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Abréviations

ABC : ATP Binding Cassette

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNTr : Acide DésoxyriboNucléique ribosomal

ANI : Average Nucleotides ldentity

APS : PerSulfate d Ammonium

ARN : Acide RiboNucléique

ARNTr : Acide RiboNucléique ribosomal

ARNr 16S : petite sous-unité 16S du ribosome

ATP : Adénosine Tri Phosphate

BET : Bromure d’éthidium

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

BlastN : Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide
BSR : Bactérie sulfato-réductrice

Cas : CRISPR-associated

CDS : Coding DNA Sequence

CFB : Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroidetes

COG : Cluster of Orthologous Gene

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
DDH : DNA/DNA Hybridization

ddNTP : Didésoxyribonucléotide Triphosphate

DGGE : Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
DHAB : Deep Hypersaline Anoxic Basin

DMA : DiMéthylAmine

dNTP : Désoxyribonucléotide Triphospahte

DSM : Deutsche SammLung Medium

DSMZ : Deutsche SammLung von Mikroorganismen und Zellkulturen

EDTA : EthyleneDiamineTetraacetic acid
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FISH : Fluorescence in situ hybridation

GGDC : Genome to Genome Distance Calculator
HPH : Haute Pression Hydrostatique

HPHT : Haute Pression Haute Température

MMA : MonoMéthylAmine

MaGe : Magnifying Genomes

MES : 2-(N-Morpholino)EthaneSulfonic acid

PIPES : Piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid)
HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
MET : Microscopie Electronique a Transmission

mL : Millilitre

mM : Millimolaire

MPa : MégaPascals

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

NCBI : National Center for Biotechnology Information
ng : Nanogramme

NGS : Nouvelles Générations de Séquencages

nm : Nanometre

NPP : Nombre le Plus Probable

OTU : Operational Taxomic Unit

PacBio : Pacific Bioscience

Pb : Paire de bases

PCI : Phénol Chlorophorme alcool Isoamylique

PCR : Polymerase Chain Reaction

PGAP : NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
PhyML : Phylogeny based on Maximum-Likelihood
RAST : Rapid Annotation using Subsystem Technology
RLU : Relative Luminescence Unit

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

Rpm : Rotation par minute

SCG : Single Cell Genomic
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SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SMRT : Single Molecule Real-Time analysis

SNP : Single-Nucleotide Polymorphism

TAE : Tris-Acétate-EDTATaq : Thermophilus aquaticus
TEMED : N, N, N’, N’-Tétraméthyléthyléne diamine
Tm : Temperature of melting

TMA : TriMéthylAmine

TMAO : TriMethylAmine N-Oxyde

TNE : Tris-NaCI-EDTA

UV : Ultra Violet

ML : Microlitre

MM : Micromolaire

UV : Ultra-Violet

V: Volt
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE
. Les environnements extrémes

Un environnement est considéré comme extréme s’il est hostile au développement de la
plupart des organismes vivants et représente donc un défi pour la survie des espéces dans ces
conditions. Différents parameétres physico-chimiques tels que la température (trés élevée ou trés
basse), le pH (ex: trés acide ou alcalin), la pression hydrostatique, la quantité et la qualité du
carbone disponible (milieu oligotrophe), la salinité, les radiations, la concentration en métaux,
'anoxie, la disponibilité de I'eau sont autant de facteurs qui seuls ou associés définissent les
environnements extrémes. En raison de propriétés extraordinaires, certains organismes vont étre
capables de se développer dans ces habitats extrémes et sont définies comme extrémophiles.
Les organismes extrémophiles sont représentés dans les trois domaines du vivant: Bacteria,
Archaea et Eucarya. Il a longtemps été considéré que les microorganismes extrémophiles
appartenaient au domaine des Archaea. Il est vrai que la les premiers microorganismes cultivés
appartenant au domaine des Archaea étaient des extrémophiles, cependant des microorganismes
appartenant aussi aux domaines Bacteria et Eucarya croissent a des températures élevées (95°C
pour une bactérie du genre Aquifex, 62°C pour un organisme unicellulaire eucaryote (Tansey and
Brock, 1972) ou a des salinités importantes telle que la bactérie halophile extréme Salinibacter

ruber ou 'algue verte Dunaliella et sont donc des organismes extrémophiles (figure 1).

Figure 1: A) Photomicrographie en microscopie électronique a

balayage de I'espéce Salinibacter ruber (échelle 2,5 um). B) 19
Photomicrographie au microscope a contraste de phase de

Dunaliella salina (échelle 10 pm).



Les environnements extrémes ont fasciné depuis longtemps les microbiologistes. Le
premier livre dédié aux microorganismes extrémophiles fut publié en 1979 (Schwartz, 1979). Dans
ce livre il a été montré l'intérét des microbiologistes pour ces microorganismes qui vivent dans des
habitats longtemps considérés comme incompatibles avec toute forme de vie et les problémes
purement techniques liés a leurs études au laboratoire. L’étude de ces microorganismes, dont les
conditions de croissance sont trés éloignées des conditions de croissance utilisées couramment
dans les laboratoires, demandent des développements et des outils spécifiques (ex : incubateur

haute-température, haute-pression, anoxie, etc...).

Depuis la naissance de notre planete Terre, les environnements extrémes ont existé sur
Terre. L’activité des plaques tectoniques résulte en la naissance de dorsales médio-océaniques,
de montagnes, de failles, de volcans et autres phénoménes géothermiques tels que les sources
hydrothermales océaniques. Ces manifestations tectoniques produisent des remontées de fluides
tres chauds acides, contenant des gaz et des meétaux dissous créant des environnements
extrémes ou des microorganismes se développent. L’étude de la vie microbienne a haute
température a connu un grand élan grace aux travaux de Thomas Brock et de ses collaborateurs
dans les années 1960 au niveau des sources thermales du parc national de Yellowstone aux
Etats Unis (Brock et al., 1978, figure 2). Ces travaux ont permis de reculer les températures limites
de la vie. A ce jour, la température record de croissance sous pression hydrostatique (122°C, 20
MPa) est détenue par une Archaea méthanogéne autotrophe hyperthermophile, Methanopyrus

kandleri souche 116, isolée d’'une source hydrothermale océanique (Takai et al., 2008, figure 2).

Figure 2: A) Source chaude du Parc de Yellowstone (USA). B) Cheminée 20
hydrothermale observée dans I’Océan Indien (champ Kairei).



Les océans couvrent 75% de notre planéte et une partie de la surface de la planéte est
recouverte par de I'eau sous forme solide, la cryosphére (glacier, permafrost, champ de neige,
...). La dynamique du climat et de la cryosphére influencent les précipitations, ’hydrologie et la
circulation des courants dans les océans. Dans les régions ou les précipitations sont trés faibles,
des déserts se développent. De la méme maniére, les lacs hypersalés apparaissent dans des
bassins endoréiques ou le drainage est trés faible. L’aptitude des microorganismes a se
développer dans des environnements hypersalés a été révélée depuis longtemps. Charles
Darwin, dans ses fameux rapports sur ses voyages sur le H.M.S Beagle (1939) décrivait le lac
hypersalé de Patagonie et la couleur rouge qui apparaissait a certains endroits du lac. Dés le
début du 20°™ siécle, les microorganismes responsables de cette couleur rouge ont été isolés. Ce
sont des microorganismes halophiles extrémes appartenant a la famille des Halobacteriaceae

affiliées au domaine des Archaea.

La profondeur moyenne de l'océan est de 3800 m ce qui équivaut a une pression
hydrostatique de 38 MPa (380 bars). La pression hydrostatique augmente de 10 MPa tous les
Kms dans la colonne d’eau. |l en découle que 88% du volume de I'océan est soumis a de fortes
pressions hydrostatiques. Le site le plus profond dans I'océan est localisé au niveau de la fosse
des Mariannes (10998 m) avec des pressions hydrostatiques qui atteignent 110 MPa. Colwellia
sp., souche MT41, a été la premiére souche piezophile obligatoire isolée de ce site. La souche
MT41 croit de fagon optimale a une pression hydrostatique de 69 MPa (Yayanos et al., 1981).

On désigne aujourd’hui par le terme « piezophile » 'ensemble des organismes capables
de se développer sous forte pression hydrostatique, par « piezophile stricte » les microorganismes
qui ont besoin d’'une pression hydrostatique minimale pour se développer; par « piezosensible »
les organismes qui ne se développent pas sous pression hydrostatique et par « piezotolérant » les
organismes qui peuvent croitre sous pression sans que leur taux de croissance ne soit amélioré

(figure 3).
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Figure 3: Représentation de la croissance microbienne en fonction de la pression hydrostatique.

Depuis les travaux pionniers de Zobell, Morita et Jannasch sur I'étude des
microorganismes pouvant croitre sous pression hydrostatique, une cinquantaine d’espéces
piezophiles ou piezotolérantes du domaine Archaea ou Bacteria ont été isolées des
environnements marins profonds (Jebbar et al., 2015). Connaissant 'immensité du réservoir que
constitue l'océan et la biosphére sous-terraine, la diversité des microorganismes peuplant la
biosphére profonde, avec ce faible nombre de souches isolées, est loin d’étre couverte. L’étude
des microorganismes piezophiles souffre essentiellement du manque d’outils permettant d’'une
part les prélevements sous pression hydrostatique et les cultures de ces microorganismes en
conditions « in-situ ». De plus, a l'heure actuelle, trés peu de laboratoires possédent les

équipements permettant les cultures d’organismes sous forte pression hydrostatique (Jebbar et
al., 2016).

L’intérét porté par les microbiologistes a I'étude des microorganismes se développant
dans ces environnements extrémes n’a fait que croitre ces trois derniéres décennies. De plus en
plus d’environnements qui étaient encore inaccessibles pour des raisons de limites techniques
(biosphére souterraine, ..) peuvent aujourd’hui étre explorés et échantillonnés. L'utilisation et
'essor de nouvelles technologies regroupées sous le terme de « Omics » (metagénomique,
metatranscriptomique et métaprotéomique) ont permis de mesurer la richesse de la diversité
microbienne inféodée a ces écosystémes. Ces études réveélent comment la vie fonctionne dans
ces écosystemes extrémes, mais nous enseigne aussi sur la nature de la vie elle-méme et sur les
propriétés éventuelles des premiers organismes qui ont colonisé notre planéte. Une question tres
pertinente sur I'étude des organismes extrémophiles est de savoir si ces organismes se sont

adaptés récemment a ses environnements extraordinaires ou si ces organismes sont des vestiges
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d’anciens types d'organismes qui auraient évolué depuis la terre primitive. L’évidence d’une
activité microbienne dans des temps trés anciens est révélée dans les roches terrestres. Ainsi
l'existence et la signature biotique du méthane piégé dans des cristaux datées a 3,46 Milliards
d’années nous indiquent la présence de microorganismes meéthanogénes (Ueno et al., 2006).
L’étude des extrémophiles a donc d’'importantes implications sur notre connaissance de l'origine

de la vie. De plus, définir les limites de la vie sur notre planéte, donc les limites des
microorganismes extrémophiles, peut apporter des preuves sur la possibilité de l'existence,
actuelle ou passée, de vie similaire dans l'univers. D’'un point de vue biotechnologique, les
microorganismes extrémophiles peuvent étre exploités a des fins économiques. On citera par
exemple les enzymes thermostables des organismes thermophiles, le pouvoir chélatant des

organismes acidophiles vis a vis des meétaux, et les enzymes issues des microorganismes

alcaliphiles, utilisées dans les lessives.

ll. Les environnements hypersalés.

I1.1. Introduction

Les environnements hypersalés sont largement distribués sur Terre. lls se forment
facilement dans des bassins et des lagunes ou I'eau de mer qui contient 35 g.L ™' de sels dissous
est soumise a une forte évaporation. Il existe des lacs hypersalés que I'on retrouve a l'intérieur
des terres dont la concentration en sels est proche de la saturation. On citera par exemple,
le Grand Lac Salé en Utah (USA) et la Mer Morte bordant Israél et la Jordanie dans lesquels les
concentrations en sels atteignent 270 g.L”" et 330 g.L' de sels respectivement. Les
environnements hypersalés sont aussi créés artificiellement par 'hnomme (ex: salines, lac, ...).
Dans le cas des marais salants, les différents bassins successifs permettent d’augmenter la
concentration en sel. Ces derniers vont cristalliser et ainsi permettre leur récolte et leur

exploitation économique.

23

Figure 4: Marais salant de Eilat, Israél. La couleur rouge est observée dans les bassins



Les environnements hypersalés peuvent étre classés en deux catégories : thalassique
et athalassique. Les bassins thalassiques sont créés par évaporation de I'eau de mer, les ions
sodium et chlorure dominent. Les bassins athalassiques sont caractérisés par de fortes
concentrations en ions divalents, dont le magnésium et le calcium qui sont les cations majoritaires.
Un parfait exemple de bassin athalassique est la Mer Morte. La concentration en sels est de 330
g/l, principalement des cations divalents Mg 2* et Ca?* avec des concentrations proches de 2 M et

de 0,47 M respectivement.

Il.2. Classification des microorganismes halophiles.

Les microorganismes qui habitent ces environnements hypersalés sont désignés
comme halophiles. Ce sont des organismes extrémophiles qui doivent non seulement lutter contre
la forte concentration ionique du milieu mais aussi contre des pH alcalins, des teneurs faibles en
oxygene, des températures basses ou élevées, la présence de métaux lourds ou de composés
toxiques. La classification la plus largement acceptée des microorganismes halophiles a été
proposée par Kushner and Kamekura (1988). Cette classification est basée sur la concentration
de chlorure de sodium (NaCl) permettant une croissance optimale des microorganismes. En effet
les microorganismes halophiles sont classés en trois catégories : les halophiles extrémes qui
croissent de fagcon optimale a des concentrations en sels supérieures a 15%, les halophiles
modérés qui se développent de fagcon optimale entre 3 et 15% et les halophiles Iégers ou
halotolérants qui sont représentés par la plupart des microorganismes marins et qui croissent a
des concentrations en sels comprises entre 1 et 3%. Les microorganismes non halophiles sont les
microorganismes qui nécessitent moins de 1% de NaCl pour se développer. Cependant certains
d’entre eux peuvent tolérer de fortes concentrations en sels et sont considérés comme

halotolérants.

I.3. Taxonomie des microorganismes halophiles.
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D’une maniere générale pendant longtemps, les microorganismes halophiles des
environnements hypersalés ont été répartis en deux groupes physiologiques: les
microorganismes aérobies halophiles extrémes appartenant au domaine des Archaea
(Haloarchaea) et les bactéries halophiles modérées. Les Archaea halophiles sont regroupés dans
le phylum des Euryarchaeota, et la plupart appartiennent a la classe des Halobacteria (Cavalier-
Smith, 2002). Cependant des méthanogénes halophiles ont été isolées de ces environnements
(Zhilina, 1983; Boone et al., 1993; Paterek and Smith, 1988). Au cours des deux derniéres
décennies, des études utilisant des méthodes culturales a partir d’échantillons collectés dans
différents habitats hypersalés ont permis d’isoler un grand nombre d’espéces, voire de genres ou
de taxons supérieurs et de révéler une grande diversité métabolique et physiologique. Ces études
ont démontré que les Archaea halophiles n’appartiennent pas exclusivement aux Haloarchaea et
que toutes les Haloarchaea ne sont pas des halophiles extrémes. De la méme maniére chez les
Bacteria, les microorganismes halophiles sont présents dans plusieurs branches phylogénétiques,
reflétant ainsi la diversité meétabolique des espéces halophiles, et sont généralement classés
comme halophiles modérés ou légers. Cette trés forte diversité physiologique comprend des
microorganismes hétérotrophes aérobies et anaérobies, des bactéries sulfato-réductrices, des
microorganismes fermentaires (figure 5). Récemment, une bactérie halophile extréme Salinibacter
ruber (Anton et al., 2002) a été décrite et mise en évidence dans de nombreux habitats hypersalés
et constitue, dans ces environnements proches de la saturation, la bactérie la plus abondante

avec I'haloarchaeon Haloquadratum walsbyi (Burns et al., 2007).
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Figure 5: Arbre phylogénétique basé sur 'analyse du géne de ’ARNr 16S. Les rectangles bleus indiquent la

présence d’au moins un microorganisme halophile dans le groupe.

I.4. Distribution et datation des dépots de sels anciens.

A plusieurs périodes de l'histoire de notre planéte, de fortes sédimentations d’halite
(NaCl) et d’autres minéraux provenant de mers hypersalées ont eu lieu. Les dépbts de sels au
cours de la période géologique allant de la fin du Permien et du début du Triassic (entre 245 et
280 millions d’années) sont estimés a 1,3 millions de km 3 (Zharkov and *I*Anshin, 1981). Ces
dépbts de sels peuvent atteindre une épaisseur de 1200 m, et sont retrouvés aujourd’hui dans les
régions au nord du continent américain (Canada (Mackenzie basin), d’Europe du Nord et
Centrale (Zechstein series,...) et de sibérieUne colonne d’eau de mer de 1000 m produit par
évaporation une couche d’évaporite d’environ 17 m d’épaisseur. L’ordre de précipitation des sels
et I'épaisseur des évaporites produits sont : 0,1 m de CaCOg, 0, 6 m de CaSQOq, 13,3 m de NaCl et
3 m de KCI et de KMgCl, (Figure 6).
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Figure 6: Représentation de I’évaporation totale d’'une colonne d’eau de mer de 1000

Dombrowski (1963) et Reiser and Tasch (1960) ont été les premiers a isoler et a décrire
des microorganismes viables a partir de cristaux de sels. Les échantillons de Dombrowski
provenaient d’échantillons de cristaux de sels collectés dans le dépét du Zechstein situé en
Allemagne du Nord et d’'un autre d’origine Précambrienne de Sibérie. En utilisant un milieu de
culture hypersalé, il isole deux souches ; un batonnet sporulant Bacillus circulans et un autre isolat
appelé Pseudomonas halocrenea. Ce dernier se révéla plus tard étre trés proche de I'espéce P.
aeruginosa et sera donc considéré comme un contaminant. De la méme maniere, Tasch et
collaborateurs (Reiser et al., 1960; Tasch, 1963) ont décrit des diplocoques obtenus a partir de
roches salées datant du Permien situées au Kansas. Bibo et ses collaborateurs (1983) ont isolé
des microorganismes halophiles (batonnets et de coques) a partir d’échantillons de roches datant
du Permien dans le bassin de Zechstein prés de Fulda en Allemagne. Ces travaux n’indiquaient
pas la présence de microorganismes pigmentés et donc la présence d’Archaea Halophiles.
Cependant les travaux de Tasch (1963) et Nehrkorn (1961), qui reprirent les travaux de

Dombrowski, décrivent la présence de microorganismes pigmentés. A partir de 1991, les
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publications relatives a la viabilité des microorganismes dans les dépoéts de sels mentionnent la
présence d’isolats pigmentés (Vreeland et al., 1991; Norton et al., 1993 ;Denner et al., 1994). De
ces travaux, il résulte que les Haloarchaea sont les microorganismes viables prédominants dans
ces cristaux de sels. Cependant les conditions de cultures utilisées telles que I'aérobiose,
I'hétérotrophie et un pH neutre, favorisent le développement des microorganismes a croissance
rapide dont des représentants du genre Haloarcula. Grant et collaborateurs (1998) (Grant et al.,
1998) ont utilisé une approche moléculaire basé sur le séquengage du géne codant pour 'ARNr
16S pour comparer les différentes séquences des souches du genre Haloarcula obtenues a partir
de cristaux de sels de différents temps géologiques (65 et 240 millions d’années) et des souches
isolées d’environnements hypersalés actuels. Les résultats attendus de 'analyse phylogénétique
devaient démontrer que : 1) les souches appartenant au genre Haloarcula isolées des dépolts
anciens auraient d( former des branches proches de la racine de I'arbre du vivant: 2) que les
souches récentes forment des branches plus longues. Cette analyse n’a malheureusement pas pu
démontrer de corrélation entre la position phylogénétique et I'age geéologique des échantillons
analyseés.

Halococcus salifodinae souche Blp a été isolée de cristaux de sels datant du Permien a
partir d’échantillons situés en Autriche (Alpes) et a été décrite comme nouvelle espéce (Denner et
al., 1994). Deux souches précédemment détectées ; la premiére souche Br3 isolée a partir de
mine de sels de Cheshire en Angleterre par Grant et Norton (1988) (Norton and Grant, 1988) et la
deuxiéme souche BG2/2 isolée par K.O. Stetter (1988) d’échantillon de mine de sels de
Berchtesgaden en Allemagne, démontrent de nombreuses similitudes incluant notamment la
morphologie des colonies, la séquence partielle d’ARNr 16S avec la souche Blp. Huit ans apres
I'isolement de la souche Blp, de nouveaux échantillons du méme site ont permis I'isolement de
plusieurs souches proches de H. salifodinae (Stan-Lotter et al., 1999). Une analyse détaillée de
ces nouveaux isolats ainsi que des souches Br3 et BG2/2 précédemment isolées, incluant une
analyse compléte de la séquence du géne codant [I'ARNr 16S, du contenu en G+C%, de la
composition et de la relative abondance des lipides polaires, de la sensibilité aux antibiotiques et
la spectroscopie infra-rouge a transformé de Fourrier a été menée. Ces analyses ont conduit a la
conclusion que tous ces isolats appartenaient a la méme espéce, H. salifodinae. La présence de
souches identiques entre les Alpes et les sédiments salés d’Angleterre peut s’expliquer par

l'existence d’'une mer hypersalée au Permien en Europe, mer hypersalée colonisée par une
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communauté d’Haloarchaea. La formation d’évaporites aurait piégé ces microorganismes dans les
cristaux de sels. L'espéce H. salifodinae n’a pour l'instant pas été mise en évidence au niveau des
environnements hypersalés d’eau de surface. Il est tentant de spéculer que cette souche pourrait

représenter un organisme marqueur de dépdéts de sels anciens.

