 289 /223b clone E11n DesulfobacteraceaeDSR-I
570/ 230b clone H6nN deeply branching group

Among the five most dominant OTUs oisrAB cDNA library, four were related to the
Desulfobacteraceaéamily and one to the deeply-branching group (€a%t2). They were
related to sequences detected either in hydrocgsblhmted sediments or in rich-organic

compounds sediments associated with the rhizosphere.

This observation suggested that SRM may play aroitapt role on hydrocarbon
degradation in our microcosms. InterestinglsyrABsequences affiliated to SRM found in salt
marsh rhizospheres which have the capacity to paréhnitrogen fixation (Hines et al., 1989;
Rooney-Varga et al., 1997; Teal et al., 1979) suggestadSRM may also had a role in
dinitrogen fixation in our microcosms. Indeed thaitlogen fixation capacity of sulfate

reducers has been largely described (Nielsen e2@0]; Riederer-Henderson and Wilson,
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1970; Steppe and Paerl, 2005; Widdel, 1987). Furthern@orecent study demonstrated that
dinitrogen fixation by SRB was strongly associatethweworking activity and burrows of
Nereis californiensis(Bertics et al., 2010). Dinitrogen fixation was alsoserved in

petroleum-polluted environments (Musat et al., 2006; Taketaal., 2009).

Table V-2: Identification of phylogenetic groups of dominanT@® (> 5%) from dsr cDNA
NEREIS+BAkzqlibrary.

) OTU abundance ) ) .
Family group / cluster Clone name Closest match (% of identity) Isolation source
(% of total clones)

DesulfobacteraceabDSR-II clone H4n 10.7% clone PIMO1BO07 (97%) sattrsh sediment - rhizosphere
clone EBInt-7 (97%) petroleum contaminated masadiment
DesulfobacteraceabDSR-IIl  clone D1n 8% clone BHS-DSR7 (99%) pettoh-contaminated marine sediments
clone PIM01DO01 (98%) salt marsh sediment - rsjhere
DesulfobacteraceaeDSR-IV  clone F7n 6.7% clone SURF-GC205-dsr5 (B6%ulf of Mexico sediments
DesulfobacteraceatDSR-V  clone D8n 5.3% clone EBIint-45 (90%) pegroh contaminated marine sediment
deeply branching group clone G12n  6.7% clone PIMIRZ[®7%) salt marsh sediment - rhizosphere

2.4, Conclusion

In this study, we analyzed SRM community structunrel @omposition using the
dsrAB genes and transcripts. Our results showed thaSBM behavior and dynamic was
influenced by both oil pollution and bioturbationtiaity by N. diversicolorindicating that
SRM community may play a significant role in hydadoon degradation. Enhancing the
bioturbation activity by the addition ®f. diversicolorresulted in a distinct SRM community
structure composed by different OTUs. SevelslAB gene sequences were related to SRB
able of dinitrogen fixation suggesting that SRM malay not only a direct role in
hydrocarbon degradation but also an indirect rojeebriching sediments with nitrogen
especially whem. diversicolorwas present. Nevertheless, further studies areeillired to
fully understand the role of SRM communities in thieole degradation process taking into
account the structuring effect of reworking activity burrowing organisms on microbial

communities. Metagenomics approaches will be valuabledlyze in depth these processes.
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3. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION

L’étude présentée a permis de mettre en évidencdaguéponse de la communauté
sulfato-réductrice a la contamination pétrolieraetétatement modifiée au sein des sédimenst
bioturbés. Ainsi la dynamique, la diversité ainsi dlabondance des micro-organismes
sulfato-réducteurs (MSR) sont affectées dans ces sédiment

Les activités de bioturbation induisent de grandsaniements structuraux se
traduisant par une succession de communautés adufitemps et aboutissant a une
communauté spécifique a cet environneméms modifications observées au niveau
génomique ont pu étre corrélées aux variations deabondance relative du géenedsrB.
Une augmentation du nombre de ces génes a étévébseans les deux sédiments
contaminés, a 270 jours pour les sédiments faiblerheurbés et a 180 jours pour les
sédiments fortement bioturbés. Ainsi, dans le chagity par une analyse phylogénétique
basée sur le géne codant 'ARNr 16S, nous avonsiedajcontamination pétroliére favorise
la présence des MSR dans les deux types de sédiniamis ce chapitre-ci nous avons pu
confirmer cette augmentation par PCR quantitativedéerminer queles activités de
bioturbation accélerent leur émergence au sein dealcommunauté microbienne. La
création de micro-niches anoxiques, ou l'apport depms@s oxydés (sulfate) lié aux activités
de bioturbation accéléreraient donc ce processeel@ant, nous avons également constaté
gu’en fin d’expérimentation, les MSR étaient moimsnioreux dans les sédiments fortement
bioturbés comparé aux sédiments peu bioturbés. Raeguoenta long terme (270 jours), la
bioturbation aurait un effet négatif sur 'abondance des MSR dans les sédiment€e
phénomene témoignerait d'un passage progressif des processus aérobie de la
minéralisation du carbone dans ces sédiments ifuadionc une plus forte oxygénation des

sédiments contaminés enrichis en polychaetes.

Nous avons également recensés les MSR les plus actifsxadedaicommunauté dans
les microcosmes contaminés. Ainsinous avons décrit deux communautés
meétaboliguement distinctes avant (180 jours) et patant (270 jours) les processus de
biodégradation. Nous avons confirmé que la plupart des MSR issassddiments fortement
bioturbés appartiennent a la famille d@ssulfobacteracea&t que la majorité des MSR sont
affiliés a des séquences issues d'un environnenwmbniquement contaminé aux
hydrocarbures. Par conséquams résultats suggérent que cette communauté subfat

réductrice est dominée par des MSR hydrocarbonocl#ss, et de ce fait, que la sulfato-
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réduction serait un processus important dans la bi@médiation de ce type
d’environnement. De plus, parmi lePesulfobacteraceaecertaines MSR sont affiliées a la
soucheDesulfococcus multivoransne souche capable de respirer 'oxygene, aingi das
séquences issues de la zone oxique de certaimees@di Leur présence conforte les résultats
obtenus par PCR gquantitative, car elles peuveréioigner de I'apport d’oxygene lié aux
polychaetes au sein des sédiments et/ou (ii) saggdue les MSR présents dans ces
sédiments possédent des capacités d’adaptation a llexyge

Parmi les MSR majoritaires, certains ont montré affdiation a des seéquences
recueillies dans des sédiments associés a la pheos Cette information nous a paru
intéressante, car ce type d’environnement supporefarte activité sulfato-réductrice, mais
également de fixation de I'azote, ces deux procegsusant étre couplés. Ainsi, la présence
majoritaire de ces MSR pourrait indiquer une at#ivde fixation de I'azote couplée a la

sulfato-réduction au sein des sédiments contaminés eanpeedes polychaetes.
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CHAPITRE VI. Réponse et rbole des bactéries
nitrate-reductrices dans la degradation des
hydrocarbures pétroliers dans des sédiments
bioturbés

1. INTRODUCTION

Jusqu’a présent, la dégradation anaérobie desdanires a été démontrée sous trois
conditions : la dénitrification, la sulfato-réductiat la méthanogénese. Dans les deux
chapitres précédents nos études ont porté sur ie®-organismes sulfato-réducteurs et
méthanogenes. Ces micro-organismes sont retrouvéswao@ment dans la zone anoxique
des sédiments marins et ont longtemps été considEndéme des organismes anaérobies
stricts. Cependant, de plus en plus d’études reld¢emttolérance a I'oxygéne, voire leur
capacité a le respirer. Au contraire, les micro-orgraes dénitrifiants sont situés dans la zone
suboxique du sédiment, entre la zone oxique etiguex et présentent la particularité de
respirer les nitrites ainsi que I'oxygéne. En oupr&, comparaison a la sulfato-réduction et la
méthanogénese, la dénitrification est le métabolisem@érobie le plus favorable
énergéetiquement.

La particularité métabolique des micro-organismesitdants a suscité un grand
intérét et I'étude de leur diversité a été largeinsmreprise au sein de I'environnement. Ces
études ont essentiellement portées sur des siésemant des fluctuations de parametres
physico-chimiques (oxygéne, sulfures). Les bactériésitifiantes ont également été
préférentiellement utilisées comme modeles pour demles liées a la dégradation des
hydrocarbures. Elles ont la capacité de dégradercdegosés aliphatiques tels que les
alcanes ainsi que des composés aromatiques, notaneseBTEX (mono-aromatiques), et
les HAPs de 2 a 3 cycles. Jusqu’a présent la dégvadi#t molécules aromatiques de plus de
trois cycles n'a pas été démontrée.

Dans le chapitre Ill nous avons émis I'hypothesee dwxygénation intermittente
permettait la sélection de bactéries toléranteses phases anoxiques ou possédant un
métabolisme versatile leur conférent un avantags da type d’environnement. Nous avons
donc envisagé que les sédiments fortement biotur&sentaient une communauté

deénitrifiante totale spécifique a ces conditiongtliantes, comportant des micro-organismes
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deénitrifiants hydrocarbonoclastes propre a cet renmiement.Afin de préciser cela, nous
avons suivi la dynamique des bactéries dénitrifiaratu niveau génomique en ciblant le géne
nirS codant pour la Nitrite réductase. Cette étude aceétdplétée par la mise en place de
cultures d’enrichissement en présence de nitrat@ ebsence d’oxygene. Ces cultures ont été
réalisées sur des hydrocarbures aromatiques apueds moléculaires (chryséne, pyréne,

fluoranthéne) et sur un composé organo-soufré (dibenpbibne).