1.5 Survie des microorganismes halophiles.

De nombreux microorganismes halophiles, et spécifiquement les microorganismes
appartenant a la famille des Halobacteriaceae, requiérent une concentration en sel élevée et
stable pour maintenir leur intégrité structurale. En effet, a des concentrations en sels inférieures a
100 g.L", les cellules lysent rapidement. C’est pourquoi des questions se posent quant a la
distribution de ces microorganismes dans la nature et la colonisation de nouveaux
environnements hypersalés. L’observation de cristaux d’halite montre que les populations denses
des Haloarchaea présentes dans les saumures avant la précipitation des cristaux d’halite se
retrouvent prises au piége dans les cristaux d’halite (Grant et al., 1998). Plus exactement, les
cellules sont piégées dans des inclusions de fluide dans le cristal. Ces inclusions de fluide ont la
composition chimique de la saumure au moment de la cristallisation et la taille et la forme des
inclusions varient en fonction des types de cristaux. En ce qui concerne la question du temps de
survie des cellules piégées dans les cristaux d’halite, des observations sur des cristaux d’halite
anciennement formés provenant du Grand Lac Salé datant du Précambrien ont été analysés.
Heinz Dombrowski en 1963 (Dombrowski, 1963) observa la présence de cellules intactes dans
des cristaux d’halite formés a 'aire du Permien, c’est-a-dire il y a environ 250 millions d’années. A
partir de ces cristaux, les auteurs ont enrichis et isolés des cellules en forme de coque de type a
Gram positif et des cellules sporulantes en formes de batonnet. L'analyse du fluide d’inclusion
étaye I'hypothése que ces cristaux d’halite dateraient bien du permien (Satterfield et al., 2005).

Ces résultats font cependant I'objet de nombreux débats dans la communauté et surtout de la part
des biologistes. Les biologistes argumentent que 'ADN ne peut se conserver et rester intact sans
un mécanisme de réparation (Hebsgaard et al., 2005). De plus, '’ADN d’'une des souches isolées
du Permien posséde un ADN trés proche d'une souche récemment cultivée Virgibacillus
marismortui, et isolée de la Mer Morte (Arahal et al., 2000). Ceci suggére que cette bactérie datant

du Permien serait plutét un contaminant de laboratoire (Graur and Pupko, 2001). Cependant, les
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évidences de la survie des microorganismes dans des cristaux de sels formés il y a des millions

d’années sont mises en lumiére (Vreeland et al., 2000; Vreeland, 2007).

Toutes les Archaea halophiles ne sont pas sensibles aux faibles concentrations en sels.
Des souches proches du genre Haloferax ont été isolées dans des sédiments de l'estuaire de
'Essex au Royaume Uni ou la salinité est proches de celle de I'eau de mer (Purdy et al., 2004).
De méme, des souches proches du genre Archéen Halococcus ont été isolées de la Mer
Méditerranée loin des cotes (Rodriguez-Valera et al., 1979). Il est admis que la composition des
fluides d’inclusions est complexe et variable, a 'exception des composés majeurs de la saumure
originale (Na*, K*, Mg?*, SO4%, HCO3,...), ces fluides peuvent contenir des éléments traces (Fe,
Br, Mn, Si, F), des métaux lourds et des composés organiques (Roedder, 1990), ce qui inclut par
exemple des acides aminés et des hydrocarbures (Pironon et al., 1995). Ces hydrocarbures
peuvent avoir différentes origines. lls peuvent par exemple, provenir du méthane provenant du
manteau terrestre ou d’ une activité microbienne (Parnell et al., 2006b). La présence de méthane
biogénique dans les fluides d’inclusions indique que des microorganismes méthanogénes ont pu
étre piégés dans les cristaux, ou qu’ils étaient présents et métaboliquement actifs dans la

saumure avant la cristallisation (Parnell et al., 2006a).

Il N’y a aujourd’hui aucune méthode suffisamment sensible qui pourrait permettre de
déterminer I'dge d’'une cellule procaryote dont le contenu en carbone organique est d’environ 1
picogramme et comprenant plus de 300 molécules différentes. La plupart des scientifiques
s’accordent a dire qu’il faut isoler un grand nombre de souches a partir de différents échantillons
de cristaux de sels et de répéter I'expérience avant d’assoir la certitude que les microorganismes
isolés sont bien des cellules qui ont été piégeées lors de la création des évaporites (Grant, 1998) et

non de potentiels contaminants.

Notre connaissance des processus de survie des microorganismes dans les cristaux de
sels est balbutiante. En particulier nous ne savons pas si les microorganismes ont besoin de
maintenir une activité métabolique lorsqu’ils sont emprisonnés dans les cristaux de sels (figure 7).
Dans ce cas, la présence de sources de carbone et d’énergie dans le fluide d’inclusion est d’'une
importance cruciale. La nature et la quantité des nutriments nécessaires pour soutenir la viabilité
des microorganismes piégés dans les cristaux va dépendre aussi des mécanismes développés

pour leur survie. Par exemple nous ne savons pas si les microorganismes doivent également
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préserver l'intégrité de leurs ADN, ce qui necessite des mécanismes peu colteux en énergie, ou
s’ils doivent réaliser des réactions métaboliques plus ou moins complexes et colteuses. La
diversité et la nature des processus métaboliques qui sont réalisés dans les cristaux de sels ne

sont pas encore établies.

Figure 7: Photographie de fluide d’inclusion d’halite et de microorganismes. A, B, C microscopie optique ; D,
E, F microscopie électronique a transmission. B, C, E les microorganismes sont visibles dans le cristal.
(D’aprés Schubert et al., 2009).

1.6 Dispersion et distribution des microorganismes halophiles.

Des microorganismes halophiles affiliés au genre Halococcus ont été retrouvés dans les
cavités nasales de l'oiseau marin Calonextris diomedea (Brito-Echeverria et al., 2009). Il a été
suggére que les oiseaux migrateurs pourraient étre un vecteur de dispersion des microorganismes
halophiles en transportant des cristaux des sels qui se seraient fixés sur leurs pattes. L’isolement

d’'une bactérie halophile extréme, Bacillus dipsosauri, des cavités nasales d’iguanes du désert
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(Deutch, 1994) est un autre exemple de vectorisation et de dispersion des microorganismes

halophiles par les animaux.

Il fOt aussi démontré en 1985 par Wheeler et collaborateurs (Wheeler, 1985) que des
cristaux d’halite provenant du désert Saharien pouvaient été transportés par le vent jusqu’en

Angleterre.

1.7 Stratégie d’adaptation aux fortes pressions osmotiques.

Les microorganismes halophiles ont développé deux stratégies fondamentalement
différentes pour vivre dans des conditions extrémes de pression osmotique telles que celles
rencontrées dans les environnements hypersalés. La premiere consiste a accumuler du sel a
l'intérieur des cellules afin de maintenir une concentration trés proche de la concentration en sel a
l'extérieur de la cellule. La deuxiéme consiste a exclure les sels du cytoplasme et de
contrebalancer la pression osmotique par la production et I'accumulation de solutés compatibles

de nature organique a l'intérieur du cytoplasme.

La premiére stratégie dite «Salt-in» semble étre limitée a quelques genres d’archées
halophiles extrémes (Halobacterium, Haloarcula, Haloquadratum, Halorhabdus, Natronobacterium
et Natronococcus) et de bactéries halophiles extrémes (Salinibacter, Halanerobiales). Dans cette
stratégie des concentrations molaires de KCl sont maintenues a lintérieur du cytoplasme. Par
exemple, on considéere que 5 M de potassium intracellulaire sont nécessaires pour contrebalancer
une concentration de 4 M de sodium (Litchfield, 1998). Le mécanisme général par lequel sont
expulsés les ions Na® et par lequel les ions K* pénétrent dans la cellule n’est pas trés clair puisque
les microorganismes ont des perméabilitts membranaires différentes et des systémes de
transport d’ions différents (Oren, 1999). Les mécanismes par lesquels le potassium est transporté
dans le cytoplasme varient suivant 'organisme considéré. Par exemple, I'Archaea Halobacterium
salinarum importe passivement I'ion K* alors qu’une pompe ATP-dépendante est nécessaire pour
accumulation de K chez Haloferax volcanii (Oren, 1999). L’expulsion des ions Na+ implique
deux étapes: 1) le Na est transporté a l'intérieur de la cellule avec lion Clpar I'intermédiaire

d’'une pompe a chlorure (Muller and Oren, 2003) ; 2) le gradient électrochimique en ions sodium
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est maintenu a travers la membrane par I'extrusion de Na* grace a un systéme anti porteur Na*/H*

ou & une pompe a Na* (Oren, 1999).

Toute la machinerie intracellulaire de ces organismes doit étre fonctionnelle en
présence de concentrations molaires de sels et posséde donc des propriétés inhabituelles. Les
protéines des Halobacterium et d’autres halophiles qui accumulent du sel sont enrichies en acides
aminés acides (Glu, Asp) par rapport aux acides aminés basiques (Lys, Arg). De plus le contenu
en acides aminés hydrophobes est relativement bas. Ces protéines sont non seulement solubles
et fonctionnelles a de fortes concentrations en sels mais elles requiérent de fortes concentrations
en sels pour leur stabilité et leur activité. Le manque de flexibilité et d’adaptabilité au changement
de concentration en sels du milieu est le prix a payer pour ces microorganismes habitués a vivre a

de fortes concentrations en sels. (Oren, 2002).

La deuxiéme stratégie dite « Salt-out » permet aux microorganismes de se développer
en condition hypersalée grace a I'utilisation de solutés compatibles. Les solutés compatibles sont
des molécules organiques qui peuvent étre synthétisées par les cellules ou dans certains cas
disponibles et prélevés a partir du milieu environnant de la cellule. Une large variété de solutés
compatibles est utilisée, parmi lesquels I'ectoine, la glycine betaine, des sucres simples, certains
acides aminés (Roberts, 2005, figure 8). Ces molécules sont retrouvées chez les Bacteria
halophiles mais aussi chez les Archaea méthanogénes halophiles. L’utilisation de ces composés
permet une plus grande flexibilité : ces microorganismes n'ont pas besoin d’adapter leurs
protéines intracellulaires et peuvent donc se développer dans une gamme plus large de
concentrations en sels. Seules les protéines membranaires en contact avec le milieu extérieur et
les enzymes extracellulaires sécrétées dans le milieu extérieur doivent rester fonctionnelles a forte

salinité.
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Figure 8: Représentation de certains solutés compatibles utilisés par les microorganismes dans la stratégie

“Salt-out”.

Le col(t énergétique entre les deux stratégies est différent, la stratégie « Salt-in » est
moins colteuse en énergie par rapport a la stratégie « Salt-out » qui va nécessiter la biosynthese
de grandes quantités de solutés compatibles. Oren (1999) a calculé le colt energétique théorique
de la production des solutés compatibles. Ainsi pour les microorganismes hétérotrophes, 23 moles
d’ATP sont nécessaires pour la biosynthése du glycérol et 79 moles d’ATP pour la synthése du
tréhalose et du saccharose. La biosynthése d’'une mole d’ectoine ou d’'une mole de glycine
betaine colte approximativement 40 moles d’ATP. En considérant, que les solutés compatibles
sont présents a des concentrations molaires, parfois proches de 8 M, a lintérieur des cellules
pendant un stress osmotique, il est évident que la stratégie des solutés compatibles est colteuse
en énergie. Pour ces raisons, on peut dire que la survie des organismes qui utilisent la stratégie
des solutés compatibles dans les environnements hypersalés est dépendante de deux facteurs :

leur capacité a maintenir leur métabolisme de base et la dépense énergétique pour la production
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des solutés compatibles et/ou a leur présence dans I'environnement, par exemple libérés par des

cellules mortes ou excrétés par des producteurs de solutés compatibles.

11.8. Halophilie et exobiologie.

L’eau est I'élément indispensable a la vie terrestre. C’est cet élément qui est recherché en
priorité pour savoir si une forme de vie présente ou passée a pu se développer par exemple sur
une des planétes du systéme solaire ou sur des exoplanétes. La présence d’eau sur notre planéte
serait probablement la conséquence d'un bombardement de météorites, ce qui impliquerait
I'existence de planétes dans notre systéme solaire ou d’exoplanétes qui auraient eu de I'eau sur
leur sol (Grady, 2006). L’évidence de la présence de l'eau, présente ou passée, sur d’autres
planétes peut étre révélée par l'observation de canaux, de rivieres, de glace, de roches
sédimentaires, incluant des halites déposés et formés a partir de saumures anciennes (Grady,
2006). En considérant les propriétés de préservation des cristaux de sels et la mise en évidence
que des microorganismes appartenant au domaine des Haloarchaea peuvent étre préservés au
cours de temps géologiques, I'hypothése que des traces de vie passées peuvent étre trouvées

dans les cristaux d’halite ou autres environnements salés sur d’autres planétes peut étre abordeée.

Il est admis que la planéte Mars, aprés la planéte Terre, serait une planéte ou la vie
pourrait s’étre formée. Des cristaux d’halite ont été retrouvés sur des météorites Martiennes (e.g.
ALH84001; Conrad and Nealson, 2001). De plus I'observation et les études sur le littoral proche
de Arabie et de Deuteronilus sur Mars suggeére la présence d’'un océan similaire a celui de la Terre
datant de 2 a 4 millions d’années (Perron et al., 2007). La disparition de cet océan de la planéete
aurait entrainé le formation de saumures (Knauth and Burt, 2002). La formation de ces cristaux de
sels pourraient avoir protégé les cellules de la rupture cellulaire due aux températures tres basses
qui regnent sur Mars (moyenne journaliere de la température -60°C; Grady, 2006) et ainsi permis

aux microorganismes halophiles et halotolérants de survivre.

Plus récemment Europa, un satellite de Jupiter, a fait I'objet d’'un intérét scientifique
important dans la recherche de la vie sur les planétes de notre systéme solaire. En effet, suite a la
mission Galileo, la présence d’'un océan sous la surface glacée de ce satellite a été révélée

(Greeley and Fagents, 2001). Des données plus importantes sont nécessaires pour définir la
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composition ionique de cet océan sur Europa. Les modéles suggerent que cet océan serait
hypersalé et composé de Nd, Mg®*, Ca®*, SO,* et CI (Kargel et al., 2000) permettant ainsi
seulement aux microorganismes halotolérants ou halophiles de s’y développer (Marion et al.,
2003).

En considérant les exemples de Mars, Europa et des météorites, il apparait clair que des
microorganismes pourraient avoir occupé ou avoir été préservé dans le corps des exoplanétes.
Ces microorganismes doivent étre capables de surmonter un grand nombre de stress tel que les
radiations cosmiques et solaires. Kminek et collaborateurs (2003) (Kminek et al., 2003) ont estimé
que les spores pourraient survivre pendant 100 a 160 millions d’années s’ils sont enfouis dans des
sédiments a une profondeur de 3 m sous la surface de Mars. Comme nous l'avons exposé
précédemment, les halophiles extrémes piégés dans des cristaux d’halite sont plus résistants aux

radiations (solaires et cosmiques) que les spores.

En supposant que les microorganismes piégés dans des matrices minérales sont capables
de survivre sur des temps géologiques et ainsi peuvent étre retrouvés sur notre planéte ou sur
d’autres planétes, alors la question du transfert de ces microorganismes d’un corps astral a un
autre peut étre soulevée. La réponse a cette question est reliée a la théorie de la lithopanspermie,
c’est-a-dire a 'hypothése que la vie sur Terre proviendrait de collisions accidentelle entre la Terre
et des corps extraterrestres rocheux qui auraient voyagé a travers I'espace et ensemencé la

Terre.

A part la préservation a long terme, la survie sur le long terme, la protection contre les
radiations, les microorganismes doivent avoir aussi résisté au vide qui régne dans l'espace et
résisté a l'impact du choc du corps extraterrestre surla Terre. L’Archaea halophile Halococcus
chaoviatoris piégée dans des cristaux d’halite peut survivre pendant trois semaines dans I'espace
suggérant que les Haloarchaea peuvent survivre simultanément aux expositions UV et au vide
durant le voyage dans I'espace (Mancinelli and Klovstad, 2000). Les trois semaines d’exposition
ne permettent pas, au vu des temps trées court d’exposition, par rapport au temps de voyage
estimé des corps extraterrestres, d’étayer la théorie de la lithopanspermie. Des expériences plus
longues sont nécessaires pour valider I'hypothése que les microorganismes piégés dans des

matrices minérales peuvent résister sur le long terme a I'exposition aux UV et au vide spatial, par
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exemple, en mesurant le taux de mortalit¢ des microorganismes en fonction du temps

d’exposition.

Le deuxiéme point qui correspond a la résistance des microorganismes piégés dans une
matrice minérale a l'impact du choc entre les deux corps rocheux n’a pas été étudié sur les
Archaea. Des expériences sont nécessaires pour démontrer que des cristaux d’halite piégés dans
le centre d’'un projectile pourrait permettre la survie des microorganismes comme cela a été
démontré dans des météorites ou des fluides d’inclusions ont été retrouvés (Zolensky et al., 1999;
Parnell et al., 2006b).

Les études sur les cristaux d’halite et des fluides d’inclusions peuvent donner des
indications sur la composition en eau, en gaz et renseigner sur la composition initiale du liquide
d’'un corps astral. De plus, les halites représentent un énorme potentiel pour contenir et préserver
des macromolécules et des microorganismes, et plus précisément des halophiles extrémes, sur

des temps géologiques.
lll. Les bassins hypersalés anoxiques profonds de Méditerranée.

l11.1. Introduction

Les bassins ou lacs hypersalés profonds ont été mis en évidence dans le Golfe du Mexique
(Joye et al., 2005; Joye et al., 2009), en Mer Noire (Aloisi et al., 2004), en Mer Rouge (Eder et al.,
1999; Eder et al., 2001; Eder et al., 2002) et en Méditerranée (Van Der Wielen and Heijs, 2007,
Daffonchio et al., 2006). La formation de ces réservoirs profonds hypersalés est conditionnée par

des processus géologiques, eustatiques, un contexte topographique et a un climat favorable.

En 1961, des relevés de mesures sismiques réalisées sur le bassin Méditerranéen vont
révéler la présence d’une formation géologique située entre 100 et 200 m sous le niveau de la mer
(Hersey, 1965). Cette caractéristique géologique nommée réflecteur M, suit parfaitement les
contours du fond de la Mer Méditerranéenne actuelle, suggérant ainsi que cette couche se soit
déposée dans le passé (figure 9). L'origine de cette couche a été trés largement interprétée
comme étant un dépét de sels. Cependant de nombreuses interprétations quant a 'adge et a la

formation de cette couche de sels vont étre émises.
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Figure 9: Présence du réflecteur M qui correspond sur I'image au « Top of Messinian evaporites » d’aprés
Cita, 2006.

C’est seulement en 1970, au cours de la campagne 13 du programme de forage de l'océan
profond (Deep Sea Drilling Project) en Méditerranée occidentale exécutée sur le navire Le Glomar
Challenger que fut révélé pour la premiere fois la présence d’évaporites du Messinien dans le
bassin baléarique en Méditerranée (Hsu et al., 1973). Cette découverte majeure va susciter un
intérét scientifique important de la part de la communauté pour comprendre et expliquer la
présence de cette masse salifére sous le plancher océanique. Ce n’est que tout récemment qu’un
consensus, sur la chronologie des différents processus qui ont déclenché la crise saline du
messénien et qui permet d’expliquer les différentes observations, a été obtenu (Rouchy and
Caruso, 2006; Cita, 2006).

l1l.2. Crise Saline du Messinien.

Il y a un peu moins de 6 Ma, le bassin Méditerranéen a été le siege d'un événement hors

du commun et de dimension exceptionnelle : la "Crise de Salinité Messinienne" (Hsu et al., 1973).
Cet événement d’origine tectonique, eustatique et de courte durée a I'échelle géologique (environ
600 000 ans) constitue I'un des plus grands épisodes évaporitiques de I'histoire de la Terre. Ses
effets spectaculaires se sont traduits par d’importantes variations des parameétres physico-
chimiques des masses d’eau méditerranéennes (salinité, température, oxygeénation), de la
profondeur d’eau dans les bassins (périphériques d’abord, profonds ensuite) et constitue une crise
écologique majeure.

Jusqu'au début des années 90, la durée et la position chronologique de I'événement

Messinien demeurent encore imprécises, et sont sujettes & de nombreux débats. A I'heure
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actuelle, la chronologie établie fait I'objet d’'un consensus général : la Crise de Salinité
Messinienne a débuté vers 5,96 Ma par le dépdt d’évaporites dans les bassins périphériques
méditerranéens et s’est achevée vers 5,33 Ma par la remise en eau de la Méditerranée et le retour
aux conditions océaniques de mer semi-ouverte. |l est en effet aujourd’hui admis que la cause
majeure de la crise saline du Messinien est la résultante d’'une combinaison complexe de
processus tectoniques et glacio-eustatiques qui ont progressivement et finalement isolés la Mer
Méditerranée de 'Océan Atlantique.

Les processus tectoniques au niveau du détroit du Gibraltar ont entrainé une baisse des
entrées d’eau de I'Océan dans la Méditerranée. La Méditerranée a un régime hydrologique
complexe et se caractérise actuellement par un bilan hydrique négatif. L’évaporation sur le bassin
est supérieure aux apports deau douce (pluie et ruissellement). En l'absence d’apports
complémentaires, le niveau marin méditerranéen moyen s’abaisserait de l'ordre de 1 m/an.
L’excés d’évaporation est principalement compensé par les eaux atlantiques de surface qui
entrent au niveau du détroit de Gibraltar. En plus d’'un volume d'eau important, ce flux entrant
fournit du sel au bassin méditerranéen. Il est compensé en profondeur par un flux sortant
constitué d’eaux méditerranéennes plus salées qui s’épandent dans I'Océan Atlantique a une

profondeur de 1000 m (figure 10).
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Figure 10: bilan hydrique du bassin Méditerranéen.

Il 'y a approximativement 7 Ma, une période glaciaire a démarré a la fin du Miocene,
entrainant une augmentation de I'épaisseur de la couche de glace au péle qui a été bien
documenté en Antarctique (Rouchy et al., 2006). Le réle de l'eustatisme a pu étre mieux

appréhendé par les mesures du 5'%0 benthique. Ces mesures ont révélé deux périodes trés
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distinctes, en effet de fortes valeurs en 8 80 sont corrélées a une forte influence glaciaire. Une
premiére période entre 6,3 et 5,57 Ma marquée avec deux pics majeurs de glaciation TG20 et
TG22 respectivement a 5,85 et 5,75 Ma, le pic TG 12 marque la fin de la période glaciaire (figure
12 ; Rouchy et al., 2006). Une période de glaciation (production de glace aux niveaux des pdles)

a pour consequence une diminution du niveau de la mer. L’amplitude de la baisse du niveau de la
mer a été estimée d’'une dizaine de metres jusqu’a 100 m. Ces fluctuations sont suffisamment
importantes pour aggraver les effets de la tectonique qui restreints les entrées d’eau de I'Océan
Atlantique en Mer Méditerranée et permettre ainsi le déclenchement de la crise saline du
Messinien. Cette premiére période correspond au premier stade d’évaporation que comprend
'épaisse couche inférieure d'évaporite constituée d’halite (NaCl) associée a des couches de
potassium et magnésium superposées. Ce processus est corrélé a un climat aride trés important

en Méditerranée et un niveau trés faible de 'océan a cette période.

La seconde étape d’évaporation, comprenant les évaporites supérieures majoritairement
composeées de sulfate de calcium et de dépbts sédimentaires, correspond a la période glaciaire a
partir de 5,6 Ma (figure 11). Cette période se caractérise par des entrées constantes d’eau de
mer qui vont restaurer ponctuellement des conditions marines dans la partie ouest de la
Méditerranée mais aussi a une augmentation des entrées en eau douce dans tout le bassin. Le
régime hydrique avait entrainé des processus d’érosions trés actifs pendant cette période. De
plus, la grande majorité des marqueurs sédimentaires, géochimiques et biologiques argumente
pour une dominance d’eau douce a saumatre dans le bassin Méditerranéen épisodiquement
interrompu par des conditions hypersalées.

La fin de la crise saline du Messinien est caractérisée par un changement hydrique qui est
considéré comme exceptionnellement rapide a I'échelle géologique. Ce changement a été causé
par un évenement géodynamique qui a ré-ouvert de fagon abrupt les connections avec 'Océan
Atlantique au travers du détroit de Gibraltar (figure 12). Au début du Pliocéne, le bassin
Méditerranéen retrouve son niveau original d’eau de mer suite aux entrées d’eau de I'Atlantique.

Les évaporites du Messinien et les dépbts clastiques sont lentement recouverts par des boues
hémipélagiques, des sédiments terrigénes qui continuent encore a se déposer aujourd’hui
(Rouchy et al., 2006; Cita et al., 2006).
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Figure 11: Distribution des évaporites en Méditerranée. En rose les dépots de gypse, en rouge les dépdts de

Halites, de potassium et de magnésium.
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Figure 12: Corrélation entre les principaux changements hydrologiques, climatiques et les dépots
d’évaportites en Mer Méditérranée d’aprés Rouchy, 2006.

Dans un intervalle de temps de moins de 650 000 ans, plus d’ 1 million de km > de roches
évaporitiques (principalement du gypse et de la halite) ont été déposés dans la partie plus

profonde du bassin Méditerranéen, atteignant a certains endroits une épaisseur de plus de 3 km.
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lll.3. Formation des bassins anoxiques profonds hypersalés (DHABs) de

Méditerranée.

La ride méditerranéenne est un relief sous-marin constitué d’'une chaine de montagnes
immergée (longueur 1500 km, largeur 200-250 km), qui s’étend de la Mer lonienne au bassin
Levantin. Selon les secteurs, les crétes de la ride dominent de un a deux kilométres le fond des
bassins, les plaines et les fosses abyssales ont une profondeur de 3000 a 4000 m (profondeur
moyenne : 3500 m). La ride méditerranéenne est un prisme d’accrétion qui résulte de la
convergence des plaques Africaine et Européenne dont la vitesse de convergence a été estimée
de 35 a 38 cm/an (Le Pichon et al., 1982). La plaque tectonique Africaine plongeante favorise
'accumulation des sédiments marins et les comprime contre la plaque Européenne sus-jacente.

La subduction de la plaque Africaine se produit dans une direction Sud-Ouest/Nord-Est et les
sédiments sont comprimés jusqu'a former des écailles qui se redressent venant former un
bourrelet caractéristique de la subduction. La topographie de la ride Méditerranéenne est unique.
C’est une topographie bosselée, vallonnée (nommée « Cobblestone topography »), créée par une
alternance de bassins et de reliefs verticaux. L’origine de cette topographie unique est reliée a la
présence des évaporites du Messinien qui s’étendent sous une fine couche, inférieure a 200 m
d’épaisseur, de sédiments hémipélagiques du Plio-Quaternaire.

L’existence de bassins hypersalés sur la ride Méditerranéenne s’explique par le contexte
geéologique et la topographie de cette région. La dissolution des évaporites est activée quand en
présence d’un relief vertical, la couche de dépdét sailfere présente sous la couche de sédiments se
retrouve en contact avec I'eau de mer. Une saumure dense est produite et va occuper le fond de
la zone de dépression.

Trois processus vont controler I'évolution des bassins : i) la topologie du bassin, ii) la
présence permanente d'évaporites qui affleurent et qui vont alimenter la saumure et iii) une
protection contre les courants marins qui pourraient lessiver la saumure. La conséquence de ces
processus résultera soit en une augmentation, une diminution ou un état constant du lac de
saumure.

Le premier bassin hypersalé anoxique profond, Tyro, a été découvert au sud de la Créte en
1983 par Jongsma et colaborateurs (Jongsma et al., 1983). Un an plus tard, un second bassin,
nommé Bannock, est découvert au Nord de la Libye sur la ride Méditerranéenne (Parisi et al.,
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1987). En 1994- 1995 au cours du projet européen MEDRIFF (Mediterranean Ridge Fluid Flow),
dans une zone trés restreinte qui sera par la suite appelée le Corridor de MEDRIFF sur la ride
Méditerranéenne, sont découvert les bassins Urania, Atalante et Discovery au cours de trois
campagnes océanographiques sur trois navires de recherche différents qui donneront leurs noms

a ces différents bassins. Au cours de ce projet, des spéculations sont émises quant a la présence
d’autres bassins hypersalés dans cette zone. En septembre 2008, au cours d’'une campagne
océanographique programmée au Sud-Est du corridor MEDRIFF sont découverts 3 nouveaux
bassins nommeés Thetis, Medee et Kryos (figure 13) (La Cono et al., 2011; Yakimov et al., 2013a;
Yakimov et al., 2015b).

Figure 13: Localisation des bassins anoxiques profonds (DHABs) de Méditerranée (d’aprés Yakimov,

2013).

lll.4. Caractéristiques physico-chimiques d’'une saumure.

La surface de ces saumures Méditerranéennes se trouve entre 3 et 3,5 km sous le niveau
de la mer et leur densité est comprise entre 5 et 13 fois celle de I'eau de mer. En raison d’un
contraste de densité de 20 a 30 % entre la saumure et la colonne d’eau subjacente, les DHABs
(Deep Hypersaline Anoxic Basin) sont séparés de I'eau de mer par une étroite interface, en
général inférieure a 2 m dépaisseur. Bien que certains DHABs soient trés proches

géographiquement, notamment pour ceux situés dans le corridor de MEDRIFF, les différences de
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composition et de concentration des éléments chimiques composant ces saumures suggérent que
les processus qui ont conduits a leurs formations sont qualitativement différents (Cf Tableau 1).

L’eau de mer, peut étre concentrée par évaporation jusqu’a 10 fois sans que les sels
précipitent. La salinité de la saumure formée est alors inférieure a 330 %.. Cette saumure est alors
appelée stade précoce de saumure primaire thalassique (ESPB : Early Stage Primary Brine). A ce
stade les proportions de tous les ions majeurs sont caractéristiques de I'eau de mer. Si le
processus d’évaporation se poursuit, la salinité augmente, les sels précipitent et changent ainsi la
proportion des ions dissous, pour former le stade tardif de saumure primaire athalassique (LSPB :
Late Stage Primary Brine). Deux processus peuvent permettre d’expliquer la naissance d’une
saumure athalassohaline; d’'une part I'utilisation du model PHRQPITZ (Wallmann et al., 1997) a
révélé qu’'une saumure athalassique riche en chlorure de magnésium peut étre obtenue quand
'eau de mer est soumise a une évaporation allant jusqu’a la précipitation du Bischofitte (MgCl  »,
6H20), précipitation obtenue quand 995 g du kilogramme d’eau de mer initial sont évaporé
(LSPB). D’autre part, une composition similaire a une saumure athallassique peut étre obtenue
par mélange d'une eau de mer stabilisée avec des cristaux de bischoffite et de Kainite
(KMg4Cl4(SOs4)4.11 H20). On parle alors de saumure secondaire (SB: Secondary Brine).
L’analyse de la concentration en lithium permet de déterminer l'origine de la saumure
athallassique. En effet, dans le cas d’'une LSPB, la concentration de ce cation va s’accroitre de
maniére linéaire car ce cation ne précipite pas avec les autres évaporites en présence de fortes
concentrations en magnésium. Si la concentration en lithium est proportionnellement plus faible
que la concentration en sels de la saumure, ’hypothése admise pour la formation de la saumure
est une solubilisation des cristaux de bischoffite dépourvus de lithium formés suite a I'évaporation
totale de 'eau de mer (Wallmann et al., 1997; Wallmann et al., 2002).

Classiquement, la séquence de précipitation de sels de I'eau de mer soumis a une
évaporation est la suivante : tout d’abord une précipitation des sels de calcium insolubles est
observée, puis la précipitation des Halites (NaCl), du Kiesérite (MgSQ.H20), de la Carnalite
(KMgCls.H20), de la Kainite (MgSO 4.KClI3 H20) et enfin la formation de Bischoffite (MgCl 2.6H20),

qui est le sel le plus soluble parmi les sels d’évaporites marins (Figure 14).
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Figure 14: Représentation des différents dépots de sels en Mer Méditerranée d’aprés Rouchy,
2006.

En fonction des conditions géologiques et climatiques, les saumures formées et les
évaporites accumulées, vont étre stockées sous le plancher océanique pendant des millions
d’années. Comme nous 'avons décrit précédemment ce sont principalement les mouvements de
convergence des plaques et la tectonique associés a une fine couche sédimentaire du Pliocéne-
quaternaire qui vont engendrer l'affleurement des dépbts saliféeres et la formation de saumures
dans des bassins. Ces bassins hypersalés localisés a des profondeurs de plus de 3000 m et
dépourvus d’oxygéne seront cités dans la suite du mansuscrit en utilisant I'acronyme de DHABs
(Deep Hypersaline Anoxic Basin). Cependant ce seul phénoméne ne peut expliquer les
différences de composition et de concentration en sels observés et mesurés dans les bassins.
Des processus autres que le simple affleurement des évaporites du Messinien au contact de I'eau
de mer pourraient expliquer les différences chimiques observées entre les différents bassins tres
proches géographiquement. L’activité tectonique au niveau de la ride méditerranéenne conduit a
des tensions et a la formation de fractures au niveau du plancher océanique, fractures a travers
desquelles 'eau de mer va pénétrer dans les couches profondes du sédiment pour atteindre la
couche de surface des évaporites. La pénétration de I'eau de mer dans les sédiments est
amplifiée par la pression hydrostatique régnant a ces profondeurs (environ 35 MPa) qui favorise
également la dissolution des évaporites de surface. Cette premiére couche de surface des
évaporites comprend les sels les plus solubles. La dissolution de ces sels engendre la formation
de saumure interstitielle qui se crée entre la couche salifere profonde et le sédiment du Pliocéne-
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quaternaire. Cette formation peut entrainer I'effondrement de la couche sédimentaire supérieure

et permettre la formation d’'un bassin aux caractéristiques chimiques particuliéres.

Tableau 1: Composition chimiques et autres propriétés des différentes saumures.

ATHALASSOHALINE THALASSOHALINE
Discovery Kryos L'Atalante Urania Medee Thetis Tyro Bamnock Eaude Mer

Salinité, pkg’ 510 4m 352 240 343 348 321 323 3
Profondenr du basin 3580 3337 3428 2429 2920 3258 3350 3300
Sous la surface de l'eaw, m
Profondenr de la saummre, m 55 160 80 162 157 100 500
Témpéramre de 1z saummre, °C 16.1 145 143
Densité, kg 1" 133 131 123 1.13 122 122 121 121 103
Na, gkg' 193 284 107 81 % 110 121 97 1215
cl, gk 360 321 188 132 187 188 190 191 e
Mz, zke 125 107 16 75 19 15 172 16 146
K gke! 35 33 144 477 186 ] 0.74 495 044
Ca, gky 0.04 0.04 03 1.26 012 036 142 0.65 046
504, gkg' 10.6 31 32 102 193 54 5 13 305
Br gk 881 5.6 049 0.72 52 0.48 01 0.72 0.07
Li mgkz 49 37 0s 29 11 0.62 0.52 2 0.17
H25, meke' 20 41 of 51 55 2 71 96
NH4, mgkg' 1 16 52 52 42 50 23 60

Les DHABS sont des environnements caractérisés par de fortes pressions hydrostatiques
(>35 MPa), I'absence totale de lumiére (pas de photosynthése) et des concentrations extrémes en
sels (salinité > 30% ; 10 fois plus salés que I'eau de mer normale). lls sont aussi caractérisés par
la présence de fortes concentrations en ammonium, en hydrogéne sulfuré et en manganése. Les

DHABSs peuvent étre considérés comme des lacs hypersalés sous-marins.

lll.5. Détection des bassins hypersalés anoxiques profonds et échantillonnage

des saumures.

Lors de campagnes océanographiques les DHABs sont détectés grace a la signature
caractéeristique de réflexion du signal acoustique sur les images de données sismiques (figure 15).

En effet, une réflexion sismique bien définie est identifiée a l'interface entre 'eau de mer et la

46



saumure. Une fois que cette signature est révélée, il est nécessaire d’échantillonner pour certifier

la présence d’une saumure.

38,72 psu| [13.87°C

Figure 15: A gauche superposition du profil sismique et du profil CTD. En bleu le profil de salinité, en rouge le
profil de température. A droite la reconstruction en 3D du bassin Thetis, bassin mis en évidence par la

couleur bleue (d’aprés La Cono, 2011).

L’échantillonnage est en général réalisé a I'aide d’'un carrousel équipé de bouteilles Niskin
(de 12 a 24 en général) et d’'une sonde CTD. Une CTD (Conductivity Temperature Depth) est une
sonde mesurant la conductivité, la température et la profondeur de l'eau. D’autres capteurs
peuvent étre associés a la sonde CTD pour mesurer par exemple la concentration en oxygéne, le
pH, la salinité, la fluorescence, le potentiel-redox. Dans le cadre de sa politique de recherche en
milieu marin, I'Union Européenne a financé le projet GEOSTAR (GEophysical and Oceanographic
STation for Abyssal Research) dont I'objectif premier était la mise en place d'un observatoire
marin profond. Au cours de ce projet a été développé un robot téléopéré le MODUS (Mobile
Docker for Underwater Sciences) qui a été exploité dans le projet BIODEEP égalment financé par
I'Union Européenne (Malinverno et al., 2006). Le MODUS est un robot téléopéré pouvant plonger
dans les grands fonds, suspendu a un cable électromécanique permettant la navigation. Sa
mobilité horizontale est possible grace a des propulseurs électriques. La mobilité verticale est
assurée par un treuil relié au navire de recherche. La caractéristique du MODUS par rapport aux
autres ROV est la possibilité pour le MODUS de pouvoir supporter des charges tres lourdes
(jusqu’a 30 kN). Dans le cadre du projet BIODEEP qui se focalisait sur I'étude de la vie

microbienne dans les DHABs, le MODUS a été utilisé et associé a deux autres modules le
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SCISKID et le SCIPACK (figure 16). A l'aide du MODUS et du module SCISKID équipés de
caméras, les opérations de prélévements dans la zone de linterface entre 'eau de mer et la
saumure ont pu étre réalisées avec plus de précision comparée a des prélevements classiques
réalisés avec un carrousel. Le SCIPACK est équipé de bouteilles NISKIN, d’'une sonde CTD et de

différents capteurs.

TSe—=a Flaocr

Figure 16: Schéma opérationnel du déploiement du MODUS et du SCIPACK a partir du navire de Recherche. A
: mise a I’eau du SCIPACK. B : Déploiement du MODUS avec le SCISKID. (D’aprés Maliverno, 2006).

IV. Ecologie microbienne des DHABSs.

IV.1. Formation de la chemocline.

En raison d’'un contraste de densité de 20 a 30 % entre la saumure piégée au fond du
bassin et 'eau de mer de I'océan profond subjacente, les DHABs vont étre séparés de I'eau de
mer par une étroite interface, en général inférieure a 2 m d’épaisseur. Dans cette interface se
dessine une chemocline qui correspond a un changement brutal de la valeur de différents
parameétres physico-chimiques : salinité, oxygéne, potentiel redox. L'exemple illustré ci-dessous
représente la chemocline du bassin hypersalé Thetis (figure 17). Entre 'eau de mer et la saumure
une zone d’interface de deux metres d’épaisseur, entre 3258 et 3260 métres, se dessine, dans
laquelle les concentrations en oxygéne et en sels varient considérablement. En général dans les
différents bassins hypersalés nous retrouvons cette structure et définissons dans la zone
d’interface plusieurs compartiments : une interface haute (upper interface), une interface centrale

(middle interface) et une interface basse (lower interface). Entre I'eau de mer et I'interface haute, il
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est parfois décrit une zone de transition qui correspond a un changement lent mais notable de la

salinité (Yakimov et al., 2015a).
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Figure 17: Représentation de I’halocline du bassin Thetis d’aprés La Cono, 2011. Les cylindres T1, T2 et T3

représentent les zones de préléevements réalisés avec les bouteilles Niskin.

Enfin, dans certains bassins comme Medee sous la zone de linterface basse on peut
définir plusieurs saumures, qui se différencient en fonction de la concentration en sels (Yakimov et
al., 2013b) (figure 18).
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Figure 18: Chemocline du bassin Medee d’aprés Yakimov, 2013, illustrant la présence de plusieurs saumures

(L1 a L4) de salinité croissante.

Le bassin Urania est associé a un volcan de boues actif dans sa partie profonde la plus a
I'Ouest du bassin la présence d’un volcan de boues actif et constitue un bassin unique en son
genre. Au niveau de ce volcan, des anomalies thermiques ont été mesurées avec des
températures atteignant 45°C (Yakimov et al., 2007a). Des analyses chimiques ont révélé que des
boues chaudes enrichies en méthane (800 uM) provenaient d’'un réservoir sédimentaire plus
chaud et localisé sous les évaporites du Messinien (Charlou et al., 2003). En dépit du fait que les
boues soient plus chaudes et moins salées (salinit¢ 10%, température 45°C) que la saumure
située au-dessus du volcan (salinité 27%, température 16°C), le mélange des deux compartiments
ne se réalisent pas, en raison de la plus haute densité de la couche du fond riche en argile (figure
19).
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Figure 19: Profils de salinité et de température au-dessus du volcan de boue dans le bassin Urania (b). La

fleche jaune indique la présence du volcan sous la saumure du bassin Urania (d’aprés Yakimov, 2007).