Ce chapitre a pour objectif de
- fournir des informations sur les processus stractur mis en ceuvre par la
communauté dénitrifiante lors d’une contamination auxdgarbures pétroliers,
- déterminer I'impact de la macrofaune sur cette commurtkuts ces sédiments,
- démontrer les capacités de dégradation de la corum@ménitrifiante présentes dans
les sédiments

- de caractériser les communautés dégradantes

Ces travaux sont présentés sous forme d'un amicleréparation pour soumission dans le
journalFEMS Microbiology Ecology
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Running title Denitrifying bacteria in oil-polluted bioturbated sedints

Cette étude est présentée sous forme d’article poumission dans le journaFEMS

Microbiology Ecologysous le titre :

ABSTRACT

The effect of oil on denitrifying microorganisms svanvestigated in oil-polluted
bioturbated sediments maintained close to enviroahe conditions in large scale
microcosms. T-RFLP and gene libraries analysestiagyeirS gene showed that denitrifying
microbial communities structure was not affectedhae by bioturbation activity oHediste
diversicolornor oil revealing the metabolic versatility of deifying microorganisms. From
oil-polluted sediments, distinct denitrifying hydewsbonoclastic bacterial consortia were
obtained by enrichment culture on high molecularighe PAHs (dibenzothiophene,
fluoranthene, pyrene and chrysene) under nitrateeied conditions. Interestingly, molecular
characterization of the consortia showed that tleitdfying communities obtained from
oiled microcosms containing. diversicolorwere different to that withoutl. diversicolog
especially with fluoranthene and chrysene revealing functional redundancy for the
degradation of these PAHs. Molecular and cultureeddpnt approaches revealed that
members of theGammaproteobacteriawere abundant in oil-polluted and bioturbated
sediment suggesting a key role of these microosgasiin hydrocarbon degradation in the

environment.
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2.1. Introduction

Oil pollution constitute a major environmental pehn, especially in marine
environments where it represent the most impomagénic pollutant (Spormann & Widdel,
2000). During an oil spill, sedimentation of crudd esults on the accumulation of
undegraded hydrocarbons, in sediments. With the ewcept the most superficial layer, the
bulk marine sediments contaminated by hydrocarlamesassumed to be anoxic (Canfietd
al., 1993).Anaerobic biodegradation of hydrocarbons by hydramaoblastic bacterigs an
important process in the environment (Holliger &#dder, 1996). lhas been reported under
sulfate- (Cravo-Laureaet al, 2005; Higashiokat al, 2009), nitrate- (Davidovat al, 2006;
Callaghanet al, 2009), iron (Fe(lll))- (Lovleyet al, 1993) and methanogenic conditions
(Anderson & Lovley, 2000; Jonest al, 2008). Among the different anaerobic processes,
hydrocarbon degradation coupled to sulfate-redocti® the most important and well
documented (Kniemeyaat al, 2003; Cravo-Laureaat al, 2005) because sulfate is found in
abundant proportion (Jgrgensen, 1982), whereasenttatcentrations are typically low and
Fe(lll) is often only sparsely available, especially heavily contaminated sediments
(Rothermichet al, 2002). Nevertheless, denitrification is considere@ma important process
in marine environments becausi&ate is the most favourable electron acceptoembixygen
is depleted with an energy yield close to that of oxy@anfieldet al, 2005)

Denitrification occurs within a few millimetres déptfrom the sediment/water
interface. Several studies using the nitrite reductase gem&sS (or nirkK) as functional
molecular markers have demonstrated the ubiquitydaversity of denitrifying bacteria in a
variety of habitats including soils (Wolsing & Pné, 2004; Throbéackt al, 2007), estuarine
sediments (Nogalest al, 2002; Santorcet al, 2006), marine sediments (Let al, 2003;
Falk et al, 2007) and seawater (Oakley al, 2007). NirS, considered as the key enzyme of
denitrification (Zumft, 1997), is responsible of thenversion of nitrite to nitric oxide (or
nitrous oxide), the crucial step in the reactionusege because it leads to gas formatin
variety of microorganisms, mainly facultative ana@®lbelonging to botiBacteria and
Archaea are able to perform denitrification (Zumft, 1997).wFstudies investigated the
impact of oil on denitrification; they highlightech anhibition of denitrification activity after
oil addition in pristine sediments (Boniet al, 1990) while they demonstrated that the
denitrification potential was not affected by pettoh input in chronically contaminated
sediments (Boniret al, 1994). These observations suggest that denitrifgoghmunity
response is dependent on the contamination his®uyprisingly little is known about
denitrifying microbial community structure in oil-poled environments.
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The presence and activity of burrowing macrofausiat(rbators) in sediments can
significantly affect microbial processes by altgriphysical-chemical properties of sediments
(Banta & Andersen, 2003). The effects of bioturbatmm the nitrogen cycle and more
particularly on denitrification have been extensivelkamined showing that bioturbators
affected positively denitrification in coastal seéints (Svenssoeat al, 2001; Gilbertet al,
2003; Laveroclet al, 2011 ). Numerous works have demonstrated an enhantcefmatrate
(Kristensenet al, 1991) and oxygen supply stimulating the nitrificatdenitrification
coupling (Laverocket al, 2011). Oxygen inhibits enzymes involved on demdaiion but
also stimulates sedimentary nitrification which usuplgvides the major source of nitrate for
denitrification (Herbert, 1999). Bioturbation can prate microbial activities (Kogure &
Wada, 2005; Satobt al, 2007) and modify microbial communities structu¢eaverocket
al.,, 2010) associated with different aerobic procesaed anaerobic organic matter
degradation (Berthe-Corti & Hopner, 2005; Grossial, 2006; Papaspyroat al, 2007) as
also demonstrated by 16S rRNA-based studies indegdbon, oil or pesticide-contaminated
sediments (Cungt al, 2007; Monardet al, 2008). To the best of our knowledge, only one
study revealed the concomitant effect of oil anoturibation (Gilbertet al, 1997). Authors
showed that the reworking activity of polychaetsduiced a burying of oil in deeper sediment
layers leading to a denitrification inhibition. Althgh various works have focused on the
influence of hydrocarbons on microbial communig#sictures in marine sediments, little is
known about processes underpinning microbial conitiegrorganisation in response to oil in
bioturbated sediments (Cungt al, 2007; Naslundet al, 2010) and even less when
considering denitrifying communities. In order tmyide new insights on the mechanisms
structuring microbial communities in response th we developed a microcosm approach
maintaining sediments as close as possible to@mwiental conditions including tidal cycles
(Stauffertet al, unpublished (a))Sediments were submittedd pollution, and the effect of
oil on microbial communities was examined with avithout enhancing bioturbation activity
by the addition oHediste diversicolarWe previously demonstrated that the presends. of
diversicolor resulted on a microbial community structure ddéferto that observed without
the addition oN. diversicolorbut with similar degradation capacities reveatimg functional
redundancy for oil degradation (Stauffedt al, unpublished (a)). The presence MNf
diversicolorinduced a Gamma-shift in bacterial community whics accompanied with an
increased diversity of sulfur-oxidisiri§acteriaand ammonia-oxidisingrchaeawhile active
methanogeniérchaeawere negatively affected (Stauffeet al, unpublished (b)). We report

here the dynamic of denitrifying communities folkedvby Terminal- Restriction Fragment
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Length Polymorphism (T-RFLP) analysis during th® 2iays of microcoms incubatiomhe
composition of denitrifying communities was detamed combiningnirS gene library
analyses and culture dependent approaches thakedllm obtairhydrocarbonoclastic nitrate-
reducing consortia able to degrade poly-aromatidrdgarbons (PAHs) with 2-, 3- and 4-

aromatic rings.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Microcosms set-up
A microcosm system miming the tidal cycles was getith marine sediments. Four

conditions were applied in triplicate (i) CTRL: d¢ow condition, (ii) BAL: oil addition, (iii)
NEREIS: addition ofHedistediversicolor and (iv) NEREIS+BAL, addition of oil and\.
diversicolor This system was previously described (Staufietrtal, unpublished (a)). Total
Petroleum Hydrocarbon (TPH) was followed by GC-Mf8l @oncentration was significantly
reduced irrespective of conditions after 90 daysofibation leading to a removal of 60% of
the initial TPH at the end of experiment (270 dayB)e macrofaunal activity was also
guantified indicating a great reworking activity presence of polychaetes, which was
enhanced by the addition of oil. The increase inrot@nthic population and its related
reworking activity clearly allowed a deeper buryiogTPH into the sediments (Stauffeet
al., unpublished (a)).

2.2.2. DNA extraction
Total DNA extractions for all samples were performéth the UltraClean Soil DNA

kit (MoBio Laboratories) as previously described(®fiert, et al, unpublished (a)). DNA

from sediment samples was extracted from 0.250 qayeplof microcosm, about 2 cm) of
frozen sediment. DNA from enrichment cultures wasaeted from 15ml of culture collected

by filtration.

2.2.3. PCR amplification
Amplification of nirS genes was performed with the primer pair nirS1F (5-

CCTAYTGGCCGCCRCART-3) and nirS6R (5-CGTTGAACTTRCCG@G)Y with a
touchdown program as previously described (Brake¢ral, 1998). 16S rRNA gene was
amplified using the specific primers 63F (5-CAGGGAICACATGCAAGTC-3) and
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1387R (5-GGGCGGWGTGTAACAAGGC-3) foBacteria (Marchesj et al, 1998) PCR
conditions were as follows: initial denaturatio®{€ for 3 min) followed by 35 cycles of
denaturation (94°C for 30 s), annealing (58°C for BGasd extension (72°C for 60 s) and a
terminal extension (72°C for 10 min). The reactionx 1fiO pL final volume) contained 50
mM buffer, 0.2 mM dNTP, 0.2M of each primer and 1.25 U of Taq polymerase (Oyme

FornirS gene amplification BSA 1x (New England Biolabs) was addedaction mix.

2.2.4. T-RFELP analysis
For T-RFLP analysis, forward primer nirS1F was lableteé the 5 end with the

phosphoramidite fluorochrome carboxyfluorescein N\BAPCR products were visualized by
agarose gel electrophoresis and purified with the PCR gatidgn kit (GE Healthcare).