IV.2. Mesure et mise en évidence d’activités microbiennes dans les DHABSs.

Les activités microbiennes telles que la méthanogenése et la sulfato-réduction ont été

mesurées dans quatre DHABs de 'Est Méditerranéen : L’Atalante, Discovery, Urania et Bannock
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(van der Wielen et al., 2005). Les échantillons ont été collectés a 'aide de I'équipement MODUS-
SCIPACK au niveau de I'eau de mer du fond, de la zone d’interface a la saumure. L’activité de
méthanogenése a été estimée en quantifiant la cinétique de production du méthane produit dans
'atmosphére des flacons sérums anaérobies qui ont été amendés d’échantillons de saumure ou
de sédiments, avec ou sans précurseurs de la méthanogenése. Le taux d’activité de sulfato-
réduction a été estimé en mesurant la production de sulfure marqué en %S a partir du sulfate *°S
injecté.

Par opposition a la concentration en méthane dissous présente dans I'eau de Mer avec des
concentrations maximales atteignant 2 a 4 nM, les DHABs contiennent des quantités importantes
de méthane : une dizaine de micromolaire dans Discovery, plusieurs centaines de micromolaires
dans Bannock et L’Atalante et millimolaires dans Urania. La production de méthane observée
était minimale dans I'’eau de mer naturelle, puis elle augmente de fagon graduelle dans l'interface
puis de l'interface haute vers l'interface basse et était maximale dans la saumure. La production
maximale de méthane a été enregistrée dans le bassin Urania ou les valeurs maximales de
méthane dissous ont aussi été mesurées. La réduction du sulfate a été mise en évidence dans
tous les échantillons analysés. La réduction du sulfate était maximale a I'interface pour les bassins
Discovery et L’Atalante. Dans le bassin Bannock, la réduction des sulfates diminue dans
linterface basse et était maximale dans linterface haute. Les mesures des taux d’activités de
sulfato-réductions sont 2 a 3 fois plus importantes dans les bassins Urania et L’Atalante par
rapport aux bassins Bannock et Discovery. De la méme fagon, les mesures de sulfato-réduction
les plus fortes ont été observées dans le bassin L’Atalante qui contient aussi les concentrations en
sulfate les plus importantes ainsi que dans Urania ou des concentrations importantes en sulfure
sont détectées (Van der Wielen et al., 2005 ; Daffonchio et al., 2006).

Dans cette méme étude, réalisée par Van Der Wielen et collaborateurs, des mesures de
I'activité métabolique ont été réalisées. La dégradation de deux substrats fluorogéniques, tels que
la L-Leucine-7-amino-4-methylcourmarin et le 4-methylumbelliferyl-phosphate permettant de
révéler l'activité aminopeptidase d’'une part et l'activité phosphatase d’autre part par des
ectoenzymes, a été déterminée. L’assimilation de I'acide glutamique marquée au C a aussi été

mesurée.
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Tableau 2: Synthése des activités métaboliques mesurées dans différents DHABs (d’aprés
Daffonchio, 2006).

Characteristics determined L’Atalante Bannock Urania  Discovery Discovery Seawater
brine brine brine brine interface

Metabolic activities

Aminopeptidase activity 0.46 0.13 0.16 1.34 2.38 0.27
(nmol AMC liter™ iv)

Phosphatase activity (nmol n.d. 1.46 1.14 2.52 0.92 5.86
MUTF liter ' h™h)

Glutamic acid uptake (pmol  n.d. 3.49 1.23 2.93 236 98.05
liter™ h_l)

Methane production rate (uM 16.93 4.24 85.79 2.65 226 0
CH,4 cla}'_l)

Sulfate reduction rate (uM 82.15 7.80 29.82 2391 16.27 0.236
HaS day ™)

Les activités des ectoenzymes, l'assimilation de l'acide glutamique, la réduction des
sulfates et la production de méthane sont détectées a la température in situ dans la saumure et
dans les échantillons de la zone d’interface. Ces résultats démontrent que les microorganismes
peuvent étre actifs dans les conditions extrémes du bassin athallassique Discovery. Les taux
d’activités ectoenzymatiques sont plus élevés dans la saumure de Discovery que dans les
trois autres bassins thalassiques. Au contraire, la production de méthane et la sulfato-réduction
sont plus faibles a Discovery que dans les autres bassins. Ces résultats semblent indiquer que les
processus métaboliques hétérotrophes sont plus importants que la méthanogénése et la sulfato-

réduction dans le bassin Discovery (Daffonchio et al., 2006).

IV.3. Mesure de ’abondance microbienne.

Les mesures d’abondance des microorganismes dans les DHABs sont classiquement
réalisées, apres fixation des échantillons, a I'aide de fluorochromes intercalant 'ADN (ex : 4’, 6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI)). Le suivi de Il'abondance microbienne dans les DHABs
démontrent une augmentation significative du nombre de microorganismes dans la zone interface
par rapport a la quantité de microorganismes présent dans l'océan profond et la saumure elle-
méme (Daffonchio et al., 2006 ; Van Der Wielen et al., 2005 ; La Cono et al., 2011 ; Yakimov et
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al., 2007; 2013; 2015). A environ 3000 métres de profondeur le nombre de microorganismes est
compris entre 1,6. 10% et 3,9. 10* cellules/mL (Van der Wielen, et al., 2005; Yakimov et al., 2015).
Pour les saumures, il a ét¢ dénombré 7,8. 10 cellules/mL pour L’Atalante, 4,7 10* cellules/mL
pour Bannock, 1,5. 10° cellules/mL pour Urania, 1,9. 10* cellules/mL pour Discovery, 8 10*
cellules/mL pour Medee, 4,6. 10° cellules/mL pour Kryos, 7,11. 10* cellules/mL pour Thetis.
L’ensemble des dénombrements réalisés dans les différentes zones de linterface (haute,
moyenne, basse) indique une augmentation du nombre de microorganismes pour 'ensemble des
différents bassins. L'ordre de grandeur a retenir est d’'une augmentation d’au moins un facteur 10

en concentration cellulaire dans linterface. Dans le bassin thalassique Thetis, la concentration
cellulaire maximale est atteinte a des salinités de 12,3%, ce qui correspond a la zone de l'interface
basse du bassin avec des valeurs de 5,58. fOcellules/mL (La Cono et al., 2011) (figure 20).
Dans le bassin athallassique Kryos, les concentrations cellulaires maximales sont observées dans

la couche de l'interface correspondant a la limite chaotropique des macromolécules biologiques

de & la concentration en magnésium avec des valeurs de 5,57. 10 ° cellules/mL (Yakimov et al.,
2015).
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Figure 20: Evolution de 'abondance bactérienne dans le bassin Thetis d’aprés La Cono, 2011.
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En paralléle de ces mesures d’abondance microbienne, le ratio entre le nombre de Bacteria
et d’Archaea a, dans certains cas, été calculé. Cette mesure a été réalisée en employant la
technique FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) a I'aide de sondes spécifiques du domaine
Bacteria (EUB338) et du domaine Archaea (ARCH915) (Van Der Wielen et al., 2005). Les
auteurs conscients des mises en oeuvre de cette technique sur des environnements hypersalés,
font 'hypothése que les problémes d’hybridation a fortes salinités ont le méme impact aussi bien
sur les bactéries que sur les archées. Les auteurs établissent alors une abondance relative et
I'exprime ensuite sous la forme d’un ratio bactéries sur archées. Les résultats indiquent que les
microorganismes appartenant au domaine Bacteria dominent dans les bassins de L’Atalante,
Bannock, Discovery. Par contre I'abondance relative des Archaea est plus importante dans le
bassin Urania.

Plus récemment, la technique CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition coupled with
Fluorescence In situ Hybridization), variante de la technique FISH qui permet d’augmenter la
sensibilité de la technique a été utilisée sur des échantillons du bassin Medee (Yakimov et al.,
2013 ; Yakimov et al., 2013b). Les résultats ont démontré la aussi une dominance en abondance
relative du domaine Bacteria par rapport au domaine Archaea de I'eau de Mer jusqu’a la saumure
(figure 21).
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Figure 21: Profil d’abondance microbien en fonction de la profondeur a I’'aide dun intercalant de ’ADN

(Dapi, Jaune) et de sondes spécifiques des Bacteria et Archaea d’aprés Yakimov, 2013.

On note sur cette figure (figure 21) que dans la saumure, les représentants archéens
appartiennent en grande partie au phylum des Euryarchaeota, et que l'addition du nombre des
archées plus le nombre des bactéries ne couvre pas la valeur estimée de l'abondance
microbienne totale évaluée a I'aide du DAPI. La sous estimation des densités cellulaires Bacteria
et Archaea par rapport aux abondances totales s’explique par la spécificité des sondes utilisées

d’'une part et les conditions d’hybridation d’autre part.

IV.4. Diversité moléculaire dans les DHABs.

Pour étudier la diversité microbienne al'aide d’outils moléculaires, les échantillons collectés
sont en général filtrés avec des tailles de pore de 0,2 uym afin de concentrer les cellules. Le

volume filtré va dépendre de la densité du liquide. En effet, plus la densité augmente, plus le filtre
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se sature rapidement. Les filtres sont ensuite congelés (-20°C, -80°C) avec ou sans liquide de
suspension dans le filtre avant que les ADN ou les ARN soient extraits.

Dans I'étude des bassins Bannock, L’Atalante, Urania, Discovery, 'ADN des différents
échantillons sont extrait selon une méthode employant une lyse chimique, enzymatique
etmécanique. Enfin les ADN sont extraits a I'aide d’'une étape phénol/chloroforme (van der Wielen
et al.,, 2005). L'amplification des génes codant pour 'ARNr 16S est réalisée en utilisant des
amorces universelles puis ces amplicons sont clonés dans un vecteur de clonage. Au total 90
clones bactériens et 90 clones archéens ont été séquencés. Dans les 4 saumures analysées des
4 bassins, la mise en évidence d'une nouvelle division candidate est révélée. Cette division
candidate nommée MSBL1 (Mediterranean Sea Brine Lake 1) représente de 50 a 91% des clones
archéens retrouvés dans les saumures. L'analyse phylogénétique de ces séquences positionne
cette nouvelle lignée dans une branche profonde des Euryarchaeota. L’activité potentielle de
méthagenése a été attribuée a cette lignée MSBL1 dans les DHABs en raison de leur position
phylogénétique proche de groupes méthanogénes. La diversité bactérienne est quant a elle plus
diversifiée avec des séquences identifiees dans les Gamma, Delta et Epsilon-protéobactéries, des
Sphingobacteria et des séquences appartenant a la division candidate KB1. Cette derniére
division candidate avait été mise en évidence la premiere fois dans le bassin profond hypersalé de
Kebrit en Mer Rouge (Eder et al., 1999). La lignée KB1 forme une branche profonde dans I'arbre
du vivant entre les Aquificales et les Thermotogales (Reysenbach, 2015a ; Reysenbach, 2015b).

L’étude réalisée par Daffonchio et collaborateurs (2006) sur le bassin Bannock montre la
présence de 5 autres divisions candidates, noté MSBL2, a 6. Dans leur approche, les auteurs
réalisent des banques de clones a partir de 'ADNr 16S amplifié par PCR mais aussi a partir des
ADNrc 16S proxy généralement utilisé comme marqueur d’activité. La division candidate MSBL2
est phylogénétiquement proche de la division candidate SB1 qui avait été identifiée au niveau du
bassin hypersalé profond Shaban localisé lui aussi en Mer Rouge. Les séquences affiliées a cette
division sont retrouvées dans la zone d’interface de différents bassins hypersalés mais pas dans
la saumure. Les divisions candidates MSBL3, a 6 sont retrouvées dans les parties les plus
profondes et les plus salées des bassins, nous indiquant que les représentants de ces lignées
sont probablement adaptés aux conditions hypersalées.

La question de la stabilité des marqueurs génétiques (ADN et ARN) en condition hypersalée

fut appréhendée dans le cas du bassin athalassique Discovery (Hallsworth et al., 2007b). Les
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fonctions métaboliques de méthanogénése et de sulfato-réduction qui avaient été mises en évidence
par Van der Wielen (2005), ainsi que les génes codant pour ’ARNr 16S vont étre ciblées. Les génes
ciblés pour la méthanogénéese sont mcrA, qui code pour la sous-unité alpha de la methylcoenzyme

M reductase, et dsrAB codant pour la sous-unité alpha et Beta de la sulfite reductase dissimilatoire.
Les résultats démontrent que les génes codant pour 'ARNr 16S sont détectés soit par rétro-
transcription ou amplifiés directement par PCR tout le long de la chemocline jusque dans la saumure
(5 M MgCly). De la méme fagon, les génes mcrA et dsrAB ont été détecté par amplification direct de
'ADN tout le long de I'halocline jusque dans la saumure. A linverse, la rétro-transcription puis
amplification par PCR des ARNm des génes dsrAB et mcrA n’ont été détecté que des échantillons
montrant une concentration maximale de 1,88 M de MgCl, pour le géne dsrAB et de 2 ,23 M pour le
gene mcrA. Ces résultats indiquent d’'une part que la méthanogenése et la sulfato-réduction ne
seraient actives que dans la partie haute de linterface ou les concentrations en MgCIl , sont
inférieures a 2,23 M. D’autre part 'amplification par PCR de tous les marqueurs dans I’ halocline et

la saumure suggére que les cellules sont mortes ou non métaboliquement actives et que les
marqueurs biologiques restent stables et intégres. Pour répondre a la question de la stabilité des
marqueurs génétiques en présence de fortes concentrations en MgCl » (> 2,23 M), des cellules en
phase exponentielle de croissance de l'espece bactérienne halophile Marinobacter souche D-5,
isolée de la zone interface du bassin Discovery, ont été inoculées dans un milieu contenant 5 M de
MgCl, (Hallsworth et al., 2007). La capacité des auteurs a extraire les acides nucléiques et a
réaliser leur amplification par PCR et RT-PCR a été analysée afin de rendre compte de la stabilité

des acides nucléiques en milieu hypersalé (figure 22).
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Figure 22: Expérience démontrant la stabilitt des ADN, ARN, mRNA en condition hypersalée au cours du
temps (d’aprés Hallsworth, 2007). Dans le cadre C, on observe d‘une part que I’ADNr 16S est amplifié et rétro-
trancrit jusqu’a 45 jours d’incubation et d’autre part que la rétro-transcription et 'amplification du géne gyrB

est négative dés 24 heures d’incubation.
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La figure 22 démontre que les ADN sont trés faiblement dégradés aprés 45 jours
d’incubation et que les ARN 16S et le gene gyrB, qui code pour le géne de la sous-unité béta de
I'ADN topoisomérase, sont amplifiés par PCR sur 'ensemble de la période. A l'inverse, les ARNm
sont rapidement dégradés et 'amplification du géne gyrB n’a été possible que dans I'échantillon
soumis a une heure d’exposition au MgCl ,. La capacité a amplifier TARN 16S sur toute la période
d’exposition reflete une stabilité plus importante des ARNr comparée aux ARNm, mais aussi
certainement du ratio plus important d’ARNTr par rapport aux ARNm dans une cellule (ratio 1000/1,
ARNr/ARNm). Cette étude démontre que i) les signatures de vie dans les milieux hypersalés
doivent étre validées par des bio-marqueurs ayant un temps de vie cours tels que les ARNm et ii)
qgue les approches portant sur I'amplification par PCR des ADN ne donnent pas nécessairement
des résultats valides.

Les DHABs de la Mer Méditerranée sont localisés a une profondeur de plus de 3000
meétres. Les différents équipements qui permettent d’échantillonner cet environnement,
classiguement un carrousel équipé d’'une sonde CTD et de bouteilles Niskin, nécessitent un
certain temps de descente, d’échantillonnage puis de remontée a bord du navire
océanographique. En général on estime a une heure de descente, une heure de remontée, le
temps d’échantillonnage dépend du nombre de bouteilles Niskin a déclencher. Une fois a bord du
bateau, il est nécessaire de mesurer la densité effective du prélévement dans la bouteille Niskin a
la fois dans le haut et le bas de la bouteille a I'aide d’un réfractométre manuel. Pour 24 bouteilles,

il faut environ une heure pour mesurer 'ensemble des densités dans les différentes bouteilles. Si
on ajoute les temps nécessaires a la remontée du carroussel, la mesure des densités dans les
différentes bouteilles sur le pont du navire, les premieres filtrations ne démarrent que trois heures
aprés le prélévement. Ce temps, ainsi que la dépressurisation des échantillons sont des
paramétres a avoir a l'esprit lors de linterprétation des résultats (obtenus par les approches
moléculaires sur les ARN messagers et les approches culturales).

La vie n'est possible qu’en présence d'eau sous forme libre. La disponibilit¢ en eau, ou
activité de I'eau (noté aw), va étre affectée par la présence de sels et peut donc étre une forme
de stress importante pour la cellule. Le chlorure de Magnésium est trés soluble dans I'eau (542
g.L™" 4 20°C) et on peut atteindre des concentrations de 5 M de MgCL , dans des saumures telles
que Discovery ou 4,38 M dans la saumure de Kryos. La présence des ARN messagers du gene

mcrA dans le bassin Discovery a des concentrations inférieures a 2,23 M de MgCl , a été révélée,
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ce qui correspond a une activité de I'eau (aw) de 0,801. L’activité de I'eau est donnée dans une
échelle de 0 a 1, dans laquelle 1 est la valeur maximale de disponibilité de I'eau ou celle de I'eau
pure. Dans le bassin thalassique de L’'Atalante, les ARN messagers du géne mcrA ont été
retrouvés pour une activité de I'eau de 0,741 ce qui correspond a 4,67 M NaCl et 0,41 M MgCl ».
Les résultats démontrent que la vie en présence de fortes concentrations en MgCl » ne serait pas
possible. D’'un autre co6té, des environnements moins riches en MgGIl et associés a d’autres
anions, comme le sulfate qui est trés présent sur notre planéte peuvent abriter des communautés

de microorganismes halotolérants.

Les analyses moléculaires de la diversité microbienne réalisées sur les bassins Thetis (La
Cono et al.,, 2011), Medee (Yakimov et al., 2013) et Kryos (Yakimov et al., 2015) ont été menées
par retro-transcription des ARN puis amplification par PCR. L’ensemble de ces études a permis de
révéler la diversité microbienne dans ces bassins et de proposer I'existence de nouvelles divisions
candidates. Une quinzaine de MSBL divisions candidates sont aujourd’hui répertoriées (Yakimov,

communication personnelle)(figure 23).
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Figure 23: Diversité phylogénétique microbienne du DHAB Medee. La stratification et I’abondance relative de
chaque groupe phylogénétique en fonction des différentes zones de I’halocline sont indiquées sous forme de

pourcentage d’abondances relatives (d’aprés Yakimov, 2013).

Les résultats obtenus démontrent une distribution stratifiée des populations microbiennes
qui se développent dans les différents compartiments du DHAB Medee. En effet, les séquences
des représentants des divisions candidates MSBL1, MSBLS8, KB1, SA1, SA2 ainsi que la division
des Archaeoglobales sont uniquement retrouvés dans la saumure du bassin. Dans linterface,
haute et basse, de nombreuses séquences sont retrouvées (MSBL4, MSBL6, MSBL12,
Planctomycetes, Verrumicrobia...). C’est aussi dans le compartiment interface qu’est montrée la
plus grande diversité (Indice Chao 2, 75%).

L’approche moléculaire réalisée sur le bassin athalassique Kryos (4,38 M de MgCI »)
démontre également une stratification importante des communautés microbiennes en fonction de
'halocline comme dans le cas des bassins thalassiques (Yakimov et al., 2015). De la méme

facon que dans les bassins thalassiques Medee et Thetis, les représentants des divisions
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candidates MSBL1, HC1 (Halophilic Cluster 1) et KB1 deviennent majoritaires dans les
compartiments plus salés du fond du bassin.  D’autre part, les clones affiliés a la division
candidate MSBL1 des bassins Discovery et Kryos forment un groupe séparé des séquences de
MSBL1, issues de bassins thalassiques, suggérant ainsi I'existence d'une communauté
microbienne adaptée aux environnements riches en MgCls.