Purified amplicons concentrations were determinedyélyvisualisation. Restriction
digests were performed in a total volume of 10qtaining between 50 and 100 ng of PCR
amplicons with 3 U of restriction enzyme. Haelll dtithfl (New Englands Biolabs) enzymes
were used for 16S bacterial amplicon digestiondBB7°C). Hhal and Taql (New Englands
Biolabs) were used for nirS amplicons digestion #BI37°C and 65°C respectively). 1 pl of
digested amplicons were mixed with 10 ul of deiediformamide (Applied Biosystems) and
0.25 ul of the GeneScan-500 size standard (35-500Apptied Biosystems). They were
denatured by heating at 95°C for 5 min before aealysn an ABI Prism 310 capillary
sequencer in GeneScan mode. Injection was perfoateatrokinetically at 15 kV for 30 s
and the runs at 15 kV were completed within 30 mkRFLP profiles were analyzed using
GENSCAN version 3.1 software (Applied Biosystems)teDsets were constructed by using
peak height thresholds of at least 30 fluorescemses. Then, raw data were normalized by
dividing each peak height by the total signal istgnof the corresponding profile. All the
statistical work with T-RFLP profiles was done withe Primer 6 software (Primer E,
Plymouth, UK). Similarities were calculated betweererg pair of samples as the Bray—
Curtis similarity coefficient (Bray & Curtis, 1957)sing the standardized T-RFLP profiles
and the similarityfunction in Primer 6.

2.2.6. Culture media and enrichment procedures
Synthetic culture medium for enrichments had théofidng composition, in gt:

KH,PQO,, 0.2; NH,CI, 0.3; NaCl, 24 ; MgGl6H,0, 4.46 ; KCI, 0.5 ; CaGRH,O, 0.15;
supplemented with N8.9H0 (0.3 g.1"), NaHCQ (1.5 g.I"), and V7 (Pfennig &Triiper,

241



CHAPITREVI : Réponse et role des bactéries nitrathictrices dans la dégradation des
hydrocarbures

1992), modified SL12 (Overmaret al, 1992) and selenite-tungstate sodium (Widdel & Bak,
1992) solutions at 1 mt'] after sterilisation. pH was adjusted to 7.3-7.5, &edniedium was
flushed with N/CO, mixture (90/10). Medium was inoculated with seditseinom BALy7oq4
and NEREIS+BAL7oq microcosm (10% (v/v)). Dibenzothiophene, fluorantenhrysene
and pyrene (99%) were purchased from Sigma Cherg8tal.ouis, MO). Hydrocarbon stock
solutions were performed with dichloromethane $o0fu(99%) for degradation assay. Solid
PAHs (100 mgd) were added as the sole source of carbon and\endigrobial consortia
were grown under nitrate-reducing conditions (10 #dNIO3) in a mineral salts medium and
were monitored for nitrate consumption. A total aven successive subcultures were

performed (about seven months).

2.2.7. Quantitative analysis of PAHs
Quantitative growth experiments on PAH (100 mg.bf dibenzothiophene,

fluoranthene, chrysene or pyrene) were carriedroserum bottles (50 ml) containing 27 ml
of synthetic medium. When two hydrocarbons were thix@ach was added at 50 riig.|
Medium was inoculated with 3 ml of subculture (10%)vand bottles were sealed with
Teflon-coated rubber stoppers (West Pharmaceutiealic®s) and aluminium crimp seals.
Abiotic controls, with autoclaved inoculum, were pregzain the same way. Cultures were
incubated during 30 days at 30°C, in the dark withehaking. Three replicates of each
condition were sacrificed in the beginning and in the endetkperiment.

2.2.8. Chemical analysis and PAHS extraction
Nitrate concentrations were measured colorimetyicdlCataldo et al, 1975).

Hydrocarbons were extracted with dichloromethanenfl0added with heptamethylnonane
(HMN; 3.43 mM) as internal standard. Extracts werelymeal with a GC 6850 Agilent
Technologies instrument gas chromatograph equippéd a HP-5 type capillary column
(30m x 32@um x 0,25um) and flame ionisation detector. Helium (1.7 ml.Miwas the carrier
gas. Injector temperature was 280°C, initial coluemperature was 60°C and increased at a
rate of 20°C.mitt until 180°C, then 5°C.mih until 310°C. Results obtained with abiotic

replicates were deduced from biotic replicates.
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2.2.9. Construction aiirS gene libraries
Freshly amplified PCR products were cloned into mpidspCR2.1-TOPO, according

to the instructions of the TOPO TA cloning kit (lmegen). The resulting clones were
selected according to the manufacturer's recomntenmda Cloned inserts were amplified by
PCR from selected clones by using vector primedsthase products with the expected sizes
were subsequently digested independently with ictisin endonucleases Hhal and Tagql
(New England BioLab). Digested products were sepdréty electrophoresis in 3% (w/v).
Clones exhibiting the same restriction fragmentequatfor both restriction enzymes were

grouped, and representatives from those groups were seglien

2.2.10. Sequencing and phylogenetic analysis
The presence of chimeric sequences was checkedMailllard and Pintail tools. The

DOTUR program (Schloss & Handelsman, 2005) was usedletermine Operational
Taxonomic Units (OTUs) defined as sequence gronpahich sequences differed by 5%
(948) for nirS sequences and 3% f&@6S rRNAsequences. Nir8orresponding amino acid
sequences were obtained by using the free FastP@Ras® version 3.8.82 wiww.
biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/fastpcr.htrAlignments were achieved by using ClustalX
v2 before drawing the design of phylogenetic treth Wiega v4 (Thompsort al, 1997,
Tamuraet al, 2007). The tree was inferred using the Neighbanidanethod (Saitou & Nei,
1987). For simulation of T-RFs lengths in the clon&& mobile web page was used with
restrict function (Riceet al, 2000). Coverage values were calculated for tharids (Good,
1953), as well as rarefaction curves and estimdtdseo diversity using the packages PAST
v.1.29 fittp://folk.uio.no/ohammer/pgst

2.3. Results and discussion

2.3.1. Dynamic of denitrifying bacteria basednr$ gene analyses
The dynamic of denitrifying communities in CTRL, BALNEREIS and

NEREIS+BAL microcosms was followed by T-RFLP an&ylsased omirS gene. T-RFLP
patterns showed less than 20% differences betweemral communities of the different

treatments. However, several T-RFs were restricieal tnicrocosm condition (Fig. VI-1) as
for example T-RF 245 bp for NEREIS, 480 bp for BAhda35 bp and 50 bp for
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NEREIS+BAL indicating a specific impact of treatnheWhen comparing the relative
abundances of dominant T-RFs presents in all trexatisn(67 bp, 109 bp, 231 bp, 346 bp, 387
bp and 432 bp) (Fig. VI-1), they were found in differegroportions according to the

treatments and detected all along the experiment.

(A) 2 days (B) 180 days (C) 270 days

0 20 40 B0 80 100 O 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100

CTRL

BAL

NEREIS

NEREIS+BAL

Figure VI-1: Relative abundance (%) of terminal restriction fnagnts (T-RFs) in nirS T-RFLP
patterns. The analysis is based on the averagdlgsofn=3) at 2 days, 180 days and 270 days of
incubation from CTRL; BAL, NEREIS and NEREIS+BAtragosms.

These observations suggested that denitrifying conities were slightly affected by
hydrocarbons pollution and bioturbation althougbuacession of minors T-RFs was observed
in all incubation conditions along the experimemnediments performed in the present study
(oil and H. diversicolor addition) are known to provoke physical-chemichhrmges on
sediment characteristics. For example, a previoudyssihowed that benthic macrofauna
activities, which include mechanical mixing and agduction of oxygen into sediments by
burrow ventilation, modified the repartition of elewiracceptors and nutrients availability
(Banta & Andersen, 2003). It was also demonstrated ¢l decreased redox potential
resulting in anoxic conditions more favorable farlfate-reducers microorganisms with
increasing sulfide production (Boniet al, 1990). Although multiple environmental
parameters such as,NO;’, NO, and S (Castro-Gonzaleet al, 2005; Danget al, 2009;
Jayakumatret al, 2009) influence the growth of denitrifying micrganisms, their influence
on denitrifying communities has not been alreadgeobed (Brakeret al, 2001). The
versatility of denitrifying microorganisms may explanetfact that they were slightly affected
by the different treatments in our study. Indeedent studies demonstrated the capacity of
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denitrification in presence of oxygen (Bateman &Bs, 2005; Hayatsat al, 2008; Racet

al., 2008; Gacet al, 2010), few strains able to degrade hydrocarbomgyusiygen as well as
nitrate as electron acceptors were isolated (Shireddal, 2004), and more recently, the
production of oxygen from nitric oxide molecules,idiging methane, was demonstrated
(Ettwig et al, 2010; Wu et al.,, 2011). The metabolic flexibility of denitrifying
microorganisms impedes to clearly establish theetation between structure, abundance and

function of denitrifying bacteria in the environment.

2.3.2. Composition of oil-polluted denitrifying commungie
In order to characterize the composition of oil-ptat denitrifying communitiesnirS

gene libraries were constructed from BAL and NEREHAL microcosms at 270 days. From
the twonirS gene libraries, 234 clones were dispatched withilN6& OTUs considering
95% sequence similarity (Santoeb al, 2006). Similar coverages were obtained for both
libraries (82.5% and 81.3% for BAL and NEREIS+BAL librarrespectively).

In agreement with T-RFLP analyses, libraries from LBAnd NEREIS+BAL
treatments revealed similar diversity indexes: sggedchness (40 and 42 OTUSs respectively),
Simpson index (0.915 and 0.918) and Shannon inde483afhd 3.110). Among the 64 NirS
OTUs, 18 OTUs were detected in both libraries représg the majority of sequences
(71.4%; Figure VI-2). Several OTUs were found spealfy in a condition 22 OTUs and 24
OTUs were specific for BAL and NEREIS+BAL treatmgntespectively. Although they
represented minor abundant sequences (14.5% BAL dnitPol NEREIS+BAL), they
supported that both treatments exhibited distinct strestu

Phylogenetic analysis showed seven majors clu@tagare VI-2). All clusters contain
NirS sequences from BAL and NEREIS+BAL libraries,cept cluster VI that contains
exclusively two OTUs from NEREIS+BAL library. NirS geences were predominantly
affiliated within cluster | (71.42% and 77.3% of tas@quences for BAL and NEREIS+BAL
libraries respectively) and occasionally within othdusters (from Il to VII).
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Figure VI-2: Affiliation of NirS deduced amino acid sequencasnfrPCR amplified nirS gene
fragments. Phylogenetic tree was constructed with Nleighbor-joining method. Bootstrap values
(>50%) for 1,000 replicates are shown at the brapdints. Database sequences are shown in bold,
with Genbank accession numbers in brackets. Wiiitdes indicate sequences found only in BAL
library and black stars indicate sequences founly anNEREIS+BAL library. Roman numbers refer
to clusters discussed in the text.
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Sequences found in cluster 1, II, lllb and VII wemet related with isolated nitrite
reducer species, they were affiliated to sequerma&sdf in marine or estuarine environments
(Brakeret al., 2000; Falket al., 2007; Danget al., 2009). The other NirS sequences were
closely related to sequences belongind\lighaproteobacterigParacoccussp., Roseobacter
denitrificans in cluster VI), Betaproteobacteria(Azoarcus tolulycusn cluster llla and
Thiobacillus denitrificansand Ralstonia eutrophan cluster V) andGammaproteobacteria
(Marinobacter hydrocarbonoclastic@dBeggiaotasp in cluster 1V).

Dominant OTUs (> 5%) were detected in differentgandion in both libraries (figure
VI-2, pie chart). They were not related to isolatkhitrifying bacteria (figure VI-2, clusters
la, Ill and VII), their affiliation indicatesthat these phylotypes are widespread in
environment. Within silico restriction (Hhal enzyme) analysis, nucleic aciussnces were
related to 12 T-RFs (= 5 pb) detected by T-RFLPoilrcontaminated microcosms at 270
days. Interestingly, the 6 dominant T-RFs foundl'tRFLP patterns in all treatments were
detected in the libraries. T-RF 346 bp was relatesequences of cluster la and T-RF 432 bp
to a sequence from cluster lllb while T-RFs 67 W9 bp, 231 bp and 387 bp were related to
sequences from several clusters. These observaimmws the relevance to combine T-RFLP
and gene library analyses as well as the necessitgbtain denitrifying isolates with

hydrocarbon degradation capacities for a better iderttdica

2.3.3. Characterisation of nitrate-reducing consortia
Several serial dilutions of nitrate-reducing enmgmnts resulted in sediment-free

consortia, obtained from BAL and NEREIS+BAL micrososediments after 270 days of
incubation. High molecular weight PAH (dibenzothiepk, an organosulfur compound,;
fluoranthene, three-ring PAH; pyrene and chryseoar-fing PAHS) were added as sole
carbon source. These consortia were assayed foodamthons and nitrate transformation in
liquid cultures. After 30 days, about 10 % (0.3 mg)P#Hs were removed, exception of
dibenzothiophene by NEREIS+BAL consortium that sedwonly 4.9+3.7 % depletion.
Nitrate removal was observed for all consortia (Table VI-1

In order to characterize the overall compositionbafcterial communities in the

different nitrate-reducing consortia, 16S rRNA liiea were constructed (Figure VI-3). The
coverages ranged from 95.1% and 100% (Table VI-1)stMamplified communities were
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obtained on chrysene and fluoranthene from BAL [dB€REIS+BAL microcosm respectively

as indicated by their low number of OTUs and charactebyedtie lowest diversity index.

Table VI-1: Characteristics of 16S rRNA libraries from enrichmhecultures on fluoranthene,
dibenzothiophene (DBT), pyrene and chrysene. Hydboms removal and nitrate consumption after
30 days of incubation (relative to the beginninghaf experiment).

BAL NEREIS+BAL

Fluoranthene DBT Pyrene Chrysene Fluoranthene DBT Pyrene Chrysene
Phylotypes 7 9 8 6 3 8 6 13
Number of clones 88 71 80 75 75 75 69 81
Shann on index 1.179 2.038 1.085 0.791 0.379 1.178 0.962 2.147
Simpson index 0.565 0.855 0.473 0.364 0.193 0.528 0.476 0.856
Coverage (%) 97.7 100 97.5 98.7 98.7 97.3 97.1 95.1
Hydrocarbon removal (%) 13.4+4.7 71+28 13+55 nd 13+3.9 49+37 10.2+5.5 10.1+5.3
Nitrate consumption (%) 249+119 23.9+17.2 18.4+12.2 nd 31.1+8.1 23.4+11.4 338+16.3 39.9+116

A total of 29 different OTUs were found in consartibraries (ranging from 3 to 13
OTUs per library). Gammaproteobacteriavere found most abundant (15 OTUs) with
sequences related toMarinobacter genus the most abundantBacteroidetes,
Alphaproteobacteria and Epsilonproteobacteriawere represented by 5, 5 and 4 OTUs
respectively (Figure VI-3). Most sequences werdiatid (threshold of 97% homology,
Figure VI-3) to microorganisms known to perfornraié and/or nitrite reduction, but none of
them were known to degrade hydrocarbons underteiteslucing condition. Thus, we
selected bacteria for which anaerobic PAHs degradatioméxer been demonstrated.

Hierarchical clustering based on presence and abse@EUs revealed that the
sediment origin (BAL or NEREIS+BAL sediment) selecteded#nt bacterial phylotypes
(Figure VI-3). Both consortia isolated on fluorantheneyied a distinct cluster sharing only
2 OTUs (40% of similarity). On pyrene and chrysene, conssintiaved four distinct profiles

and both consortia isolated on dibenzothiophene showegteéhéest similarity (about 80%).
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Phylum e % identity
™" CHR PYR* CHR* PYR DBT DBT* FLU FLU*

P1 P Garnraprotecbacteria  Dechloromarinus chlorophilus  (AF170359) 93
P2 P2 Alphaprotecbacteria alpha protecbacterium TH1  (AJ133762) g9
P3 Pz O Gammaproteobacteria  Dechloromarinus chlorophilus  (AF170359) g3
P4 P4 o Garnmaprotecbacteria Marinobacter pelagius (DG453521) 97
P5 PS Alphaprotecbacteria Thioclava sp. GT-5 (GL355283) 99
L] PE Gammaproteohactaria  Marinobacter sp. H184B84  (FJ74E584) a7
P7 P7 % Gammaproteobacteria Marinicella litoralis  [ABS00095) 94
P8 P8 Garnmaprotecbacteria Marinobacter bryozoorum  (EU441002) 99
P8 Pa Bacteroidetes Bacteroidetes bacterium G13a-B  (FN3575996) 91
P10 | P10 Epsilonprateabacteria epsilon protechacterium 49hY 95
P11 P11 Bacteroidetes Bacteroidetes bacterium 4F6B  [ABB23230) a7
P12 P12 % Gammaproteohacteria Marinobacter sp. 2sq31  (AJ429499) 9a
P13 P13 O Bacteroidetes Bacteroidetes bacterium G13a-B  (FN397556) 98
P14 P14 Epsilonprotecbacteria epsilon proteobacterium 49y 95
P15 P15 Q Alphaprotechactaria alpha protecbacteriom STF-O7  (EUSS4271) 95
P16 P18 O Gammaproteobacteria  Marinobacter sp. SeaH-Asbw  (FJB07356) o5
P17 P17 Epsilonprotecbacteria Sulfurovum lithatrophicur  (NR_024802) 95
P18 F P18 Gammaproteobacteria Thiobacillus prosperus  (EUBS3291) a0
P19 H P13 Epsilonproteobacteria Sulfurovurn lithotrophicur  (NR_024802) 96
P20 P20 9 Bacteroidetes Bacteroidetes bacterium G13a-B  (FN357996) 83
P2 P21 Alphaprateabacteria Oceanicola pacificus  (DOB5S9449) 95
P22 i P22 % Alphaprotecbacteria bacterium K2-53B  (AY¥345413) 95
P23 P23 Gammaproteobacteria Marinobacter sgualenivarans 93
P24 P24 g Bacteroidetes Bacteroidetes bacterium G13a-B  (FM3IS799E) a3
P25 P25 Garnmaprotecbacteria Marinicella litoralis  (ABS00095) 94
P26 P26 Garnmaproteobacteria Marinobacter bryozoorum  (EU441002) 95
P27 P27 % Gammaproteobacteria Marinobacter sp. Z51-23  (FJ839658) 94
P23 P23 W Gammaproteobacteria  Thioalkalispira microaerophila (MR_025233) 05
P29 | P28 O Gammaproteohacteria  Sedimenticala selenatireducens  (AF432145) g5

Figure VI-3: Phylogenetic composition and similarity of BAL (grend NEREIS+BAL consortia
(black). NEREIS+BAL consortia are indicated by (fhe different OTUs are noticed P1 up to P29.

(O) indicate sequences found only in BAL library afi) indicate sequences found only in
NEREIS+BAL library. DBT= dibenzothiophene; FLU=dkanthene; CHR= chrysene; PYR= pyrene.

These observations are in accordance with thetsebaked on 16S cDNA libraries
performed on the same samples showing hydrocarkasimcfunctional redundancy between
BAL and NEREIS+BAL communities (Staufferet al, unpublished (a)). Nevertheless,
several OTUs were shared between the differentacbasas for example OTUs P1 and P2
(Figure VI-3) related toDechloromarinus chlorophilug98% identity), a per-chlorate
reducing bacteria andliphaproteobacterium TH({99% identity) (Coateset al, 1999). OTUs
P5 and P9 (Figure VI-3) related Tdhioclavasp. GT-5 (99% identity) and Bacteroidetes
(91% identity) were specifically found respectivety fluoranthene and chrysene consortia
irrespective of their origin (BAL or NEREIS+BAL)nterestingly,Thioclavais known to be a
strictly aerobic bacterium. We hypothesize that $train represented by OTU P5 is not
strictly aerobic but is probably able to perform anaerobspiration explaining its presence in
anaerobic enrichment culture. In addition, the fdettOTU P5 was observed only in

fluoranthene consortia suggests that it may hagegémetic potential involved on the initial
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steps for anaerobic fluoranthene degradation. Sigpil®TU P9 may have the genetic
potential involved on the initial steps for anaecathrysene degradation since it was detected
only in the chrysene consortia.