Des séquences proches des membres des lignées KB1, SA2 et MSBL1, et des genres
Halorhabdus et Halanaerobium sont donc détectées dans les saumures de différents lieux
géographiques du bassin Méditérranéen. La question intéressante qui en découle concerne leur
origine. Certains auteurs suggérent que ces microorganismes seraient disséminés par l'eau de
mer et établiraient des populations une fois retrouvé le biotope nécessaire a leur croissance. Cette
hypothése est peu fiable car les séquences correspondant a ces microorganismes n’ont pas été
retrouvées dans la colonne d’eau. Une alternative intéressante pourrait &tre que la colonisation
des différentes saumures soit réalisée par la dissolution des cristaux de sels formés lors de la
crise saline du Messinien. La diisolution des cristaux de sels permettraient la libération des
microorganismes piégés dans ces cristaux. Si les conditions « in situ » sont en adéquation avec le
potentiel physiologique des microorganismes libérés, ils pourraient se développer a l'intérieur du
gradient formé entre la saumure et 'eau de mer. La Mer Rouge et la Mer Méditerranée ont été
isolées des eaux océaniques, conduisant a la formation d’'un vaste bassin évaporitique et la
formation d’'une couche importante d’évaporites. Pendant cette période, la Mer Rouge et la Mer
Méditerranée étaient connectées, ce qui a pu permettre la formation d’'une couche continue
d’évaporite entre les deux bassins. Cette hypothése permettrait d’expliquer la présence de ces
microorganismes trés proches phylogénétiquement (Ex: KB1, MSBL1, ..) dans les différents

bassins aussi bien en Mer méditerranée que dans la Mer Rouge.

IV.5. Diversité microbienne cultivable dans les DHABSs.

Peu d’études sur ces bassins se sont focalisées sur la culture et trés peu d’isolats ont été
décrits et entierement caractérisés. La premiére étude a été déclenchée suite a la découverte
d’'une couche gélatineuse d’origine biologique a partir de carottes de sédiments des bassins Tyro
et Bannock (Erba et al.,, 1987; Erba, 1991). Des souches affiliées au genre Vibrio,

Staphylococcus et Pseudomonas ont été isolées (Brusa et al., 1997; Brusa et al., 2001). Sass et
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ses collaborateurs ont employé onze méthodes de culture pour tenter d’isoler des
microorganismes clefs au niveau de l'interface entre la saumure et 'eau de Mer du bassin Urania.
Les différentes méthodes de culture sont réalisées en faisant varier la source de carbone, les
accepteurs et donneurs d’électrons. Au total, 70 souches aérobies, chimioorganotrophes ou
chimiolithotrophes ont été isolées et appartiennent a des genres classiquement rencontrés dans
'environnement marin (Sass et al., 2001). Les auteurs suggérent donc que les microorganismes
que I'on retrouve dans la zone interface proviennent de 'eau de mer et qu'ils atteignent I’halocline
par sédimentation lente. Une approche culturale a aussi été tentée sur linterface du bassin
Bannock (Daffonchio et al., 2006). Au total 84 souches ont été isolées et identifiées par
séquencage de leur ADNr 16S. Ces souches sont assignées aux phyla des Firmicutes,
Bacteroidetes, alpha, gamma et epsilon-protéobactéries. Ces isolats appartiennent a des divisions
mises en évidence par les approches moléculaires. Cependant aucune des séquences des isolats
obtenues ne correspond aux séquences présentes dans les banques de clones. La plupart des
microorganismes isolés sont des souches halophiles modérées anaérobies facultatives, capables
de croitre en aérobiose ou par fermentation et dénitrification. Deux isolats appartenant au phylum
des Bacteroidetes démontrent moins de 92% de similitude de leur ADNr 16S avec des souches
connues. Ces deux microorganismes sont des halophiles modérés et fermentent un grand nombre
de sucres et de polyméres comme seules sources de carbone et d’énergie. A ce jour, aucune de
ces deux souches n'a été entierement décrite et déposée dans une collection publique
internationale de microorganismes. De ce méme bassin, Sorokin et collaborateurs (2006) (Sorokin
et al., 2006) ont isolés une souche sulfo-oxydante proche de I'espéce Halothiobacillus halophilus
(hybridation ADN/ADN>70%).

Une approche culturale a été réalisée sur les sédiments de quatre bassins L’Atalante,
Bannock, Discovery et Urania (Sass et al., 2008). Au total 89 isolats ont été obtenus et étaient
phylogénétiquement proches du genre Bacillus. Les 2/3 de ces isolats n’étaient pas capables de
se développer a la salinité de la saumure et étaient donc slrement présents a I'état d’endospores
dans la saumure. Cette hypothése est étayée par le comptage des endospores dans la saumure
qui représente jusqu’a 5% de la population totale des microorganismes.

Une nouvelle Archaea halophile Natrinema salaciae a été isolée de la saumure du bassin
Medee et a été complétement caractérisée (Albuquerque et al., 2012). Le bassin Medee est un

bassin thalassique avec quatre saumures distinctes, et des salinités comprises entre 305 et 345
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g.kg™’ de sels, et des températures in situ variant de l'interface a la saumure de 14,75 & 15,46°C
respectivement. Cet isolat se développe en condition aérobie ou anaérobie, en réduisant les
nitrates, a une température optimale de croissance de 45°C. Sa salinité optimale est de 2,6 a 3,4

M de NaCl. Sa température minimale de croissance est de 25°C ce qui signifie que cet isolat ne
peut avoir une activité métabolique dans les conditions in situ. Les auteurs ne discutent pas ce
point mais suggérent que la capacité de cet isolat a croitre en condition anaérobie lui permettrait

de coloniser les couches anoxiques et hypersalées du fond du bassin. L’analyse de 'ADNr 16S
démontre que cet isolat est proche de séquences issues de sédiments de Medee mais aussi de
séquences d’échantillons du bassin Thetis obtenues tout deux par des approches moléculaires.

Cet isolat est en outre trés proche phylogénétiquement de la souche Natrinema ejinorense JCM
13890"et de Haloterrigena longa JCM 13562 avec des valeurs de similitude de 'ADNr 16S de 98
et de 97,9% respectivement. Les valeurs d’hybridation ADN/ADN entre ces souches, qui
établissent de facon claire la présence d’'une nouvelle espéece, sont inférieures a 37% et donc bien
inférieures au seuil de 70% recommandé pour définir 'espece (Wayne et al., 1987). Ces fortes
valeurs de similitude ne permettent pas d’établir que cet isolat soit une souche endémique de ces
bassins, c’est-a-dire piégée dans des cristaux d’halite lors de la crise saline du Messinien et
préserver au cours des temps géologiques.

Tres récemment un nouveau meétabolisme qui n'avait jamais été mis en évidence dans le
domaine Archaea a été découvert. |l s’agit de 'oxydation de I'acétate associée a une réduction du
soufre en condition anaérobie (Sorokin et al., 2016). Ce métabolisme a été dans un premier temps
observé a partir d’échantillons du lac hypersalé de la steppe de Kulunda (Altai, Russie) et 4
souches ont été isolées. L'analyse de leurs ADNr 16S les placent dans la famille des
Halobacteriacae et elles forment un nouvel embranchement avec des identités de séquences de
92-93% avec les membres du genre Halarchaeum et Halobacterium. Ces faibles valeurs
d’identités de séquences leur permettent de proposerla création d’'un nouveau genre, le genre
« Halanaeroarchaeum sulfurireducens ». Les auteurs vont utiliser la méme approche culturale sur
des échantillons hypersalés du bassin Medee et réussir a isoler la souche M27-SA2. L’affiliation
phylogénétique de cette souche la place elle aussi dans le nouveau genre Halanaeroarchaeum.

La description compléte de I'espéce type du genre Halanaeroarchaeum sulfurireducens souche
HSR2 isolée du lac hypersalé de la steppe de Kulunda a été réalisée. Cette étude ne présente

pas les caractéristiques chimiotaxonomiques de la souche M27-SA2 (Sorokin et al., 2016). Des
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informations personnelles obtenues auprés de Michail Yakimov nous indiquent que la souche
M27-SA2 aurait une température de croissance optimale de 40-45°C avec une salinité optimale de
220-240 g.I'1 de NaCl. La température minimale de croissance n’a pas été déterminée, on ne peut

donc pas conclure sur I'activité de ces souches in situ dans le bassin Medee.

IV.6. Hypothése sur I'activité métabolique des divisions candidates MSBL1
and KB1.

Dans la saumure du bassin Medee, les populations de microorganismes affiliées aux
lignées MSBL1 et KB1 sont trés largement dominantes (Yakimov et al., 2013). L’activité trophique
et le réle des représentants de la lignée KB1 restent énigmatiques jusqu’a ce jour cependant les
représentants de la lignée MSBL1 seraient probablement composée de méthanogénes halophiles
sans vraiment pouvoir le démontrer (Van der Wielen et al., 2005). La détection des ARNm de la
methyl coenzyme M reductase (mcrA) confirme que la méthanogénése est active dans la saumure
de Medee. L’analyse des séquences du géne mcrA obtenues démontre qu’elles forment un clade
avec des séquences d’autres DHABs bien séparé des autres séquences affiliées au géne mcrA
du genre Methanohalophilus. De plus, aucune séquence d’ADNr 16S affiliée au genre
Methanohalophilus n'a pu étre détectée dans la saumure Medee. Il est alors proposé que les
séquences du gene mcrA retrouvées appartiennent aux représentants de la lignée MSBLA1.

Les substrats présumés de la méthanogénese méthylotrophes en milieu hypersalé tel que
la monométhylamine, diméthylamine et le triméthylamine n’ont pu étre détectés dans la saumure
et les sédiments de Medee. La présence de la glycine betaine a été détectée au niveau de
linterface et de la saumure supérieure en quantité assez importante (81 et 170 nmol.|”!
respectivement) (Yakimov et al., 2013). A l'inverse la concentration en acétate augmente de 132
umol.I" dans la saumure supérieure jusqu’a une concentration de 500 umol.l” dans l'interface. La
diminution de la concentration de la glycine betaine due a une probable consommation par les
microorganismes et l'augmentation de la concentration en acétate due a une production par le
métabolisme microbien, peut s’expliquer par une relation trophique entre ces deux substrats. Il a
été démontré que deux microorganismes dont ’lhomoacetogene halophile extréme Acetohalobium
arabaticum et la méthanogéne halophile méthylotrophe Methanohalobium esvatigatum sont

impliqués dans la chaine trophique de la glycine betaine (Zhilina and Zavarzin, 1990).
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Acetohalobium arabaticum, comme les autres membres de I'ordre des Halanaerobiales, dégrade
la glycine betaine en présence d’hydrogéne ou de sérine suivant la réaction de Stickland pour
produire de I'acétate et de la triméthylamine (Mouné et al., 1999).

Des incubations réalisées en présence de glycine betaine marquée sur des échantillons de
saumure du bassin Medee améne les auteurs a suggérer que les représentants de la lignée KB1
seraient responsables de la dégradation de la glycine betaine. Le TMA produit serait alors
métabolisé par les représentants de la lignée MSBL1 pour produire le méthane (figure
24)(Yakimov et al., 2013).

SEAWATER
o,
[
CHy— Yo marine planktenic organisms
i “'\._\__.-'J'\ﬂ Production and release of GB by
oy & moderate “salt-out™ halophiles

INTERFACE

SEDIMENTS

Figure 24: Hypothése d’une relation trophique entre deux partenaires (membres des divisions candidates
KB1 et MSBL1) pour l'utilisation de la glycine betaine via le TMA. (D’aprés Yakimov, 2013).

Une étude récente utilisant I'approche “single-Cell” a permis de proposer aprées
séquencage de 32 génomes amplifiés de cellules affiliées a la division candidate MSBL1
(Mwirichia et al., 2016) une reconstruction métabolique des voies de synthése présentes dans les
génomes de ces cellules.

Les génomes amplifiés provenaient d’échantillons de différents bassins de saumure
localisés dans la Mer Rouge (Atlantis Il, Discovery, Nereus, Erba et Kebrit). Le taux de couverture
des génomes étaient de I'odre de 56 %. L’analyse démontre que les membres de la lignée MSBL1
fermenteraient le glucose via la voie Embden-Meyerhof-Parnas. Cependant, en absence de

matiére organique carbonée, le dioxyde de carbone pourrait étre fixé via la voie de Wood-
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Ljungdahl (Berg, 2011) ou via le cycle de Krebs inverse ou suivant la ribulose bisphosphate
carboxylase. Cependant, la présence des génes impliqués dans la glycolyse, I'absence de
lensemble des geénes retrouvé classiquement chez les méthanogénes et la position
phylogénétique de cette division candidate ameénent les auteurs a faire I'hypothése que les
MSBL1 ne seraient pas des méthanogénes, mais probablement des microorganismes fermentant
les sucres et capables de croissance autotrophe (figure 26).Ce mode de vie mixotrophe confére

un avantage quant a la survie de ces microorganismes dans cet environnement extréme.
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Figure 25: Arbre phylogénétique construit selon la méthode du Maximum-Likelihood obtenue a partir des
ARNr16S complets présents dans les génomes amplifiés (SAGs) et les ARNr16S présents dans la banque de
donnée GenBank (Mwirichia et al., 2016). En rouge, les séquences des ARNr 16S retrouvés dans les génomes
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des cellules séquencées. En bleu, des séquences environnementales des ARNr 16S de la division candidate
MSBL1 (origine DHABs de la Mer Rouge).
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Figure 26: Schéma putatif du métabolisme global des membres de la division candidate MSBL1 basé sur
I'analyse des 32 génomes de cellules uniques amplifiées (SAGs) (d’aprés Mwirichia, 2016). La figure résume
les différentes voies métaboliques mises en évidence : glycolyse, néoglucogénése, fixation autrotrophe du

CO,, I’assimilation des C1 suivant la voie du tetrahydrofolate/tetramethanohydropterine.

Une approche similaire a été réalisée pour I'étude des représentants des membres de la
division KB1. En effet, 16 génomes de cellules uniques amplifiées affiliées a la division KB1 ont
eté séquencés (Nigro et al.,, 2016). Les cellules ont été obtenues aprés échantillonnage de la
saumure du bassin Orca situé dans le golfe du Mexique.

La stratégie d’adaptation osmotique des membres de la division candidate KB1 présente un
intérét particulier car ces microorganismes sont retrouvés dans des environnements hypersalés.

Les membres KB1 contiennent des génes qui codent potentiellement pour I'assimilation de la

glycine betaine, de la proline betaine et du K *. Ceci nous indique une accumulation de solutés
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compatibles au niveau intracellulaire (stratégie « Salt-out ») ou une accumulation de potassium,
(stratégie « Salt-in »), ou bien une combinaison des deux stratégies (Oren, 2008).

L’analyse des protéines prédites dans I'analyse des génomes obtenues révélent que le
point isoélectrique de ces protéines est adapté a une stratégie « Salt-in » d’adaptation aux fortes
salinités en accumulant le sel, notamment le K * dans son cytoplasme. L’accumulation de sels,
principalement le K, a été observée au départ chez les Archaea appartenant au phylum des
Halobacteria et récemment chez la bactérie Salinibacter ruber affiliée au phylum Bacteroidetes
(Anton et al., 2002; Mongodin et al., 2005). La distribution du point isoélectrique (PI) des protéines
déduites des KB1 SAG contient une forte proportion d’acides aminés acides par rapport aux
microorganismes qui n‘accumulent pas le sel dans leur cytoplasme. L’abondance des acides
aminés acides est estimée a 30 % des acides aminés totaux avec un Pl de 5.0, ce qui est une
valeur similaire au Pl des protéines de S. ruber mais inférieure a celles des Archaea halophiles
extrémes comme Halobacterium NRC-1 (42 %, Pl 4,5).

Une cassette de génes dans les KB1 SGAs codant potentiellement pour I'assimilation de
la glycine betaine, précisément le systéme transporteur ABC de la glycine betaine, a été mise en
évidence. Une fois a l'intérieur de la cellule, la présence de génes homologues du systéme de
transporteur suggére différentes possibilités quant au catabolisme de la glycine betaine. La
premiére possibilité correspond a la diméthylation et l'utilisation du groupe méthyle comme
source de carbone dans la voie de l'acetyl-CoA (Wood-Ljungdahl) (Berg et al. 2001). La
méthyltransférase putative détectée et proche de la cassette pourrait transférer le groupe méthyle
de la glycine betaine au tetrahydrofolate et générer d’une part du diméthylglycine et le 5-méthyl-
tetrahydrofolate. Ce dernier peut probablement entrer dans la voie de Wood-Ljungdahl puisque les
enzymes nécessaires semblent étre présentes dans le génome des KB1. Le destin du
diméthylglycine dans la cellule n’est pas défini.

Une autre possibilité, qui avait été suggérée par Yakimov et collaborateurs (2013),
correspond au clivage de la glycine betaine en acétate et triméthylamine. L'enzyme réalisant
traditionnellement le clivage de la glycine betaine, la glycine betaine réductase, n'a pas été
détectée. Cependant cette possibilité ne peut étre écartée en raison du grand nombre de SAGs
obtenus. Potentiellement, les membres de la divison candidate KB1, peuvent déméthyler la
glycine betaine et/ou la cliver selon les facteurs environnementaux et les potentielles relations

syntrophiques.
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acayicon GB: Glycine Betaine

Figure 27: Représentation de la voie de clivage proposée par Nigro (2016) de la Betaine chez les
représentants des KB1. Enzyme Commission number (EC) and protein encoding gene (peg) identification
number in RAST are noted where available. Etape 1, ATP binding cassette; étape 2, trimethylamine
methyltransferase, étape 3, methylene-THF reductase, étape 4, methylene-THF dehydrogenase, étape 5,
methenyl-THF-cyclohydrolase, étape 6, formyl-THF-ligase, étape 7, formate dehydrogenase étape 8, 5-methyl-
THF:corrinoid methyltransferase, étape 9, complexe carbone monoxide dehydrogenase (CODH) et acetyl-coA
synthase (ACS).

La présence de la division candidate MSBL1 a été révélée dans différents habitats
du bassin Méditerranéen comme dans I'ile de Majorque (Lopez-Lopez et al., 2013), les bassins
anoxiques profonds hypersalés de Méditerranée (Discovery, Atalante, Bannock, Urania, Medee
Thetis, Kryos, Tyro, Van der Wielen, Daffonchio, Yakimov, ...), au niveau de la Mer Rouge dans
les bassins hypersalés profonds de Kebrit, Nereus, Discovery, Atlantis I, Erba (Mwirinchia et al.,
2016). La signature moléculaire de la présence de cette division candidate a aussi été retrouvée
dans un lac hypersalé en Egypte (Cytryn et al., 2000), dans le sédiment du lac Hypersalé Chaka
en Chine (Jiang et al., 2006) et plus récemment dans un lac hypersalé du Kenya (Mwirinchia et
al., 2016). La présence de cette division candidate MSBL1 n’est donc pas inféodée ou limitée aux
bassins Méditerranéens mais elle est toujours associée aux environnements hypersalés. Ces

environnements hypersalés représentent un des environnements les plus extrémes sur notre
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planéte en raison de la salinité extréme, de I'anoxie, de la faible concentration en substrat carboné

et dans le cas des DHABS de pressions hydrostatiques élevées. Les membres de cette division

ont donc dU développer ou adapter des mécanismes et des propriétés leur permettant de survivre

et de croitre dans ces biotopes. La présence de transporteur de la glycine betaine, la présence

des genes dans les génomes analysés nécessaires a la synthése du tréhalose, connu aussi pour

étre un soluté compatible chez certains microorganismes, sont des éléments qui suggérent que

les MSBL1 utiliseraient la stratégie « salt out ». Cette stratégie et son métabolisme mixotrophe
sont des éléments qui ont certainement permis aux représentants de cette division de s’adapter et

de prospérer dans ce biotope extréme.

V. La méthanogénése.

V.1. Introduction

La reconnaissance des Archaea en tant que troisieme domaine du vivant (Woese et al.,
1990) est relativement récente dans I'histoire de la microbiologie et résulte de I'utilisation de
données moléculaires, plutét que de données phénotypiques, pour décrire les relations évolutives
(i.e. la phylogénie) entre les organismes vivants (Zuckerkandl and Pauling, 1965). Dans les
années 70, les travaux menés par Carl Woese et ses collaborateurs ont permis d’établir les
relations phylogénétiques existant au sein des Procaryotes, et entre les Procaryotes et les
Eucaryotes, en se basant sur les séquences de I'ARN ribosomique (ARNr), (Woese et al., 1975;
Woese and Fox, 1977). Cette molécule a été choisie en raison de son universalité au sein du
vivant et de la présence de régions fortement conservées permettant d’établir des relations
évolutives entre espéces extrémement éloignées (Woese et al., 1975). La comparaison des
séquences d’ARNr 18S et 16S d'organismes Eucaryotes et Procaryotes a ainsi révélée que les
archées présentaient une signature distincte de celle des Bacteria et des Eucarya (Fox et al.,
1977; Woese and Fox, 1977). En 1990, une description formelle du monde vivant répartie en 3

domaines fut ainsi proposée (Figure 28 ; Woese et al., 1990).
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Figure 28: Arbre phylogénétique représentant les 3 domaines du vivant, basé sur I'analyse des séquences de
I’ARN ribosomal (d’aprés Woese, 1990).

La mise en évidence de l'existence de deux mondes procaryotes fut une véritable
révolution de la perception évolutive du vivant, et, outre ces considérations phylogénétiques, les
archées et les bactéries différent sur plusieurs aspects biochimiques et structuraux fondamentaux.
La découverte du domaine des Archaea, qui reste aujourd’hui majeure dans lhistoire de la
biologie, reposait sur I'analyse des séquences des ARN ribosomaux de microorganismes affiliés
aux méthanogénes. Les microorganismes méthanogénes devenaient les premiers
microorganismes affiliés a ce nouveau domaine des Archaea. Treés rapidement, les halophiles
extrémes, les thermo-acidophiles ont été affiliés a ce nouveau domaine du vivant.