Among the 29 OTUs, 9 were found specific to BAL aais. They were related to
Alpha, Gamma; EpsilonproteobacteriandBacteroidetes9 OTUs were also found specific
to NEREIS+BAL consortia. Interestingly 7 on 9 OTUsre related téGammaproteobacteria
(Figure VI-3), among them 3 were relatedMarinobacter genus (between 94% and 98%
identity). These results are in accordance with tharfima-shift” observed previously in the
same samples of microcosm at 270 days in presenée dfversicolor (Stauffert et al,
unpublished (a)).

When comparing 16S rRNA gene sequences from eneohrcultures with that of
cDNA libraries obtained previously from the samealisents, the OTU P6 related to
Marinobactersp. H184B84 (97% identity)was closely related witlo tvequences detected in
cDNA NEREIS+BAL library. This OTU was found in enhiment culture on fluoranthene
and dibenzothiophene obtained from NEREIS+BAL sexdiitn and dibenzothiophene and
pyrene obtained from BAL sediment. This result isaiccordance with previous results
suggesting that bacteria related M@arinobacter genus may play an important role in oil-
polluted microcosmsMarinobacteris well represented among the large number ofnstra
isolated from marine environments for their abilityuse alkanes as sole carbon and energy
sources (for review see (Duran, 2010)). It was atsmd in enrichment culture on PAHs and
its capacity to degrade PAHs was also demonst{&eid et al,, 2006; Vilaet al, 2010). To
date, the ability ofMarinobacter strains to degrade hydrocarbons was only demdedtra
under aerobic and microaerophilic conditions (BafiBertrand, 2000) and to the best of our
knowledge PAHs degradation by these strains under nrgdtesing condition has never been

described.

2.3.4. Characterisation of denitrifying community n consortia

The denitrifying communities of the eight consonvare characterized by T-RFLP
based omirS gene (Figure VI-4). As previously described withSIERNA gene libraries,
denitrifying communities from both fluoranthene iehment cultures (BAL and
NEREIS+BAL) formed a cluster but with higher sinitg (about 80%) indicating that most
denitrifying bacteria were present in both consorfin important discrepancy between 16S
rRNA gene library anairS based T-RFLP was observed for dibenzothiopheniehenent
cultures (80% similarity between BAL and NEREIS+Baith 16S rRNA based analysis
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less than 10 % similarity witmirS based analysis). Although, enrichment cultures were
performed under nitrate-reducing conditions impdyithe presence of nitrate-reducers,

microorganims withounirS gene were also detected.
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Figure VI-4: Comparison of denitrifying communities in enrichinenltures by clustering analysis
based on nirS T-RFLP datai}j BAL enrichments, ¥) NEREIS+BAL enrichments. DBT=
dibenzothiophene; FLU= fluoranthene; CHR= chryseR&,R= pyrene.

Comparison ofirS based T-RFLP profiles from microcosm sediments (8@0s)
with nirS based T-RFLP profiles from enrichment cultureshewn Figure VI-5. Among the
26 T-RFs obtained from enrichment cultures, 12 vgbi@ed with T-RFLP sediment profiles.
Among them, 3 T-RFs were exclusively found in fludhene enrichment (44 bp, 273 bp and
338 bp), 2 T-RFs on chrysene enrichment (134 bp 28&%1 bp) and 1 T-RF on pyrene
enrichment (108 bp), while in microcosm sedimeney/tivere found in all treatments after
270 days. Interestingly, 3 dominant T-RFs detectedllisediment microcosms (67 bp, 108
bp and 385 bp) were common with enrichment cultultesould explain their persistence at
high abundance in microcosms and it could sugdest involvement in anaerobic PAH

degradation.
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Fluoranthene Chrysene
44 bp (44) Pyrene NEREISTBAL
273 bp (274) NEREIS+BAL i)
BAL
338 bp (337) 108 bp (109) 238 bp (236)

CONSORTIA
26 T-RFs

SEDIMENTS! 13
29 T-RFs

LIBRARIES
18 T-RFs

Figure VI-5: Venn diagram from T-RFLP (sediments and consoréiayl in silico restriction
(libraries) of nirS fragments.

To the best of our knowledge, this is the first mepavestigating denitrifying
community structure during oil degradation in brbated marine sediment. Obviously the
dominant denitrifying populations were not impactadthe presence of neither oil ndr
diversicolor Nevertheless, a succession of low abundant popotatvas observed along the
experiment in all incubation conditions. By combopimolecular tools and culture-dependant
methods we corroborated functional redundancy aachr@a-shift caused I diversicolor
previously observed by 16S rRNA gene analyses fféthuet al, unpublished (a)). We have
obtained, for the first time, nitrate-reducing cotisoable to degrade high molecular weight
PAHs. The selection of microorganisms was governethb origin of sediment and by the
carbon source resulting in the isolation of différenicrobial consortia with the capacity to
degrade diverse high molecular weight PAHs. Theiaratterization by metagnenomic
approaches will allow their in depth comparison vimlong useful information on
microorganisms involved on anaerobic degradation P#&Hs under nitrate reducing

conditions.
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3. PRINCIPAUX RESULTATS ET DISCUSSION

Dans un premier temps, I'étude de la structure deolmmunauté dénitrifiante a
montré une réponse particuliere de ces micro-orgeessvis-a-vis des différents traitements
appligués. Ainsiles membres majoritaires de la communauté initialese maintiennent
dans le temps face aux perturbationset en paralléle, il se produit une succession des
membres minoritaires qui maintiennent la diversité dwba la communauté. Par conséquent
ces membres majoritares ne semble pas ou trésffemiea par une perturbation biotique
(polychaetes) ou abiotique (pétrole). Bien quiltstifficile de corréler la présence du gene
nirS avec une activité de dénitrification, ces résulgiggéreraient un maintient de cette
activité au sein du sédiment suite & chaque traiten@zpendant étant donné la versatilité du
meétabolisme de ces micro-organismes et le fait gite @nalyse ait été réalisée au niveau
génomique, il est difficile de déterminer si les nbe@s majoritaires de cette communauté (i)
sont réellement actifs et (ii) respirent les nitratesgarssdans les sédiments.

La présence spécifique de certaines OTUs minagadn fonction des traitements, a
également démontré une réponse propre a chaquerhaion. De la méme maniere, la
comparaison phylogénétique des communautés démtes issues des traitements
contaminés en fin d’incubation, a montré daeprésence des polychaetes modifiait la

composition de la communauté dénitrifiante

Dans un deuxieme temps nous avons sélectionné alamunautés deénitrifiantes
hydrocarbonoclastes a partir des sédiments conésnfiiblement bioturbés et bio-augmentés
en organismes fouisseurs. Nous avons déterminéeguaaktéries dénitrifiantes présentes au
sein des consortiums étaient des membres repréterda la communauté dénitrifiante
retrouvées au sein du sédiment. La capacité de driadétion de ces communautés
simplifiées a été évaluée. Ainsipus avons démontré, pour la premiére fois, la capéé de
communautés microbiennes a utiliser des HAPs de hagoids moléculaires (3 et 4
cycles) comme source de carbone et d’énergie coupla la réduction des nitrates en
condition anoxique Deux autres consortiums obtenus sur dotriacor(@oane a 32 atomes
de carbone), non intégrés dans cette étude, ontnégialenontré leur capacité a dégrader cet
alcane de haut poids moléculaire (Annexe 1). Biea lgucomposition des communautés
issues des deux types de sédiments differe, ces goautés ont montré des capacités de

dégradation similaires. Ainsi, I€&@amma-protéobactériamnt été largement détectées dans les
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communautés simplifices des sédiments bio-augmeiiés. conséquent, ces résultats
supportent non seulement I'hypothése de redonddooetionnelle des activités de
biodégradation, mais également le « Gamma shift » égatprgs le chapitre I11.

Enfin, nous avons comparé les données phylogénétinasées sur le gene codant
'ARNr 16S obtenues dans cette étude a celles ssdas sédiments (chapitre Ill). Une forte
similarité a été obtenue pour une OTU affiliée anrgdarinobacterau sein des sédiments
NEREIS+BAL. Ce genre a également été retrouvé ete fabondance au sein des
communautés deénitrifiantes, suggérant lgugenreMarinobacter interviendrait largement

dans les processus de biodégradation au sein de moisrocosmes
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En milieu marin, les micro-organismes sont les poeucx intervenants dans la
dégradation des hydrocarbures pétroliers jouantalm essentiel dans le devenir de ces
composés lors de marées noires. L'aptitude d’attéruaaturelle d’'un écosystéme dépend
de la capacité et de I'efficacité de dégradatiamméero-organismes lors d’une contamination
pétroliere. Certains facteurs environnementaux giglees comme la bioturbation modifient
ces activités. Les organismes fouisseurs resporssatide cette activité réorganisent
physiquement et chimiquement leur environnemerdntréinsi des micro-habitats qui vont
contréler I'activité, I'abondance et la structure des camautés microbiennes. Leur rble dans
le devenir de certains xénobiotiques dans l'envieznent a également été largement
déemontré (e.g. pesticides, hydrocarbures) (Christensan 2002 ; Monard et al., 2010).

Afin de mieux comprendre les processus de bio-rétatlin des écosystemes, il
s'avére nécessaire de comprendre également lesgsie interférant dans la réponse des
communautés microbiennes. Ainsi, les organismesdeurs ont été choisis comme modéle
pour leur activité de bioturbation. Nous avons vagdwoir dans quelle mesure les processus
d’atténuation naturelle des hydrocarbures pétmlipouvaient étre modifiés dans des
sédiments présentant une forte activité de bioturbation.

Ces travaux ont été axés autour d’'une experimentan microcosmes sur une durée
de 270 jours (9 mois). Afin de se rapprocher au pleis conditions environnementales, le
dispositif utilisé intégre les cycles de marée. ttagaux menés ont été centrés sur le suivi de
la diversité microbienne de sédiments marins soumise pollution pétroliére au sein de
sédiments bio-augmentés en organismes fouisseurs &lamns porté un intérét particulier
aux micro-organismes anaérobies impliqués dansylelss biogéochimiques du carbone, de
'azote et du soufre et qui représentent une fractbiologique importante dans le
fonctionnement des écosystemes marins. Nous nousieeragalement efforcés de prendre
en compte les fractions totale et métaboliquemetineades communautés microbiennes en
combinant les analyses au niveau génomique et ciiminel de ces communautés.

L’ensemble de ces travaux a fait appel a des ouatiisgramment utilisés en écologie
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moléculaire combinés a des techniques de microh®ldgssique qui ont permis de décrire
la biodiversité taxonomique et fonctionnelle des commidésamicrobiennes.

1. SYNTHESE DES RESULTATS / CONNAISSANCES ACQUISES

1.1. Réponse des communautés microbiennes soumigesie contamination pétroliére

Dans un premier temps nous avons mis en évidengmtentiel hydrocarbonoclaste
présent dans les sédiments marins étudiés en rogras (chapitre Ill). Bien que la
biodégradation ait été détectée tardivement (eh8@ et 270 jours), environ 60% des
hydrocarbures pétroliers totaux ont été déegradéboat de 270 jours. L'expression de la
fonction de dégradation des hydrocarbures de lanaomauté microbienne a donc nécessité
une phase de re-structuration importante de la aomanté, les plus grandes modifications
étant observées a partir de 180 jours. Il semble@iic, que la communauté étudiée ne
présentait pas de pré-disposition particuliere Biddégradation des hydrocarbures pétroliers,
ainsi, les hydrocarbures apportés ne constituaiaatume source de carbone préférentielle
pour la communauté.

Nous avons ensuite entrepris I'étude de la dynaenigjude la diversité de différentes
commuanutés microbiennes et avons pu corréler éssltats avec certains faits de la
littérature. Ainsi, la réponse des communautés mieroies provenant de la vase de I'Aber-
Benoit observée correspond aux schémas théorigégs élablis. Nous pouvons citer
notamment la dominance deéamma-proteobactériefors de la contamination ou encore
I'enrichissement enAlpha-proteobactérieslors de la diminution des hydrocarbures
aliphatiques a la fin de I'expérimentation (Roélieigal., 2002). L'augmentation de la taille de
la communauté sulfato-réductrice ainsi que I'abondatlesEuryarchaeotasont également
cohérentes avec plusieurs études réalisées enunaitietaminé (Rothermich et al., 2002;
Miralles et al., 2010).

Connaissances acquises sur la diversité et la dgoandes micro-organsimes en milieu
conntaminé
La dynamique des commuanutés microbiennes a dikeétal niveau taxonomique (16S

Bacteriaet Archaeg et fonctionnel dsrAB, nirS, mcréet alkB). Jusqu’a présent, la majorité
des études visant a étudier I'impact d'une contation pétroliere sur les communautés

microbiennes se sont essentiellement basées swaly&® du gene codant I'ARNr 16S
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Bacteria Les travaux de recherche présentés apportent uheelies connaissances sur la
dynamique des archées, des micro-organismes sulfitotetirs, dénitrifiants et
méthanogenes dans le cadre d’une contamination pétrolie

La comparaison des archées et des bactéries aémmtgrandes divergence entre ces
deux domainedNous avons mis en évidence un phénomene assimildeala résilience de
la communauté archéenne et au contraire une succeni écologique des communautés
bactériennes La caractérisation phylogénétique de la communautthéenne nous a
eégalement permis de suggéuerrbéle secondaire des archées du groupe des MCGrdala
dégradation des hydrocarbures

L’étude des micro-organismes sulfato-réducteurs eméthanogénes a montré une
forte similarité dans la dynamique de ces deux grqaes métaboliquesNous pouvons donc
suggérér une « relation », un lien métabolique g¢e tyyntrophie entre ces deux groupes.
Enfin, nous avons déterminé ques membres majoritaires de la communauté

dénitrifiante étaient peu affectés par la contamintion pétroliere.

1.2. Impact de la bioturbation sur cette réponse

- Dégradation des hydrocarbures

Bien que la diversité microbienne soit modifiée areau taxonomique et fonctionnel par
les polychaetes, les analyses réalisées ont dénmudrka biodégradation n’était pas affectée.
Les communautés microbiennes issues des deux typkssédiment présentent donc une
redondance fonctionnelle de la fonction de biodégdation des hydrocarbures. Cette
particularité pourrait étre liée a la forte quantite matiere organique présente typiquement
dans les sédiments marins de type vasiere. Ainshyldsocarbures pétroliers ne seraient pas
la source de carbone préférentielle des communautéshtones du sédiment. Nous pouvons
également évoquer un effet négatif de la macrofasoe la bio-disponibilité des
hydrocarbures dans les sédiments (chapitre IlI).
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- Réponse globale de la communauté microbienne

La dynamique des deux communautés microbienndg aoénparée dans les deux
sédiments contaminés afin de déterminer I'impactad®ioturbation sur les processus de
structuration des communautés microbiennes liéscarigamination pétroliere. Ces résultats
nous ont permis d'établir un schéma global résunlast événements structurant les
communautés microbiennes apres une contamination pétr¢iigure VII-1).

Nous avons démontré que suite a la contaminatidmolgée, la communauté
microbienne présentait une période de résistaneeaamunautés anaérobies totales dans les
premiers temps de la contamination. Cette périodeégalement caractérisée par des
modifications de I'activité métabolique de certamiro-organismes qui ont pu étre mis en

évidence lors de I'analyse des communautés métaboliqueacterds.

Globalement, la réponse de la communauté microbiesangne contamination

pétroliere peut étre décrite en trois étapes Figure ViI-1A

(1) Dans les premiers temps de la contaminationbdeséries aérobies, majoritaires dans la
couche supérieure du sédiment, seraient fortemefdctéés. L’'acclimatation de la
communauté bactérienne aux nouvelles conditionsr@mementales est supportée par
I'expression des genéstl durant cette période suivi par la disséminationgdgeesntl OPS
impliqués dans la réponse adaptative des micro-tmg@s Les changements physico-
chimiques du sédiment (e.g. diminution du potentelox (Bonin et al., 1990)), seraient a
I'origine de ses modifications. Ainsi, les groupesadionnels les plus compétitifs dans les
nouvelles conditions environnementales émergeriad®mmmunaute, ce qui conduit a une

nouvelle structure de la communauté observée a 90 jours.
(2) Les modifications métaboliques de la communamtgifient les interactions entre les

micro-organismes présents ainsi que I'environnens&dimentaire, provoquant alors a

nouveau des remaniements structuraux de la communauté.
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Figure VII-1 : Schéma conceptuel de la réponse des communautésbimmes suite a la
contamination pétroliere dans des sédiments norabgmentés (A) et bio-augmenté (B).

(3) Cette nouvelle communauté présente alors unmetgte et une activité métabolique
supportant une activité de dégradation des hydooces pétroliers. La dégradation conduit a
la consommation séquentielle des hydrocarbures nétaiee alors une succession de
communautés microbiennes liées a la compositiop&drole ainsi qu’aux métabolites issus
de la dégradation. Ce phénoméne de succession deawmutés bactériennes liée a une
utilisation séquentielle des substrats au courtethps a souvent été rapporté (Greene et al.,
2000; Kaplan et al., 2004). L'expression des gémisiétectée en fin d’expérience suggerent
une forte adaptation des micro-organismes pendanpélaode de biodégradation et
potentiellement une nouvelle phase de disséminaGependant, le role de ces génes reste
indéterminé car jusqu’a présent, les études menééabaratoire n'ont pas permis de relier

cet évenement directement a l'activité de biodégradation.

Au sein des sédiments bio-augmentés en polychagese(VII-1B), la communauté a
montré le méme potentiel de dégradation des hydvaoes pétroliers dans le temps (entre
180 et 270 jours) avec la méme efficacité. Nous aviEmontré que cette capacité nécessitait

également des modifications de la communauté mienole qui se sont revélées (i) d’'une
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plus grande amplitude, (ii) caractérisées par umgnaatation globale de la diversité et (iii)
aboutissant & des communautés de structures distinctesaMans pu relier ces changements
au remaniement sédimentaire induit par les polyelsa@ette différence peut étre attribuée
(entre autres) aux communautés anaérobiegui n‘'ont pas montré de phase de résistance
dans les premiers temps de la contamination maisoatraire de grands remaniements
structuraux. L'augmentation de I'abondance des géméOPS a également été observée
mais de plus grande ampleur, suggérant une plusig@rataptation de la communauté face a

la contamination pétroliere dans les sédiments fortemetuirbés.

- Dynamique des différents groupes microbiens étudiés

L’étude temporelle de la biodiversité microbiende différentes communautés
(sulfato-réductrice, méthanogéne, dénitrifiante) iaqnee leur caractérisation moléculaire a
permis de préciser les processus de re-structoratis en place par ces communautés au
niveau phylogénétique et fonctionnel suite a la contamimaétroliere.

Notre étude a mis en évidence une réponse commlaneoatamination pétroliere des
communautés issues des sédiments bio-augmentés dtioraugmentés. En effet, dans les
deux types de sédiment, les micro-organismes anagrebnotamment les sulfato-réducteurs
sont favorisés par I'apport en pétrole. Au congales micro-organismes de type aérobies,
affiliés aux Thaumarchaeotdarchées nitrifiantes, AOA) et aux SOB voient labondance
diminuer. Il semblerait donc quiers d’'une contamination pétroliére, la réponse des
communautés microbiennes situées dans la couche étipure des sédiments est
fortement liée au type respiratoire des micro-orgaismes et donc aux accepteurs
d’électrons disponibles au sein des sédiments.