Les méthanogenes sont les microorganismes qui produisent du méthane comme produit
terminal de leur catabolisme (Wolfe, 1996). La production de méthane biologique a été révélée
dans de nombreux habitats anaérobies incluant les sédiments marins et d’'eau douce, les eaux
usées et boues de digesteurs, les centres d’enfouissement techniques de déchets, les riziéres, le
tractus digestif des animaux mais aussi des écosystémes extrémes tels que les sources
hydrothermales et les environnements hypersalés (Thauer, 1998). La plupart de ces habitats
posséde des niches anaérobies dans lequel la méthanogénése représente I'étape finale de la
dégradation de la matiere organique. Cependant dans les habitats, tels que les sources
hydrothermales, les substrats de la méthanogénese, classiquement KHet CO,, sont d'origines
thermogeniques. La grande majorité du méthane générée va étre ré-oxydée en CO  ; ou piégée
sous forme d’hydrate de gaz dans les sédiments. Cependant une partie significative du méthane

est libérée dans I'atmosphére et rentre dans le pool des gaz a effet de serre (Liu and Whitman,
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2008) (figure 29). Au niveau énergétique, le méthane est un carburant trés intéressant et de
nombreuses usines se développent pour transformer le méthane produit dans différents
processus de dégradation de la matiére en méthane une source d’énergie valorisable (production

d’énergie électrique...) et renouvelable.
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Figure 29: Le méthane dans le cycle global du carbone (d’aprés Thauer et al., 2008).

La plupart des microorganismes qui réalisent la méthanogénéese sont des microorganismes
mésophiles, cependant des méthanogénes thermophiles (i.e. genre Methanothermococcus),
hyperthermophiles (i.e. genre Methanocaldococcus, Methanopyrus) et des souches
psychrotolérantes (i.e. genre Methanogenium, Methanolobus....) ont été découvertes et décrites.

De la méme fagon chez les méthanogénes on retrouve des microorganismes capables de se
développer dans un milieu de culture ne contenant pas de sels (i.e. genre Methanoculleus,
Methanobacterium,..), des microorganismes halotolérants (i.e. genre Methanococcus,
Methanococcoides) et des souches halophiles modérées, genre Methanohalophilus, qui vont
croitre a de fortes concentrations en sels (100 g.L'1 de NaCl) et halophiles extrémes avec le genre

Methanohalobium (250 g.L™' de NaCl). Enfin la tolérance & la pression hydrostatique a été testée
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chez certaines espéeces de méthanogénes appartenant par exemple aux genres
Methanocaldococcus (Miller et al., 1988) et Methanopyrus (Takai et al., 2008). La croissance
sous une pression hydrostatique de 20 MPa de la souche 116 appartenant au genre
Methanopyrus a permis de repousser les limites de croissance a 122°C, température record de
croissance pour un microorganisme. L'ensemble des caracteres chimio-taxonomiques cité ont
permis aux microorganismes méthanogénes de se développer dans la plupart des habitats
existant sur Terre et représente ainsi le seul groupe métabolique a notre connaissance possédant

des microorganismes psychrophiles a hyperthermophiles, halophiles et piezophiles.

V.2. La classification phylogénétique des méthanogeénes.

Sur la base de caracteres phénotypiques et génotypiques, les méthanogénes se classent
au sein de 7 ordres: Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales,
Methanosarcinales, Methanopyrales, Methanocellales et les Methanomassiliicoccales (Liu &
Whitman, 2008; lino et al., 2013; Borrel et al., 2013). Il a été suggéré que la méthanogenése serait
apparue une seule fois, au début de I'histoire évolutive des Euryarchaeota, mais aprés la
divergence des Thermococcales (Bapteste and Walsh, 2005; Gribaldo and Brochier-Armanet,
2006). Dans ce cas, elle aurait été perdue au moins 3 fois par la suite, chez les
Thermoplasmatales, les Archaeoglobales et les Halobacteriales (Gribaldo and Brochier-Armanet,
2006) (figure 30).
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Figure 30: Position phylogénétique des 7 ordres des méthanogénes (en rouge) plus le nouvel ordre des

Methanomassiliicoccales basée sur I’'analyse des ARN ribosomaux. (D’aprés Borrel, 2014).

Tout récemment un nouveau phylum archaéen le Verstraetearchaeota a été proposé
(Vanwonterghem et al., 2016). Les membres de ce phylum seraient des méthanogénes

méthylotrophes qui utiliseraient comme les Methanomassilicoccales I'H, comme donneurs
d‘électrons (figure 31).
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Figure 31: Arbre phylogénétique basé sur I’analyse du géne mcrA indiquant la position phylogénétique du
nouveau phylum Candidat Verstraetearchaeota. (D’aprés Vanwonterghem, 2016).

L’analyse comparée des génomes a permis de grouper

les Methanopyrales,
Methanococcales et les

Methanobacteriales dans la Classe |, les Methanomicrobiales et les
Methanosarcinales dans la

Classe Il (Bapteste and Walsh, 2005). Les caractéristiques
physiologiques et métaboliques des Methanomassiliicoccales ne permettent pas de les relier aux

classes | ou Il des méthanogenes, il a été proposé de les regrouper dans une super classe les

Diaforarchaea (Borrel et al., 2016). L’analyse phylogénétique des membres des Methanocellales
les placent dans la classe Il (figure 32).
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Figure 32: Phylogénie des Archaea a partir des génomes disponibles avant 2012 (A) et actuel (B). Les fleches
rouges indiquent I'origine déduite de la méthanogénése avec les futures divergences conduisant aux lignées
qui ont gardés ce métabolisme ou la présence des homologues du géne mcr sont retrouvés (d’aprés Borrel,

2016). TACK : Thaumarchaeota, Aigarachaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota.

V.3. Les voies métaboliques de la méthanogenése.

Les substrats pour la méthanogénése sont relativement restreints (Whitman et al., 2001).
Presque toutes les especes affiliées aux ordres des Methanococcales, Methanobacteriales,
Methanomicrobiales et des Methanopyrales sont hydrogénotrophes et utilisent I' Het le CQO..
Certaines espéces utilisent le formate comme donneurs d’électrons a la place de ’hydrogéne. En
revanche, I'ordre des Methanosarcinales comprend les espéces les plus versatiles du point de vue

métabolique. En effet dans cet ordre, 3 voies métaboliques de la méthanogénése sont présentes
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chez certaines espéces du genre Methanosarcina par exemple. Cependant dans cet ordre,
certaines espéces ne produisent du méthane qu’en présence d’acétate (Methanosaeta sp.) ou
réalise la méthanogénése méthylotophe qu’a partir du méthanol, mono-, di-, tri-méthylamine et du
di-méthylsulfide, et la méthanogénése méthylotophe en présence d’hydrogéne
(Methanomicrococcus blatticola (Sprenger et al., 2000)). La capacité a utiliser le méthanol en
présence d’hydrogéne est aussi présente chez certaines espéces de [lordre des
Methanobacteriales (Methanosphaera stadtmanae) (Miller and Wolin, 1983). Methanosphaera
stadtmanae et Methanomicrococcus blatticola ont été isolé a partir d’intestins humains. La
méthanogénése méthylotrophe hydrogéne dépendante pourrait étre une adaptation a cet
environnement.

Le 6°™ ordre décrit, les Methanocellales, comprend des microorganismes
hydrogénotrophes (Lyu and Lu, 2015). Dans le cas du 7 ®me ordre des méthanogeénes, les
Methanomassiliicoccales, la production du méthane est obligatoirement dépendante d’'une source
externe d’H, pour réduire les composés méthylés en méthane. La notion de microorganisme
méthanogeéne hydrogénotrophe, classiquement utilisée pour se référer aux microorganismes se
développant sur B +CO, doit maintenant étre utilisée avec précaution car de plus en plus de
souches décrites utilisent I'H ; et les composés méthylés pour produire du méthane et sont donc
par définition des hydrogénotrophes.

Les représentants cultivés de méthanogénes décrits dans les collections de
microorganismes étaient divisés, jusqu’a présent, en trois catégories métabolique selon le type de
substrats cataboliques utilisés pour synthétiser le méthane (Garcia et al., 2000) (figure 33). La
mise en évidence récente d’une nouvelle voie nutritionnelle chez les Methanomassiliicoccales,
c’est-a-dire I'oxydation des composés méthylés en présence d’hydrogéne, représente une

nouvelle voie métabolique chez les méthanogénes (Borrel et al., 2016).

> Le premier type de substrat utilisé est le CO ,, et correspond au groupe métabolique
des hydrogénotrophes, selon I'équation:
4 H; + CO,— CH4 + 2H,0
(AG® =-135,6 KJ/ mol CHy)
Le formate est également un substrat pour ce groupe métabolique:
4 HCOOH — CH4 + 3 CO2 + 2 H,O
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(AG® =-130,1 KJ/ mol CHy)

La plupart des méthanogénes connus sont des hydrogénotrophes qui réduisent le CO ; en
méthane, en présence d'H, comme donneur d'électrons (Liu and Whitman, 2008). En effet, les
études basées sur les isotopes stables de I'hydrogéne et du carbone montrent que la
méthanogenése hydrogénotrophe est la voie prédominante dans les sédiments marins profonds
(Liu et Whitman, 2008). Beaucoup d'espéces hydrogénotrophes sont capables d'utiliser le formate
comme donneur majeur d'électrons a la place de I'H ,. Certaines espéces peuvent aussi utiliser
des alcools secondaires, tels que le propanol, le butanol, ou le cyclopentanol comme donneurs
d'électrons. Une faible portion des méthanogénes utilise aussi I'éthanol pour la synthése de

méthane.

»  Le deuxiéme groupe métabolique concerne les méthanogénes utilisant des substrats
constitués par des groupements méthyles (-CH), et comprend le méthanol, les méthylamines
(mono, di et triméthylamines) et les méthylsulfures, selon I'équation:

Composé méthylé + nH,O — nCH4 + nCO;, + nNH4+
(-74,3<AG*’<-112,5 KJ/ mol CHy)

Les composés meéthylés sont générés a partir d'osmolytes présents dans les bactéries
marines, les algues, le phytoplancton et certaines plantes. Ces composés ne sont pas assimilés

par les bactéries sulfato-réductrices et sont donc des substrats dits non compétitifs.

» le troisiéme groupe métabolique concerne les méthanogeénes utilisant I'acétate pour
synthétiser le méthane, selon I'équation:
CH3COOH — CH4 + CO»
(AG® = -31 KJ/ mol CHy)
L'acétate est un intermédiaire majeur dans la chaine nutritive anaérobie, et environ deux

tiers du méthane biogénique est dérivé de l'acétate.

» Le quatrieme groupe métabolique concerne la nouvelle voie métabolique: la
méthanogénése méthylotrophe hydrogéne dépendante (figure 34).
CH30H + Ho,— CH4 + H>0O
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(AG® =-112,5 KJ/ mol CHa)
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Figure 33: Schéma de 3 voies métaboliques de la méthanogénése: a partir du CO , (A), de I’acétate (B) et du
méthanol (C). Abbréviations : CHO-FMR, N-formylmethanofuran ; CHO-H4MPT, N5-
formyltetrahydromethanopterin ; CH=H4MPT, N5-N10methyl-tetrahydromethanopterin; CH=H,MPT, N°-
N'methyl-tetrahydromethanopterin. (D’aprés Hedderich, 2006).
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Figure 34: Représentation schématique de la 4éme voie de la méthanognése découvertes chez les membres

de 'ordre des Methanomassiliicoccales. Les fleches noires indiquent les réactions enzymatiques présentes
dans les génomes des Methanomassiliicoccales ; les fleches rouges indiquent la réaction proposée entre

I’hétérodisulfure réductase (HdrD) et le complexe « Fpo-like » pour la regénération du Coenzyme B-SH. Les
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fleches Bleu-vertes indiquent que les enzymes ne sont pas présentes dans les génomes étudiés. Point bleu
Methanomassiliicoccus luminyensis ; vert Methanomassiliicoccus intestinalis ; rouge Methanomethylophilus

alvus (d’aprés Lang et al., 2015).

La voie de la méthanogenése est complexe, et nécessite des coenzymes uniques et des
complexes enzymatiques liés a la membrane. Le métabolisme énergétique des méthanogénes
comprend deux parties. Dans la partie oxydative de la voie de méthanogenése, les coenzymes M
(H-s-CoM) et le coenzyme B (H-S-CoB) sont oxydés en hétérodisulfures CoM-S-S-CoB par le
COg,, en acétate ou en composés en C1 réduits (CH3-X) comme le méthanol ou les méthylamines,
qui sont a leur tour réduits en CH4. Dans la partie réductive, I'hétérodisulfure est réduit en
coenzyme M et en coenzyme B, et le transport d'électrons est couplé a une phosphorylation
(Thauer, 1998) (figure 35).
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Figure 35: Parties oxydative et réductive de la méthanogéneése.

La derniere étape de la voie de méthanogenése correspond a la réduction du méthyl
coenzyme M (CH 3-S-CoM) avec le coenzyme B (CoB-SH) qui va libérer du méthane et produire
I'hétérodisulfure coenzyme M et coenzyme B (CoM-S-S-CoB) grace a la présence d'une méthyl
coenzyme M réductase (MCR). Le méthane produit peut étre vu comme un déchet, cependant
I'hétérodisulfure produit est d’'une importance centrale pour la cellule car la réduction de ce
disulfure est couplée a la conservation de I'’énergie. Cette conservation énergétique a été mise en
évidence chez les espéces du genre Methanosarcina. Chez les Methanosarcina, les composants
de la chaine respiratoire sont fixés a la membrane et comprennent un transporteur la
methanophenazine et une disulfure réductase (Hdr). La disulfure réductase (Hdr) va réduire le
CoM-S-S-CoB en présence d’H; (figure 36).
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Figure 36: Représentation schématique de la chaine respiratoire catalysant la réduction du CoM-S-S-CoB en
présence d’hydrogéne et de la methanophenazine chez les espéces du genre Methanosarcina. (D’aprés
Heddercih, 2006).

Chez les méthanogenes hydrogénotrophes, ordres des Methanococcales, Methanopyrales,
Methanobacteriales, Methanomicrobiales, la chaine respiratoire catalysant la réduction du CoM-S-
S-CoB est significativement différente. La méthanophenazine n’a pas été détectée. Chez les
Methanobacteriales, et plus précisément chez Methanothermobacter marburgensis,
'hétérodisulfure réductase cytoplasmique qui forme un complexe catalytique avec une
hydrogenase (NiFe) (Hedderich and Whitman, 2006) catalyse la réduction du CoM-S-S-CoB.
Thauer et collaborateurs (2008) (Thauer et al., 2008) ont proposé l'existence d’'un complexe
enzymatique associant une hydrogénase la MvhADG, une hétérodisulfure réductase (Hdr)
associée au co-facteur FAD pour catalyser la réduction du CoM-S-S-CoB et assurer la

régénération de la ferrédoxine (figure 37).
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Figure 37: Schéma pour la réduction du CoM-S-S-CoB avec I’hydrogéne en présence du complexe
hydrogénase (MvhADG)-hétérodisulfure réductase (HdrABC). Ce complexe enzymatique couplerait la
réduction endergonique de la ferrédoxine avec I’H et la réduction exergonique du CoM-S-S-CoB avec I'H,

par bifurcation d’électrons dans le co-facteur FAD. (D’aprés Thauer, 2008).

Kaster et ses collaborateurs (2011) ont mis en évidence la réaction enzymatique qui permet
la réduction du CoM-S-S-CoB en présence de ferrédoxine et d’hydrogéne (figure 38) (Kaster et
al., 2011):

2H; + Fdox + CoM-S-S_CoB—»> Fdred2- + COM-SH + CoB-SH + 2H*
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Figure 38: Réaction de la réduction du CO, avec 4 H, pour former du CH, chez M. marburgensis. La
ferrédoxine réduite qui est nécessaire a la réduction du CO, en formylméthanofuran (CHO-MFR) est régénérée

par la réaction catalyse par le complexe MVhADG/HdrABC. (Kaster et al., 2011).

Dans le 7°™ ordre des Methanomassiliicoccales, et donc dans la nouvelle voie métabolique
des méthanogénes mise en évidence, la voie de Wood-Ljundahl est absente ainsi que le
complexe coenzyme M méthyltransférase (MTR). La méthanogénése chez Iles
Methanomassiliicoccales est restreinte a la réduction des composés méthylés en présence
d’hydrogéne (Brugére et al., 2014); (Dridi et al., 2012; Lang et al., 2015) (figure 39).
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Figure 39: A) voie de fixation du CO , chez les méthanogénes de classe | et Il en ’absence de cytochromes. B)
Voie de la réduction des composés méthylés chez les Methanomassiliicoccales, les parties grisées sont

absentes dans cet ordre. (D’aprés Borrel, 2016).

La conservation d’énergie dans cette nouvelle voie métabolique implique la aussi le
complexe Mvh/Hdr pour la régénération de la ferrédoxine et la réduction du CoM-S-S-CoB. Une
probable deuxiéme voie de conservation de I'énergie pourrait impliquer une hydrogénase F  450H>
tronquée (Fpo) et une seconde hétérodisulfure réductase (HdrD), couplée a la génération d’'un
gradient chimioosmotique exploitable par une ATP synthase (Kroninger et al., 2016; Lang et al.,
2015) (figure 40).
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Figure 40: Voie de la méthanogénése et conservation de [I’énergie chez les représentants des
Methanomassiliicoccales. En gras, le nom des protéines. En bleu, ’'ensemble des voies et enzymes présentes
chez les 3 génomes des Methanomassiliicoccales, en vert absent chez M. intestinalis, en rouge absent chez

M. alvus. (Daprés Borrel, 2014).

Dans les 4 voies métaboliques décrites chez les méthanogenes, la présence du méthyl-
coenzyme M réductase (MCR) est nécessaire. La présence d'une MCR, catalysant la derniére
étape de la méthanogenése, est une enzyme clé du processus et permet d'affirmer que celle-ci
est une Archaea méthanogéne. Ces MCR comprennent trois sous-unités a, B, et y codées par les
génes mcrA, merB et merG (Reeve et al., 1997).

En raison de contraintes fonctionnelles, la sous-unité catalytique a de la MCR, codée par le
géne mcrA, posséde des domaines trés conservés, et détectés chez tous les méthanogénes.
Ainsi, les genes mcrA sont hautement conservés ce qui en fait de bons candidats comme
marqueurs moléculaires pour des études en écologie microbienne. De plus, les arbres
phylogénétiques construits a partir du géne mcrA pour les méthanogenes présentent des
topologies comparables a celles des arbres construits a partir des génes codant I'ARNr 16S

(Hales et al., 1996; Luton et al., 2002). Le géne mcrA qui code pour la MCR semble donc étre un
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marqueur spécifique approprié pour l'identification phylogénétique des méthanogénes dans des

échantillons environnementaux.

V.5. La méthanogénése en milieu hypersalé.

L’évidence de la production biologique de méthane dans un environnement hypersalé a été
révélée pour la premiere fois a partir d’échantillons de saumure sous-marine dans le golfe du
Mexique (Brooks et al., 1979). La réaction de méthanogenése a la fois a partir de composés
méthylés en 'absence d’hydrogéne et d’acétate a été démontré dans un grand lac alcalin Soda
(Nevada, USA) et aussi dans le grand Lac Salé (Utah, USA) (Oremland et al., 198Zeikus,
1983). Les études microbiologiques sur ces environnements hypersalés ont confirmé la présence
de méthanogénes utilisant préférentiellement les composés méthylés comme substrats
cataboliques (Liu and Whitman, 2008 ; Mathrani and Boone, 1985; Paterek and Smith,
1988; Zhuang et al.,, 2016a). L'’ensemble de ces études indiquent que l'utilisation de substrats
méthylés prédomine chez les microorganismes méthanogénes dans les environnements
hypersalés par rapport a I'utilisation de I'hydrogéne et de I'acétate. Dans les milieux hypersalés, la
forte concentration en sulfate et laffinité plus importante des bactéries sulfato-réductrices pour
'hydrogéne surpasse les méthanogénes hydrogénotrophes et acétoclastes (Oremland et al.,
1989).

Les substrats méthylés proviennent de la dégradation de la matiére organique. Le méthanol
par exemple est produit par dégradation de la lignine et de la pectine (Donnelly and Dagley, 1980;
Schink and Zeikus, 1980). Les méthylamines et le diméthylsulfide (DMS) sont produits par
oxydation d’osmolytes (i.e., glycine bétaine) et de diméthylsulfoniopropionate (DMSP), qui sont
synthétisés a la fois par le phytoplancton et les microorganismes se développant dans les
environnements hypersalés (Oren, 1990; Zhuang et al., 2016b).