Par la suite, nous avon comparé la dynamique tiratifs groupes phylogénétiques

des deux communautés. Les résultats sont schématisédigurda/I11-2.
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Figure VII-2 : Représentation schématique de la dynamique des meende la communauté
microbienne au sein des sédiments non bio-augmentég-augmentés en polychaetes suite a la
contamination pétroliere. BAT : Bactéries Aéroblesales

Ainsi, nous avons démontré :

- L'implication des mémes groupes phylogénétiqgues dbnctionnels, mais dans des
proportions différentes conduisant a deux organisations de communautésaiest au fil du
temps et pendant la biodégradation. Dans les sétinieoraugmentés (tres bioturbés) les
micro-organismes aérobies (archées nitrifiantes Bttophagaceae ainsi que les
Euryarchaeotaet lesGamma-protéobactériede la famille deAlteromonadaceaseraient
tres actives. Au contraire les arch@dd€G ainsi que lesAlpha-protéobactériesemblent
prédominer au sein des sédiments non bio-augmentés (petbbt

- La présence de phylotypes spécifiques a chaque dg sédiment souligne umacro-
diversité observée non seulement au sein des diééts groupes phylogénétiques mais

également au sein des différents groupes fonctioriee

- Interactions entre les différents groupes fonctionnels

Le fait que ces deux communautés présentent dets tphylogénétiques et

fonctionnels distincts nous a amené a émettre dthgse que les sédiments étudiés possédent
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uneredondance fonctionnelle de I'activité de biodégraation qui s’exprime difféeremment
en fonction des activités de bioturbation. Cettedtlypse est renforcée par la composition des
groupes fonctionnels observée dans les differentgsmunautés pendant la période de
biodégradation a 270 jours qui suggéere égalementfamctionnement global de la

communauté microbienne propre a chaque sédiment (Fidu8).V

Les sédiments non bio-augmentés sont essentiellerhetomposés de micro-
organismes aérobies ou anaérobies facultativec une dominance marquée de bactéries
sulfo-oxydantes (SOB) dans la couche 0-2 cm du sdifrigure VII-3A). Dans cette strate,
les zones oxique et suboxique prédominent, ainsdsgités anaérobies de sulfato-réduction
et de méthanogénése sont faiblement représentées.

L'activité de bioturbation des organismes fouissews modifie considérablement
cette organisation, notamment au niveau de la compante aérobie de la communauté
les archées nitrifiantes (AOA) ainsi que les micro-orgaesaérobies étant retrouvés en forte
abondance. Cela suggere que la dégradation aéreldee MO au sein de ces sédiments est
tres active (Figure VII-3B) (Aller et al., 1985 ; Forster et &92).

La présence majoritaire des AOA suggere égalemmeapport considérable de nitrate
au sein des sédiments. De plus, la bioturbation reafces flux couplant ainsi la nitrification
et la dénitrification (Gilbert et al., 1997). Ce couplageiséaorisé par la présence de micro-
niches anoxiques générées par la bioturbation tbakeet al., 2011). Ainsidans les
sédiments tres bioturbés, le cycle de I'azote setraguarticulierement stimulé. L'analyse T-
RFLP a également démontré une tres grande divetsgéarchées méthanogenes (MCR)
métaboliguement actives au sein de ces sédimemgjgérant des conditions favorables pour
ces micro-organismes. Cela peut étre expliqué, d'anepar la stimulation de la dégradation
aérobie de la MO (ainsi que la dénitrification) génére des métabolites assimilables par les
MCR et d’autre part par une potentielle « inoculatiode méthanogénes par les organismes
fouisseurs. Par conséquent bien que les MCR soigndritaires au sein de la communauté,
ils participeraient a la dégradation de la MO démsouche 0-2 cm des sédiments bio-

augmentés en polychaetes.
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Figure VII-3 : schéma conceptuel des interactions existant au desnsédiments (tranche 0-2cm)

aprés chaque traitement.

L'ajout de pétrole au sein de ces sédimentgFigure VII-3D) entraine

I'établissement de conditions anoxiques qui affeaté les AOA et stimule les MSR. Les

SOB ne semblant pas affectées, il semblerait que &gcle du soufre soit stimulé au

détriment de celui de I'azote Les mémes observations ont pu étre faites powsdesnents

peu bioturbés dans lesquels les AOA n'ont pas étéctbes (Figure VII-3C). De plus, la

présence de MSR potentiellement impliquées dafisddon de I'azote atmosphérique dans

les sédiments bioturbés a été soulevée. Cela poar@liquer (en partie) le maintient des
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AOA dans ces sédiments apres la contaminationl@EgoEnfin, bien qu’une seule séquence
de MCR ait été détectée, nous avons supposé uniéatiéthanogene dans ces sédiments
pour les mémes raisons que citées precédemment (respadétmbie active).

Ces resultats suggérent une stimulation de la dégtation aérobie de la MO au
sein des sédiments bio-augmentés en polychaet€gs conditions sont connues pour étre
favorables a la dégradation des hydrocarbures,gdeadation aérobie des hydrocarbures étant
plus efficace qu’en anaérobiose. Pourtant, l'activi® dégradation des hydrocarbures
pétroliers n'a pas été modifiée. Il semblerait dgue ces activités (potentielles) soient liees a
la MO apportée au sein des sédiments par les amasifouisseurs lors de la construction de
leur terrier (mucus), aux pelotes fécales connuas @bre le lieu d'une forte activité
microbienne et enfin aux conditions d’oxygénatioteimittente générées par les activités de

la macrofaune.

1.3. Etude des communautés hydrocarbonoclastes

Enfin, nous nous sommes intéressés aux communaytiscarbonoclastes. Nous
n‘avons pas pu corréler l'importante richesse dppm globale de la communauté
microbienne observée dans les sédiments bio-augmedtéelle de la communauté
hydrocarbonoclastalkB, cette communauté présentant une diversité compadans les
deux types de sédiments. En nous appuyant sur ddgsesamoléculaires au niveau
taxonomique (ARNr 16S), fonctionnel (AlkB), mais égakent sur des méthodes de
microbiologie classique, il a été possible de dagieer la composition (partielle) de la
communauté hydrocarbonoclaste. Les deux commundnyocarbonoclastes issues des
deux sédiments ont montré des structures distin€este observation est d’autant plus
robuste qu'elle s’appuie sur la capacité de dégi@ade composés aromatiques et
aliphatiques, en condition oxique et anoxique.

Des communautés hydrocarbonoclastes dénitrifiamegté sélectionnées sur divers
hydrocarbures de haut poids moléculaire a parsr aux types de sédiments. Nous avons
montré que les membres de ces communautés soaseepatifs de la communauté présente
au sein du sédiment. Néanmoins leur activité audesnmicrocosmes et donc leur réle dans

la dégradation des hydrocarbunesitu n’a pas été estimé.
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Malgré des compositions globales différentes des mgortiums dénitrifiants
simplifiés, ces communautés ont montré des effica&s de dégradation similairedendant
a conforter I’hypothese de similarité fonctionnedi@ns I'activité de biodégradation observée
dans les microcosmes. Cependant, la présence contauwastains phylotypes redondants au
sein de ces consortiums pourrait également sugdéeistence d’'une « communauté
minimale » essentielle pour la dégradation. La présales autres membres au sein de la
communauté simplifiée serait donc liée aux proddits métabolisme de I'hydrocarbure
dégradé pouvant servir de substrats pour d’autspeces (hydrocarbonoclastes ou non)
(Hubert et al., 2005).

Certaines de ces communautés présentaient égaleimenichesses spécifiques tres
différentes (cas du fluoranthene et du chrysenejuiepeut soit conforter la théorie de la
communauté minimale, soit au contraire démontrenéaessité d’interactions entre les
membres d’une communauté pour la biodégradatiomg@d®carbures comme cela a déja été
démontré (Berthe-Corti et al., 2005 ; Onwurah, 2004 ).iAles interactions entre les micro-
organismes détermineraient I'efficacité de dégliadales interactions synergiques entre les
especes bactériennes ainsi que la compositionaesunautés sont des facteurs importants
qui jouent sur un réle fonctionnel dans I'écosysteriinsi, la réponse fonctionnelle des
bactéries dépend de I'assemblage dont elles fortiepdell et al.,, 2005 ; Hansen et al.,
2007). Il semble donc pertinent de s’interroger launature de ces interactions et des voies
métaboliques impliguées dans la dégradation degsobgtbures. Ces consortiums se
présentent comme de bons supports d’étude daredte de la redondance fonctionnelle et
par conséquent du lien existant entre la diversité et ldidonde dégradation.

D’autres travaux non présentés dans ce manusdriégalement été entrepris pour
I'isolement de souches anaérobies dénitrifiantesis raussi pour I'obtention de consortiums
sulfato-réducteurs et fermentaires issus des sétsmBAL et NEREIS+BAL. Leur
caractérisation préliminaire confirme que les comawiés hydrocarbonoclastes issues des
deux sédiments contaminés présentent des origines phglagées distinctes.

Jusqu’a présent, la capacité de dégradation anaélebihydrocarbures n’a jamais été
démontrée en condition de fermentation. Ainsi, I'éuapprofondie de la capacité de
dégradation des différents consortiums obtenusi ajos leur caractérisation s’averent
indispensable. Par la suite, I'identification desnaHiorganismes actifs durant la dégradation

pourrait étre envisagée par RNA-SIP.
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Lors de cette étude, nous avons démontré, pour laigme fois, la capacité de
communautés microbiennes a dégrader des hydroearbaromatiques de haut poids
moléculaire couplée a la réduction des nitratesudlgment les voies de dégradation des
molécules choisies (dotriacontane, pyrene, chrysiunaanthene, dibenzothiophene), ainsi
gue les génes impliqués sont inconnus. Dans un préenmps, la caractérisation des souches
microbiennes isolées ainsi que le séquencage de dgmome apparaissent donc
indispensables pour constituer les outils nécessa@r la mise en place d’approches
protéomiques et/ou de transcriptomique comme la S@@tippression Subtractive
hybridization) afin d’identifier les genes impligédans la dégradation. De plus, dans
I'environnement, la dégradation des hydrocarburésasment le fait d’'une seule bactérie
mais plutét liee a l'association entre plusieursick@s ou groupes meétaboliques. Les
consortiums obtenus permettent donc I'étude dentexcations pendant la dégradation de ces

molécules.

Enfin, parmi les souches aérobies isolées (ANNEXHa23puche (DH+2) affiliée au
genre Marinobacter présente un intérét particulier. Les résultats ipighires des
expérimentations de dégradation ont mis sa capacitiégrader le dibenzothiophéne en
absence et en présence d'oxygéene. Ces résultaieemhélétre confirmés car cette souche
constituerait un bon modele pour I'étude de la l&gan des mécanismes impliqués dans la

dégradation des hydrocarbures sous des régimes d’oxiareaatillants.