Les espéces microbiennes méthanogénes halophiles qui ont été cultivées, caractérisées et
déposées dans les collections de microorganismes sont regroupées en 4 genres:
Methanohalophilus, Methanohalobium, Methanosalsum et Methanocalculus. Ces 4 genres
appartiennent tous a la classe des Methanomicrobia et a I'ordre des Methanosarcinales, famille

des Methanosarcinaceae pour le genre Methanohalophilus, Methanohalobium, Methanosalsum et
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a lordre des Methanomicrobiales, famille des Methanocalculaceae pour le genre
Methanocalculus.

Le genre Methanohalophilus comprend 4 espéces, M. mahii (Paterek and Smith, 1988), M.
portucalensis (Boone et al., 1993), M. halophilus (Zhilina, 1983) and M. levihalophilus (Katayama
et al.,, 2014). L'ensemble des espéces de ce genre sont strictement anaérobies et utilisent les
substrats méthylés (MMA, DMA, TMA) pour produire le méthane. Ces espéces sont des
halophiles modérées avec une croissance optimale entre 1,0 et 2,5 M de NaCl. Le tableau 3
synthétise les caractéristiques principales de ces espéces. Un arbre phylogénétique indiquant la

position du genre Methanohalophilus est présenté dans la figure 41.

Tableau 3: Caractéristiques des espéeces du genre Methanohalophilus. 1, Methanohalophilus
levihalophilus souche GTA13" ; 2, Methanohalophilus halophilus souche Z-7982T; 3, Methanohalophilus mahii
souche SLPT ; 4, Methanohalophilus portucalensis souche FDF-1". MA, méthylamines ; ME, méthanol.

(D’aprés Katayama, 2014).

Characteristic 1 2 3 4

Cell morphology Cocci Irregular cocci Irregular cocci Irregular cocci

Substrate utilization MA MA, ME MA, ME MA, ME

Temperature range ("C) for growth 2040 18-40 =45 3042

NaCl range (M) for growth 0.2-1.3 0.3-2.6 0.5-3.5 1.0-3.0

Optimum NaCl concn (M) for growth 0.4 1.2-1.5 2.0 2.2

pH range for growth 6.2-8.3 6.3-8.0 6.5-8.5 6.6-7.8

DNA G+C content (mol%) 44 44 49 43-44

Origin Palaeo-seawater Marine Saline lake sediment Salt pond
cyanobacterial mat
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(a) Methanohalophilus portucalensis FOF-1T (AY2980717)
Methanohalophilus mahi DSM 52187 (M59133)
pr— Methanohalophilus halophilus DSM 30947 (FR733671)
s Uncultured archason clone MOB?-2 (DQ841237)

Methanohalophilus fevihalophilus GTA13T (AB8BB9605)

L
Methanococcoides methylutens DSM 26577 (FR733669)
| -E Methanococcoides alaskense AK-5T (AY941B01)

Methanococcoides burtonii DSM 62427 (NR_074242)

Methanolobus zinderi SD1T (EU711413)
— *a:-fethanumbus profundl MobMT (AB370245)
Methanolobus tindarivs DSM 22787 (M59135)
_ Methanomethylovorans hollandica DSM 159787 (AF120163)
{ Methanomethylovorans thermophila L2FAWT (AY&72821)
Methanohalobium evestigatum DSM 37217 (FR733675)
_{_ Methanosalsum zhilinae DSM 401 7T (Fl224366)
Methanosarcina baltica GS1-AT (AJ238648)
Methanosarcina acetivorans DSM 28347 (M59137)
Methanosarcina horonobensis HB-1T (AB2882672)
Methanimicrococcus blatticola PAT (A1238002)

Methanosaeta thermophila DSM 61947 (ABO71701)
Methermicoccus shengliensis ZC-1T (DO787474)

Figure 41: Position phylogénétique des espéces du genre Methanohalophilus basée sur les

séquences d’ARNr 16S. (D’aprés Katayama, 2014).

Le genre Methanohalobium comporte une seule espéce M. esvatigatum souche Z-7303
(Zhilina and Zavarzin, 1987). Cette espéce a été isolée de sédiments d’un lagon salé a Sivash
(Ukraine). Ce genre se difféere des autres genres de la famille des Methanosarcinaceae par son
aptitude a croitre a des salinités extrémes et représente le premier genre halophile extréme chez
les méthanogénes. Son optimum de salinité est de 4,3 M de NaCl avec une température optimale
de croissance de 50°C. Le méthane est produit a partir des composés méthylés (MMA, DMA et
TMA). Le méthanol apporté a de faibles concentrations (< 5 mM) est aussi utilisé comme substrat

pour la méthanogeneése.

Le genre Methanosalsum est composé de deux espéces, M. zhilinae souche Z-7938 TetM.
natronophilum souche AM2 (Mathrani et al., 1988; Sorokin et al., 2015). M. zhilinae a été isolé
d’'un lac alcalin hypersalé (Wadi el Natrum, Egypte) et M. natronophilum a été isolé d’'un lac

alcalin hypersalé de la steppe de Kulunda (Sibérie). Ce genre se caractérise par sa capacité a
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croitre a des pHs alcalins (pH optimal 9), a une température optimale de 43-45°C, a une salinité
optimale de 0,6 M de NaCl, utilise les composés méthylés (MMA, DMA, TMA), le méthanol et le

DMS pour produire du méthane.

Le genre Methanocalculus comprend 6 espéces mais seulement 2 espéces de ce genre,
M. halotolerans souche SEBR 4845 " et M. natronophilus souche Z-71057, crofent en présence de
concentrations en sels supérieures a celles de I'eau de mer (Ollivier et al., 1998; Zhilina et al.,
2013). Ce genre est hydrogénotrophe et produit du méthane a partir de Hy/formate + CO..
L’acétate est nécessaire pour I'anabolisme. La croissance optimale de ces deux souches est

observée a 50 g.L™' de NaCl, a pH alcalin (pH 9) et a une température de 35°C.

VI. Approches culturales.

La microbiologie a débuté avec I'observation au microscope de cellules bactériennes par
Antonie van Leeuwenhoek en 1676, puis s’est construite autour des travaux de Louis Pasteur
(fermentation, vaccination) et de Robert Koch (germes pathogeénes). Les milieux de culture utilisés
étaient des milieux qualifiés de riches car la quantité de carbone apportée dans le milieu était trés
importante. L'utilisation de ces milieux riches conduiront a la culture et a lisolement des
microorganismes a croissance rapide aux détriments des microorganismes a croissante lente. La
microbiologie s’est donc attachée a ses débuts a cultiver des organismes mésophiles, aérobies et
hétérotrophes.

La plupart des microorganismes sont « résistants » aux approches culturales dans les
laboratoires. Il est communément cité que 99,0 a 99,9 % des microorganismes de I'environnement
ne sont pas cultivés dans les laboratoires (Alain and Querellou, 2009).

Un des défis pour les microbiologistes est d’identifier les besoins en nutriments et de les
fournir a une concentration appropriée afin de maintenir une croissance microbienne. Les
microorganismes ont des besoins en nutriments différents en termes de qualité et de de quantité.

Par conséquent la définition d’'un milieu de culture adéquat reste une tache trés difficile.
Réciproquement, l'utilisation de milieu a la composition bien définie va limiter la diversité et le

nombre de microorganismes que l'on pourrait isoler de I'environnement naturel (Alain and

89



Querellou, 2009). Une majeure partie des microorganismes, particulierement les microorganismes
dits oligotrophes, bien représentés dans I'océan, sont des microorganismes a croissance lente. Il
est donc nécessaire d’allonger les temps d’incubation pour cultiver et détecter ces
microorganismes (Rappe et al., 2002).

L’utilisation de marqueurs moléculaires d’ADN environnementaux pour décrire la diversité
d’'un échantillon a été émise par I'équipe de Norman Pace (Olsen et al., 1986). Cette approche
moléculaire indépendamment des étapes de cultures au laboratoire a révolutionné notre vision de
la diversité microbienne. Le nombre de phyla incultivé, qui n’a cessé de croitre depuis quelques
décennies (Figure 42), a été qualifié de « microbial dark matter » (Marcy et al., 2007; Rinke et al.,
2013).
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Figure 42: Arbre phylogénétique du vivant basé sur I’analyse des génes ADNr 16S et 18S. Les triangles verts
indiquent les phyla avec au moins un représentant cultivé, les triangles rouges les phyla sans représentant
cultivé. D’aprés Lopez-Garcia and Moreira, 2008.
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En 2008, plus de 100 phyla microbiens étaient reconnus, parmi lesquels plus de 70 ne

possédaient pas de représentants cultivés (Figure 43) (Achtman and Wagner, 2008).
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Figure 43: (A) Evolution du nombre de phyla ne comportant pas de représentant cultivé chez les Bacteria en
bleu et les Archaea en rouge entre 1997 et 2007. Le chiffre n correspond au nombre de phyla identifiés. (B)

Représentation des méthodes culturales mises en ceuvre pour augmenter la part de microorganismes
cultivés. D’apreés la thése de F. Gaboyer, modifié d’aprés Achtman & Wagner, 2008 ; Alain & Querellou, 2009.

Bien qu’elle soit délicate a quantifier, la diversité microbienne incultivée est trés largement
majoritaire. Cette majorité incultivée peut étre expliquée par notre manque de connaissances des
conditions physico-chimiques des habitats naturels et des interactions biotiques (syntrophie,
commensalisme...) ou abiotiques difficiles a reproduire en laboratoire.

La prise de conscience de l'importance de cette fraction incultivée de la diversité
microbienne a stimulé les efforts de culture et de développement de nouvelles approches
(L’Haridon et al., 2016).

En microbiologie marine, le développement de la technique de culture de dilution a

'extinction tout d’abord introduite par Button (Schut et al.,, 1993) va permettre a I'équipe de
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Giovannoni de cultiver la bactérie la plus abondante dans l'océan (Rappé et al.,, 2002);
Pelagibacter ubique souche HTCC1062, appartenant au groupe des SAR11. Dés le début de
lessor des approches moléculaires en écologie microbienne des séquences proches de cette
souche ont été observés dans I'environnement (Giovannoni et al., 1990). Malgré les nombreuses
tentatives d’isolement de cette souche, celle-ci reste récalcitrante aux approches culturales
jusqu’en 2002. Finalement, pour l'isoler, le milieu naturel a été utilisé comme milieu de culture de
base dans lequel des sources de carbone ont été ajoutées a de trés faibles concentrations. Ce
n‘est qu'en 2013 que ce groupe de recherche proposa un milieu de culture spécifique pour la
croissance de Pelagibacter ubique (Carini et al., 2013). La conception du milieu de culture
spécifique repose sur le séquencage du génome de cette souche et de ses potentialités
genétiques. Les résultats du séquencage montrent par exemple la nécessité d’ajouter une source
de soufre réduite pour la croissance, comme le DMSP ou la méthionine (Giovannoni et al., 2005).
En effet, la bactérie la plus abondante dans l'océan n'utilise pas le sulfate comme source de
soufre (Tripp et al., 2008). L'approche utilisant des séries de dilution dites a extinction a été
introduite dans différents laboratoires avec plus ou moins d’améliorations mais cette technique a
permis I'isolement de microorganismes présentant un intérét écologique (L’Haridon et al., 2016).
Le concept de cette technique repose sur I'inoculation d’'un nombre trés faible de cellules (entre 1
et 5) par puits dans le cas de microplaque (ou tubes de cultures) contenant un milieu naturel ou
deéfini permettant aux microorganismes a croissance lente de se développer. Cette approche
nécessite des temps d’incubation suffisamment important. En effet, entre 20 et 24 semaines
d’'incubations sont nécessaires pour détecter des représentants du clade Sar11 (Song et al.,
2009). Le dernier critére pour utiliser cette technique de maniére optimale est de pouvoir abaisser
les seuils de détection de la croissance bactérienne. Cette remarque est aussi valable pour
'ensemble des autres approches culturales. Le développement de systéme de filtration et de
marquage par un agent intercalent de 'ADN dans le but du comptage en microscopie, ou via la
cytométrie de flux ou encore la lecture automatique dans un lecteur de microplaques, permettent
d’améliorer les seuils de détection (Rappé et al., 2002; L’Haridon et al., 2016).

Depuis une vingtaine d’années, des avancées ont été réalisées concernant les approches
culturales. Bien que ces avancées aient permis de cultiver des microorganismes clefs a partir de
'environnement naturel, elles ne représentent pas une réelle révolution de nos approches de

culture au laboratoire mais plutét une amélioration des méthodes existantes. Pour les

92



environnements marins dans lesquels de faibles densités de cellules microbiennes s’y
développent et communiquent, le choix d’'un milieu oligotrophe est un prérequis. L’ensemble des
avancées, améliorations et concepts nouveaux portant sur les approches culturales sont
présentées dans le chapitre « New approaches for bringing the uncultured into culture » (Annexe
1).

Pour autant, la majorité des microorganismes demeure réfractaire a toute mise en culture,
d’'ou I'importance de se tourner aussi vers d’autres approches. On citera par exemple les
approches de métagénomique et I'approche de type « Single Cells Genomics » (SCG). La
métagénomique s’intéresse a I'étude d’'un ensemble de génomes d’especes (souvent différentes)
appartenant a une méme communauté microbienne. Cette approche va permettre d’'une part de
renseigner sur la diversité microbienne présente dans I'échantillon mais aussi de renseigner sur le
potentiel fonctionnel de toute une communauté microbienne au niveau génomique. Une approche
de métagénomique a partir d’'un échantillon de plancton océanique a permis la découverte de
genes, dans le clade SAR86 (Gammaproteobacteria), codant pour la protéorhodopsine, une
pompe a protons alimentée par I'énergie solaire connue alors uniquement chez les archées
halophiles et les eucaryotes (Beja et al., 2000). Un des exemples majeures d’approches de
métagénomique a partir d’échantillons marins correspond au séquencage massif de ’ADN extrait
de plusieurs centaines de litres d’eaux de la Mer des Sargasses (Venter et al., 2004). Cette étude
a illustré la puissance de la métagénomique puisque parmi les 1,05.P0séquences obtenues,
1800 espéces « génomiques » et 200 000 génes codant pour des fonctions variées auraient été
identifiés. De la méme maniére les approches ambitieuses de métagénomique portant sur un
échantillonnage a grande échelle de 'océan mondial par Rusch et collaborateurs en 2007 (Rusch
et al., 2007) ainsi que dans le cadre du projet Européen MicroB3 ont été entreprises. Au total, au
cours de la journée OSD (Ocean Sampling Day), 191 sites ont été échantillonnés et traités par
une approche de métagénomique (Kopf et al., 2015). La métagénomique fournit une vision
globale des informations génomiques des différentes especes d’'une communauté permettant ainsi
de spéculer sur les réseaux et les interdépendances métaboliques (syntrophie) entre espéces (du
moins dans le cas de communautés peu complexes). Elle permet aussi d’acquérir des
informations fonctionnelles putatives plus larges sur des organismes incultivés, liées a des
processus cellulaires (mobilité, communication cellulaire, transports membranaires...) et

moléculaires (régulation de I'expression du génome, réplication ou réparation de 'ADN...) variés.

93



Depuis quelques années, l'approche « Single Cell Genomics » (SCG) renseigne sur les
potentialités fonctionnelles d’organismes incultivés a partir de I'étude de leur génome (Gawad et
al., 2016 ; Blainey, 2013). Le principe général de cette méthode, décrit en figure 44, est d’isoler
chacune des cellules d’'un échantillon environnemental dans les puits d’'une plaque de 96 ou 384
puits par tri cellulaire en cytométrie de flux ou plus rarement par micromanipulation ou utilisation
de chambres d’isolement. Cette premiére étape de tri est suivi de 'amplification du génome par la
technique de MDA (Multiple Displacement Amplification) et enfin de déterminer leur phylogénie
par analyse du géne codant pour ’ARNr 16S. L’analyse des génomes amplifiés peut se faire soit

de maniere ciblée (par PCR ou microarray), soit de maniére globale par séquengage total.

L
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Figure 44: Principe du « Single Cell Genomics ». Aprés conditionnement des cellules extraites d’un
échantillon environnemental, les cellules sont isolées individuellement dans les puits d’'une plaque. L’ADN
cellulaire est amplifié par MDA (Multiple Displacement Amplification) aprés lyse cellulaire. La phylogénie des
cellules isolées est déterminée par analyse de ’ADNr 16S. Différentes analyses (séquencage, criblage)

peuvent alors étre effectuées sur ’ADN génomique amplifié.

Cette approche innovante permet de récolter de précieuses informations sur le mode de vie
de microorganismes incultivés, souvent ubiquitaires et écologiquement importants. C’est par

exemple par cette approche que le mode de vie d’'une cellule de la division candidate TM7,
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division connue uniquement des données moléculaires depuis 1996 (Rheims et al., 1996), a pu

étre connu (Marcy et al., 2007). Le séquengage du génome de deux cellules appartenant a la
candidate division TM7 révele la capacité de ces cellules de métaboliser notamment des
oligosaccharides et l'acide aminé arginine. En 2014, Soro et collaborateurs (Soro et al., 2014)

parviennent a une culture axénique d’un représentant de cette division candidate TM7.
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Problématiques et objectifs

Depuis la découverte de bassins hypersalés anoxiques profonds en Méditerranée en 1983,
ces environnements extrémes font I'objet de nombreuses études microbiologiques qui se sont
intensifiées depuis une quinzaine d’années. Les approches moléculaires, les mesures d’activités,
la quantification des abondances microbiennes dans l'halocline, ont révélé la présence de
communautés microbiennes actives. L’analyse phylogénétique basée sur le séquengage du géne
de I'ARNr 16S réalisée sur ces communautés réveéle la présence de nombreuses lignées
d’incultivées qui sont regroupées principalement sous I'acronyme MSBL (Mediterranean Sea Brine
Lake) division. Malheureusement le role et la fonction des microorganismes, appartenant a ces
lignées phylogénétiques encore incultivées, en relation avec les caractéristiques et les contraintes
de I'environnement des bassins profonds hypersalés anoxiques restent totalement hypothétiques.
Les analyses physico-chimiques des saumures et de l'eau de I'halocline démontrent des
concentrations élevées de méthane, d’hydrogéne sulfuré et dammonium. Dans ces conditions, les
processus microbiens de méthanogéneése et de sulfato-réduction sont mesurés par I'intermédiaire
de mesures d’activités de sulfato-réduction et par le suivi cinétique de la production de méthane
dans des incubations de saumures en présence des substrats présumés de la méthanogénése.

La lignée majoritaire dans les couches les plus salées des bassins et nommée MSBLA1
(Mediterranean Sea Brine Lake groupe 1) est phylogénétiquement proche des lignées des
Methanomicrobia. Les premiers travaux suggerent que les membres appartenant a la lignée
MSBL1 seraient les producteurs du méthane dans ces bassins profonds hypersalés anoxiques.
Une seconde lignée phylogénétique bactérienne d’importance, car distribuée de maniére ubiquiste
dans les DHABSs, est nommée division candidate KB1. Des études récentes suggerent qu’il existe
probablement une relation trophique étroite entre les représentants de cette lignée bactérienne
KB1 et les membres de la lignée archaéenne MSBL1. En effet, les auteurs ont proposés que les
bactéries de la division candidate KB1 sont capables d’importer la glycine bétaine, soluté
compatible qui ne serait pas seulement limité a la régulation de I'osmolarité mais pourrait
également servir de source de carbone, d’azote et d’énergie. En effet, la dégradation de la glycine
bétaine par les bactéries KB1 produirait la trimethylamine et I'acétate, qui sont les substrats
privilégiés pour le processus de méthanogénése. Aucun représentant des lignées MSBL1 et KB1

n‘ayant été cultivé et isolé, cette hypothése reste trés spéculative. Récemment, une approche
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innovante de « Single-Cell » a partir de cellules affiliées a la lignée MSBL1 renseigne sur
'absence des génes qui codent pour 'ensemble des processus de la méthanogénése dans les
génomes.

Toutes ces hypothéses et résultats parfois contradictoires stimulent fortement les équipes
de recherche qui s’intéressent a la diversité phylogénétique et fonctionnelle ainsi qu’aux
adaptations physiologiques des communautés microbiennes dans les environnements extrémes
que sont les bassins profonds hypersalés anoxiques

Le laboratoire de microbiologie des environnements extrémes (UMR6197) étudie la
diversité microbienne des environnements extrémes par des approches culturales et moléculaires.
Le laboratoire posséde une solide expérience sur les environnements extrémes tels que les
sources hydrothermales océaniques profondes, les zones d’émissions de fluides froids au niveau
des marges continentales, sur les forages profonds et les puits pétroliers.