1.4. Réle structurant de la bioturbation (polychae¢sH. Diversicolor)

La bioturbation des sédiments par la macrofaunauedacteur de structuration fort
des communautés microbienne veérifié a differeniganix : taxonomique et fonctionnel. Cet
impact a généralement été trés marqué avec unefication radicale de la communauté
aboutissant a un enrichissement d'un groupe phygiketggue bien précis. Nous l'avons
constaté au niveau des archées (62.5%hdeimarchaeofaet des bactéries (90% Gamma-
protéobactéries Cette spécificité semble liée a la présence djérg, lesThaumarchaeota
étant des archées nitrifiantes aérobies et les Gaprotéobactéries retrouvées en forte
abondance sont affiliées au gehtaiea, une bactérie aérobie stricte. L’augmentation negati
enGamma-protéobactéries déja été constatée dans des sédiments bioflwdnéock et al.,

2010). Les organismes bioturbateurs concernés efdgtgpas des polychaetes, mais des
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crevettes, nous supposons donc de#fet « sélectif » de la bioturbation n’est pas
dépendant de I'organisme bioturbateur Ces travaux ont été réalisés a partir de sédiments
marins de surface, constituant ainsi un point comawat notre étude. Il semblerait donc que
cette caractéristique soit liée au «type métabolie » des bactéries initialement
présentes au sein des sédiments (zone oxique / sugoe).

Nous avons également observé un effet positif audiVersité de communautés
méthanogene métaboliguement active. L'origine d@le&noméene est encore indéterminée,
mais nous avons pu présenter quelques hypotheasesidonous avons traité des interactions

potentielles existant entre les différents groupes midgies microbiens étudiés.

2. PERSPECTIVES

Lors de nos travaux, nous avons souligné une augtmmmide la diversité des micro-
organismes méthanogenes liée a la présence deshpetgs. Nous avons suggémge
inoculation de micro-organismes dans le milieu enkdnnant par les invertébrés Lors de
la caractérisation des communautés microbiennexj(ies de clones) nous avons également
détectés a plusieurs reprises des séquenceseaffdiéles micro-organismes symbiotiques au
sein des sédiments bioturbés. Ainsi, il semble gefliort particulier devrait étre porté sur la
caractérisation des « transferts » de micro-organiees de la composante animale vers le
milieu extérieur et inversement En effet, I'introduction d’espéces microbiennes g&xtes
au sein de I'écosysteme peut affecter (e.g. conmétit’ensemble ou tout du moins une
partie de la communauté microbienne autochtddette flore exogéne pourrait donc
constituer un facteur important dans l'effet structurant de la macrofaune sur la
communauté microbienne autochtoneCe sujet est complexe car il rentre dans un touea

débat, non moins passionnant, qui porte sur I'origine de leofiuce des invertébrés marins.

Un autre axe de recherche mérite d’étre indiquéamuotent)’effet de I'oxygéne sur
la dégradation des hydrocarbures et les communautésnicrobiennes En effet,
'environnement créé par la macrofaune est soumislea oscillations intermittentes
d’oxygénation (Gilbert et al.,, 2003). Ces conditiomtscouramment rencontrées dans
'environnement (i.e. interfaces eau-sédiment), podrtaine seule étude, réalisée au
laboratoire, a été entreprise dans cette optiquite(¥t al., 2011). Ces travaux ont établi que

la fluctuation d’oxygénation influe sur le deverde la communauté microbienne mais
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également sur les activités de biodégradation. ldwsce travail de these, nous avons
également suggéré que l'oxygénation des sédimedds d I'activité bioturbatrice de la
macrofaune est un parametre forcant la structuratle la communauté microbienne.
Cependant, nous n’avons pas pu relier cette infoomatila dégradation des hydrocarbures. Il
est donc important de déterminer l'influence dexygene sur le devenir des hydrocarbures
dans les écosystémes marins. Il convient égalenaese gdituer a un niveau de complexité des
commuanutés microbiennes élevé pour mieux apprénemtte problématique. C’est dans ce
but, que le projet DECAPAGE, dont le laboratoire IRREEM fait partie, a récemment été
mis en place. L'objectif étant de déterminer commestoscillations rédox et les fluctuations
d’oxygénation résultant de phénoméne biologiquet(iobation) ou mécanique (hersage)

influencent les capacités de dégradation microbienne.

Comme cela a déja été démontré, les organismes séaugs sont sources
d’hétérogénéité au sein des sédiments. Cette hét&it§ a été envisagée dans le cadre du
projet DHYVA lors de la thése de Laura Pischeddar, pétude de la composition des
communautés microbiennes au sein de terriers (LMGPMchedda). Ces travaux ont
conforté le fait que la paroi des terriers hébenge communauté bactérienne dont la structure
differe de celle des communautés des sédiments de surfaoéarennants.

Bien que nous ayons apporté de nouvelles informatsoir I'impact de la bioturbation
sur la dégradation des composeés pétroliers et lantorauté microbienne, notre étude n’a pas
tenu compte de ces micro-sites. Les terriers sdigded’une forte activité microbienne, nous
pouvons donc envisager que dans notre étude [ligctie dégradation des hydrocarbures est
localement modifiée a une micro-échelle au niveaud®t spot » d’activité (i.e. terrier,
pelotes fécales) et qu’elle ne serait pas visihle@échelle plus globale, au niveau de toute la
composante sédimentaire. Ce phénomene a été rapptaitdment pour 'activité de sulfato-
réduction qui était nettement plus élevée au sain térriers que dans les sédiments
environnants, mais qui globalement ne montrait gadifiérence avec celle obtenue dans des
sédiments non bioturbés (Laverock et al., 2010faudrait donc également envisager ce

type d’étude a une autre échelle, et notamment auveau des terriers.

Les résultats obtenus ouvrent d’autres axes deereloh. En effet, dans le cadre de
cette étude les études moléculaires ont été censdela couche supérieure du sédiment
correspondant aux deux premiers centimetres deldame sédimentaire. Nous avons montré

qgue les activités de bioturbations modifiaient épartition des hydrocarbures pétroliers au
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sein de cette matrice. En effet, environ 20% dekdoarbures pétroliers se retrouvaient dans
la strate 2-4 cm. Il est donc probable que les conanmiés microbiennes présentes dans cette
couche inférieure aient également subi des motifice. De plus les remaniements
sédimentaires provoqués par la macrofaune boulevergaiendent la répartition verticale des
communautés microbiennes dans les sédiments béstutb semble donc pertinent
d’aborder la réponse des communautés microbiennesla contamination pétroliere en

tenant compte de la stratification des communautésu sein du sédiment.

Les avancées fondamentales fournies par ce traeaié permettent également de
soulever quelques points concernant les stratédesbioremédiation employées ou
envisagées lors de « nettoyage » de sites cotiarg aybi une marée noire. Nos résultats ont
tout d’abord soulevé I'importance de cette action.efifet, nous avons démontré |'existence
d'un potentiel hydrocarbonoclaste dans les sédisnamdrins étudiés, cependant il n'a été
détecté qu’entre 180 et 270 jours. Ensuite, nousmxsasupposé un effet stimulant des
polychaetes sur la biodégradation des hydrocarpbaamment par une action mécanique
d’oxygénation, ce qui n'a pas été verifie. Ainsi, ilisation d’organismes bioturbateurs
comme bio-stimulant de la microflore autochtone rerais pas envisageable. Par
extrapolation, nos résultats suggérent égalementlegigechniques comme le brassage
mécanique des sédiments est inefficace. Enfin nownsaxdémontré que la diversité
microbienne n’était pas corrélée a la fonction degradation des hydrocarbures. Par
conséguent, on peut supposer que la bio-augmentatiommicro-organismes dans les
sédiments étudiés aurait également échoué. De plgsite technique avait été envisagée
dans les sédiments bioturbés, il est judicieux ddeseander si la microflore exogéne serait
capable de se maintenir dans les sédimenst enngeséorganismes « brouteurs » tels que
les polychaetesUn effort sur I'étude de nouvelles techniques de bremédiation des

environnements marins cotiers doit donc étre fourni
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ANNEXES

ANNEXE 1:

Composition des communautés dénitrifiantes hydrocdronoclastes obtenus sur
dotriacontane a partir des sédiments BAL et NEREISBAL T270j

(les clones NEREIS+BAL sont en rouge; les clones BAL sont en

bleu).
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clo ne TOMPYWWheS7 24 4 116 (FIS17063 1}
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ANNEXE 2 :

Distribution phylogénétiques des souches aérobiesoiées sur des hydrocarbures
aromatiques

Les souches isolées a partir des sédiments BAL suadiuées en vert; les souches
NEREIS+BAL sont indiquées en orange. DBT: Dibenamghéne ; FLUO : Fluoranthene ;
BAP : Benzo(a)pyréne; IND: Indénopyréne

Marinobacter alkaliphilus (EF512124 1)

13 + DBT FLUO

20 H+ BAP PYR

e |23 H+ BAP PYR

arinobacter sp. E407-14 (FJ169971.1)
arinobacter sp. PHED25 (HM467195.1)

Souche 14 + DBT FLUO

29 H+ IND
@ hydrocarbonocarbonoclasticus (DQTE8638.1)

= Warinobactersp. Set72 (GU361128.1)
Souche 17 + BAP

tarinobacter sp. BBD-216-4f (GQI01058.1)
Souche 34 + DBT

Souche 25 + BAP PYR

9 H+ DBT FLUO

arinobacter sp JAM-GAZS (ABS526351.1)

arinobacter algicola (AY258116.2)
FPseudomonas stutzeri (DQ211352.1)
= ISouche 8 + DBT

Plocanivorax sp -1 (AB055208.1)
121 H+ BAP PYR
acterium KSAZ5 (GQ916642 1)
Souche 11 + DBT

100
Souche 35 + DBT FLUO
seudaminobacter sp. W11-4 (DQB53452 1)
. Souche 15 + FLUO
—Mesorhizobium sp. JG 04 (EUS37747 1)
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Al
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22 H+ BAP
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rassostreavirginica symbiont (AF24661)
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abrenzia sp. PEBOZ2 (GU213158.1)
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