Dans le cadre du programme Européen MAMBA (Marine Metagenomics for new
Biotechnological Applications, 2009-2013, FP7-KBBE) I'expertise du laboratoire a fortement
contribué a I'étude microbiologique des bassins profonds hypersalés anoxiques situés en Mer
Méditerranée. Ce travail de thése représente la premiére étude réalisée par le laboratoire LM2E
sur cet environnement extréme caractérisé par de fortes salinités, 'anoxie et de fortes pressions.
Les objectifs majeurs de ce travail de thése avait pour but (i) d'identifier les principaux groupes
métaboliques microbiens inféodés aux bassins profonds hypersalés anoxiques (DHABs) de la Mer
Est-Méditerranéen et particulierement les acteurs microbiens impliqués dans les processus
dominants de méthanogénése et de sulfato-réduction, (ii) d’isoler et caractériser de nouveaux
microorganismes adaptés aux conditions hypersalées afin d’étudier leur physiologie, puis
comparer le génome et la physiologie de méthanogenes halophiles du genre Methanohalophilus
isolées de différents DHABs thalassiques versus athallasiques et (iv) de tenter d’enrichir et d’isoler
des représentants halophiles des groupes d’incultivés représentatifs des DHABs (i.e. MSBL, KB1,
...), et étudier les adaptations aux fortes pression hydrostatiques et fortes salinités a partir de

souches modéles.
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Mateériels et methodes
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Matériels et méthodes.

. Campagnes océanographiques et matériels de prélevements.

I.1. Campagnes de prélevement.

Les échantillons de saumures ont été récoltés lors de 4 campagnes d’échantillonnage : la
campagne Middle MAMBA en 2009, la campagne MAMBA 2010, MICRODEEP 2011 et
MICRODEEP 2012. Ces campagnes d’échantillonnages ont été réalisé sur le navire de recherche
italien URANIA (Figure 45). Les prélévements d’eau de saumure ont été réalisés a I'aide de 24
bouteilles NISKIN de 12 litres chacune disposées en rosette sur un carrousel équipé d’une sonde
CTD (Figure 45).

Figure 45: A gauche le navire de recherche Italien URANIA, a droite le carrousel avec les 24 bouteilles NISKIN

et la sonde CTD située dans la partie basse.

Les bassins anoxiques hypersalés profonds, DHABs, (DHABs : Deep Hypersaline Anoxic Basin)
Tyro, Kryos, Medee, Thetis, Urania, et L'Atalante ont été échantillonnés au cours de ces
campagnes. Le tableau 3 indique les années de prélévement sur les différents bassins.

Tableau 3: Liste des bassins échantillonnés au cours des différentes campagnes

océanographiques.

2009 2010 2011 2012
Tyro X X X X
Kryos X X X X
Medee X X X X
Thetis X X X

99



Urania X X

Il. Conditionnement des échantillons.

II.1. Conditionnement des échantillons pour la culture microbienne.

Une fois les prélevements effectués, le carrousel est remonté sur le pont du navire. Dans
un premier temps, les mesures de salinités sont réalisées a l'aide d’un réfractométre pour
confirmer la salinité de I'eau échantillonnée dans chaque bouteille NISKIN. Une mesure au
réfractométre est réalisée au sommet et une deuxiéme dans la partie basse de la bouteille
NISKIN. Ces 2 mesures nous indiquent la concentration et le gradient de salinité que nous avons
échantillonnés.

Pour réaliser les prélevements des échantillons d’eau en condition anaérobie, nous
introduisons dans un premier temps un tuyau de gaz délivrant de I'azote au sommet de la bouteille
NISKIN pour éviter toute oxygénation. Dans un deuxiéme temps, nous utilisons des flacons Schott
de 1 litre ou de 500 ml, préalablement stérilisés au four pasteur et flushés a I'azote pour éliminer
toute trace d’'oxygéne. Un tuyau en Masterflex est introduit dans l'orifice bas de la bouteille
NISKIN permettant ainsi les prélévements et 'autre extrémité est plongée au fond de la bouteille
Schott. Une fois que le flacon Schott est rempli, on laisse s’écouler 'excédent de fluide quelques
secondes puis le flacon Schott est obturé avec un bouchon en butyl préalablement percé d’'une
aiguille. Au moment de I'enfoncement du bouchon, I'aiguille facilite a la fois I'’évacuation du surplus
de fluide et I'enfoncement correct du bouchon butyl dans le flacon. Un capuchon rouge vissé sur

le col de la bouteille maintient fermement le bouchon butyl en place.

I.2. Conditionnement des échantillons pour les analyses physico-chimiques.

Des prélévements ont été réalisés afin de déterminer la composition en ions majeurs
(cations et anions) et en molécules organiques dans les différentes eaux que nous avons
conditionnées pour les approches culturales ou moléculaires. Nous avons prélevés 2 mi

d’échantillon d’eau en triplicats. Les prélévements de 2 ml ont été centrifugés a 10 000 rpm dans
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des tubes Eppendorf. Le surnageant récupéré est transféré dans un nouveau tube Eppendorf de 2

ml. Les tubes sont immédiatement congelés a -20°C a bord du navire.
» Analyse en chromatographie ionique.

e Analyse de [I'ammonium, methylamines, choline, N,N-dimethylethanolamine, N-

methylethanolamine et ethanolamine.

Les échantillons de culture (1 mL) ont été centrifugés (15 min a 15000 g a 10 °C) puis dilués
(1:10, v/v) dans de l'eau déionisée (>18,2 MOhm; Milli-Q system®, Millipore™). L’analyse des
cations (ammonium, méthylamines, choline, N, N-diméthyléthanolamine, N-methyléthanolamine et
éthanolamine) a ensuite été réalisée par un systéeme de chromatographie ionique 1CS-2000
(Dionex) équipé d’'un suppresseur CSRS 300 4 mm, d’'un détecteur de conductivité (maintenu a
35°C), et d’'un passeur AS50 (Dionex, Camberley, UK). La séparation des cations a été réalisée
en utilisant un éluant composé d’acide methane sulfonique a un débit de 0,90 mL min ~ 'sur une
colonne lonpac CS16 maintenue a 60°C. Le gradient utilisé était le suivant : 14 mmol L " d’acide
methane sulphonic (MSA) pendant 30 min, suivit d’'une augmentation de 5,33 mmol L ' MSA min™’

a 46 mmol 1! (0 min), puis d’une de baisse 68 mmol L "' MSA min™ a 12 mmol | ' (8.5 min),d’une
augmentation de 5,8 mmol I MSA min™ & 70 mmol I' (5 min),et enfin d’ une baisse de 11,2 mmol
I" MSA min" & 14 mmol T (5 min). La limite de détection pour ces cations en utilisant cette

méthode est de 0,2 pmol L™,

e Analyse de la bétaine et du dimethylglycine

Les échantillons de culture (1 mL) ont été centrifugés (15 min a 15000 g a 10 °C) puis dilués
(1:10, v/v) dans de I'eau déionisée (>18,2 MOhm; Milli-Q system®, Millipore™) selon le protocole
décrit par Watkins et collaborateur (Watkins et al., 2014). Les cations (ammonium, bétaine, et
diméthylglycine) ont ensuite été analysés par chromatographie ionique sans suppression (2) sur
un systéme de chromatographie ionique ICS-2000 (Dionex) équipé d’un détecteur de conductivité
(maintenu a 45°C) et d’'un passeur AS50 (Dionex, Camberley, UK). La séparation des cations a
été réalisée en utilisant un éluant composé d’acide méthane sulfonique (3 mmol L ') et acétonitrile
(10 %) & un débit de 1,30 mL min ' et une colonne lonpac CS16 maintenue & 50°C. La limite de

détection pour la bétaine et la diméthylglycine en utilisant cette méthode est de 130 pmol L™,
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I.3. Conditionnement des échantillons pour les approches moléculaires.

Une approche moléculaire a été réalisée uniquement a partir d’échantillons collectés du
bassin Tyro. L’ensemble des approches moléculaires sur les autres bassins a été réalisé par le
laboratoire de Michail Yakimov (CNR, Italie).

Les échantillons d’eau prélevés sont filtrés a l'aide d’'une pompe péristaltique sur une
membrane filtrante de 0,22 um isolée dans une capsule filtrante (SteriVex-GS 0,22 um Millipore
Corp. Bedford, Mass). Dans le but de travailler sur les ARN, il est important de réaliser cette
filtration tres rapidement a la remontée du carrousel. En fonction de la densité de 'eau filtrée et de
la concentration cellulaire, les volumes filtrés different d’'un échantillon a I'autre. Aprés élimination

de I'eau stagnante dans la capsule par injection d’air, les échantillons ont été congelés a -80°C.

I.4. Conditionnement des échantillons pour les dénombrements cellulaires

totaux en microscopie a épifluorescence.

Le dénombrement cellulaire a été effectué sur les échantillons provenant du bassin Tyro.
Un volume adéquat d’échantillon a analyser est préalablement fixé au formaldéhyde (7% final)
puis incubé a 4°C, a I'obscurité pendant 2 heures. La fixation facilite la pénétration du marqueur
fluorescent car elle augmente la perméabilité de la membrane cellulaire. Lorsque les densités
cellulaires sont trop élevées (10 a 100 cellules par champs microscopique maximum), une série
de dilution est réalisée dans du tampon PBS 10X (tampon phosphate salin; pour une solution
10X : 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na ,HPOy4, 2,4 g KH,POq4 par litre, pH 7,4). L’échantillon fixé est
ensuite filtré a l'aide d’'une pompe a main, sur une membrane de 0,22 ym (Nucleopore
Polycarbonate, Costar). Les filtres sont conservés a -20°C.

Au laboratoire, les filtres sont placés sur le verre frité de I'appareil de filtration stérile. Le

filtre est lavé une fois avec 10 ml de PBS 10X pour éliminer les dépbts salins auto-fluorescents
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avant d’étre déposé sur une lame de verre. Une goutte de solution de marquage SlowFadeGold
(Invitrogen molecular probes) contenant le fluorochrome DAPI (4’, 6’-diamidino-2-phényllindole)
est déposé sur le filtre puis recouvert d’'une lamelle. Aprés une incubation de 5 min a température
ambiante et a l'obscurité, la préparation est observée au microscope a épifluorescence au
grossissement X100, sous huile a immersion non fluorescente. Le comptage est réalisé a partir de

20 champs différents pris au hasard.

lll. Approche culturale traditionnelle.

Cette approche a été réalisée a I'aide d’'un milieu d’enrichissement liquide distribué dans des
flacons types pénicillines pour travailler en anaérobiose. En fonction de la salinité mesurée, les
échantillons ont été classés en 3 groupes. Un premier groupe pour les échantillons ayant une
salinité supérieure a 15 % (ces échantillons seront testés sur le milieu contenant 20% de NaCl),
un second groupe pour des salinités comprises entre 8 et 15% (ces échantillons seront testés sur
le milieu contenant 12% de NaCl) et un troisieme groupe pour des salinités inférieures a 8% (ces
échantillons seront testés sur le milieu contenant 6% de NaCl) (Table 4). L’ensemble des cultures

d’enrichissements est réalisé en condition anaérobie a température ambiante (20°C).

Tableau 4: Liste des échantillons qui ont été utilisés pour les enrichissements dans des

milieux de cultures composés de trois salinités différentes et le code attribué.

Bassin Zone Salinité Salinité

(Réfractometre) milieu d’enrichissement

200g/L  120g/L 60 g/L

TYRO code code code
Basin
Niskin #11 Interface 19% 1 - -
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Niskin #11 Interface 16% 2 - -

Niskin #11 Interface 1% - 18 -

Niskin #9 Brine 35% 3 - -

Niskin #21 Interface 5% - - 27
MEDEE Basin

Niskin #16 Interface 19% - -

Niskin #16 Interface 17% - -

Niskin #19 Interface 12% - 19 -

Niskin #19 Interface 9.6% - 20 -

Niskin #24 Interface 8% - - 28
Niskin #24 Interface 5.7% - - 29
Niskin #7 Brine >33% 6 - -

Niskin #8 Brine >33% 7 - -

Niskin #9 Brine >33% 8 - -

Niskin #10 Brine >33% 9 - -

THETIS Basin

Niskin #8 Brine >33% 10 - -

Niskin #9 Brine 30% 11 - -

Niskin #19 Interface 26% 12 - -

Niskin #20 Interface 8% - - 30
Niskin #9 Interface 19.2% 13 - -

Niskin #9 Interface 15% - 21 -

Niskin #9 Interface 12% - 22 -

Niskin#9 Interface 7% - - 31
Niskin#9 Interface 5-6% - - 32
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KRYOS Basin

Niskin#16 Brine 42% 14 - -
Niskin#16 Brine 30% 15 - -
Niskin#16 Interface 18% 16 - -
Niskin#16 Interface 12,4% - 23 -
Niskin#16 Interface 9,1% - 24 -
Niskin#24 Interface 5% - - 33
URANIA Basin

Niskin #6 Interface 16%, 17 - -
Niskin #17 Interface 6% 34
Niskin#17 Interface 10% - 25 -
Niskin #17 Interface 15% - 26 -
Niskin #20 Interface 4,4% - - 35

Préparation du

milieu de
culture de base:

Le milieu de culture utilisé est composé pour 1 litre de: NaCl (60, 120 ou 200 g), MgCI .. 6
H,O 4 g, MgSO 4.7 H20 3,45 g, NH 4Cl 1 g, KCI 1,5 g, CaCL 5.2 H >0 0,14 g, 10 ml de solution
d’éléments traces (Milieu DSMZ 141), Fe, (NH 4).SO,4 2 mg, extrait de levure 0,2 g, acides aminés
0,2 g, NaHCO3 5 g, K2HPO4 0,14 g. Quelques gouttes de résazurine sont ajoutées pour colorer
légérement le milieu et contrdler le niveau redox du milieu. Le pH est ajusté a 6,8. Le milieu est
ensuite chauffé, en flushant sous atmosphére WCO, (80/20), jusqu’a ébullition. Le milieu est
ensuite refroidit sous N 2,CO; (80/20). On ajoute O,5 g de cysteine HCI. Le milieu est stérilisé par
autoclavage : 121°C, 20 minutes avec 0,5 bar N ,/CO, (80/20). A la sortie de I'autoclave le milieu
est flushé sous N ,/CO, (80/20) afin d’éliminer toute trace éventuelle d’oxygéne. Une fois le milieu

refroidit, on ajoute 10 ml de la solution de vitamines (milieu DSMZ 141) conservée sous Na.
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» Préparation des milieux d'enrichissements.

Au milieu de base, différentes sources de carbones et d’énergies ont été rajoutées pour
permettre la croissance des archées méthanogénes, de bactéries sulfato-réductrices, de bactéries
fermentatives et de bactéries autotrophes. Au total, huit milieux différents ont été testés ; un milieu
autotrophe/soufre (3 g.L'), autotrophe/nitrate (10 mM), et autotrophe/fer (FeOOH/FeGl). Dans
les milieux autotrophes, la phase gaz est constituée d’'un mélange de H ,/CO, (80/20). Les trois
voies métaboliques méthanogénes ont été recherché en ajoutant indépendemment comme
substrat catabolique I'acétate 10mM, le triméthylamine 10mM ou le I'H 2/CO,. Pour rechercher les
bactéries sulfato-réductrices, deux milieux de culture ont été testés: un milieu avec acétate et
lactate a une concentration de 10 mM chacun, et un deuxiéme milieu contenant du benzoate et du
propionate a une concentration finale de 10 mM chacun. Enfin un dernier milieu dit héterotrophe a
éte réalisé en ajoutant au milieu de base la tryptone (2g.L '1) et le glucose 10 mM en présence de
thiosulfate (10 mM) et de soufre (3 g.L ). L’ensemble des milieux sont réduits avant inoculation
par I'ajout de 200 yL de NaxS.9 H20 5%.

L’ensemble des étapes de préparation des milieux d’enrichissements a été réalisé dans
une enceinte anaérobie (vinyl anaerobic glove chamber, sociét¢é COY) comportant une
atmosphére de Ny/H; (95/5 %) et un catalyseur au palladium. Le catalyseur au palladium en
présence d’hydrogéne réagit avec I'oxygeéne pour former de I'eau. L’eau produite est piégée par le
silica-gel présent dans I'enceinte anaérobie. L’ensemble des solutions ou poudres a été stérilisé
au préalable et introduit par I'intermédiaire du sas dans I'enceinte anaérobie 24 heures avant les
expéerimentations. L'ensemble des cultures ont été réalisées dans des flacons types pénicillines de
50 ml avec 20 ml de milieu d’enrichissement. Les flacons sont fermés avec un bouchon butyl
(Bellco, Dutscher) et sertis avec une capsule en aluminium. L’ensemble de ces enrichissements
ont été réalisés dés le retour au laboratoire et incubés a I‘'obscurité a une température proche de
la température in situ de 16°C (température mesurée in situ 14°C). Le pH final est ajusté a 7 en
faisant varier la pression en H ,/CO, (80/20) ou N »/CO; (80/20) dans I'atmosphére gazeuse. Les
flacons pénicillines sont inoculés avec 1 ml d’échantillon brut. Au total, 280 fioles ont été inoculées

selon cette premiére approche.
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> Une deuxiéme série d’enrichissement en condition hétérotrophe a été réalisée en
ajoutant d’autres substrats tels que dextran, choline, bétaine a une concentration de 2% finale
pour les échantillons ayant une salinité supérieure a 8%. Nous avons également testé la
quatrieme et nouvelle voie métabolique de la méthanogénése (méthanogenése méthylotrophe
hydrogéno-dépendante) en incubant en condition autotrophe (sous #CO;) et en présence de
méthanol 'ensemble des échantillons. Dans cette seconde approche, 113 fioles ont été incubées

dans les mémes conditions que précédemment.

IV. Approche culturale haut-débit.

L’approche de culture haut-débit suivant la technique de dilution a I'extinction a été réalisée en
condition aérobie selon trois salinités différentes (33, 100 et 200 g de NaCl) dans des
microplaques 96 puits de 2,2 ml (Eppendorf; reference: 0030502302) et fermées avec un
couvercle en silicone (Eppendorf ; reference: 0030127579).

Des échantillons provenant des bassins MEDEE (235 g.L " de sels) ; Tyro (Tyro 1,80 g.L " de
sels ; Tyro 2, 310 g.L " de sels), Thetis (236 g.L ' de sels) et Urania (160 g.L ' de sels) ont été

testés.

» Préparation du milieu de culture (hétérotrophe aérobie):

Le milieu de culture utilisé est composé pour 1 litre de : NaCl (33, 100 ou 200 g), MgCI ,. 6
H20 20 g, MgS0O4.7 H,O 20 g, KCI 2 g, CaCL 2. 2 H,0 0,3 g, citrate de Na 3 g, extrait de levure 1
g, acides aminés 7,5 g. Le pH est ajusté a 7,5 avec une solution de Tris-HCI pH 8. Le milieu est

stérilisé par autoclavage (121°C pendant 20 minutes).

> Dénombrement des cellules cultivables dans le milieu de culture utilisé.

A laide d’un distributeur type Multipette (Eppendorf), 450 pl de milieu sont répartis
stérilement dans les puits des microplaques sous un poste de sécurité de microbiologie de type II.
Dans un premier temps le nombre de bactéries cultivables sur ce milieu a été quantifié dans une
premiére expérience par la technique du nombre le plus probable (NPP) selon le protocole

développé par Kdpke (2005) (Kopke et al., 2005). Un aliquot de 50 ul d’échantillon bruts a été
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inoculé dans les 450 pl de milieu de culture en série de dilution jusqu’a 10 (Figure 46). Les séries

de dilution sont réalisées en duplicat.

1 2 3 4 B 6 |7 8 9 |10 11 [12
A
Medee { B } Tyro 2
C
D
Thetis 1 { | F Thetis 2
11& 1&1
F
G
Tyro 1 { H } Urania
Brine

! Lo

1% dilution : 10 ™ jusqu’a 10 ® 1 *dilution
Figure 46: Représentation schématique de la microplaque 96 puits pour le dénombrement des cellules
cultivables. Les lignes grisées correspondent aux puits non inoculés. Chaque échantillon est inoculé en

cascade de dilution en duplicat.

Les 3 microplaques correspondant aux 3 salinités testées ont été incubées a 30°C pendant

deux mois. La détection de croissance a été réalisée suivant le protocole ci-dessus.

» Technique de culture de dilution a I'extinction.
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Une fois déterminé le nombre de cellules cultivables pour chaque condition de salinité
testée, une plaque de culture contenant 500 pl de milieu de culture (par échantillon et par salinité)
a été inoculé avec 0,1 cellule cultivable par puits. La colonne 6 de chaque microplaque est non
inoculée pour s’assurer de la non contamination des microplaques. Les microplaques sont
incubées a 30°C pendant deux mois. La révélation de la croissance bactérienne dans les puits est

réalisée comme indiqué précédemment.

> Extraction d’ADN des puits positifs (présence d’'une croissance bactérienne détectée).
L’ensemble des expérimentations est réalisé sous une hotte Captair (Erlab). 100 ul des
cultures positives sont transférées dans une microplaque de type PCR (Polymerase Chain
Reaction). Les microplaques sont centrifugées a 3700 rpm pendant 20 min. Aprés I'étape de
centrifugation, 90 ul de surnagent sont éliminés. Puis 2 uyl de tampon de lyse (Annexe 2) sont
ajoutés. Les microplaques sont transférées dans un thermocycleur programmé pour un cycle de
10 min a 4°C, 1 min a 95°C, de 2min a 4°C. Les microplaques sont de nouveau rapidement
centrifugées. On ajoute ensuite 2 pL de la solution neutralisante (Annexe 2), les microplaques

sont centrifugées rapidement et incubées 3 min dans la glace.

L’étape d’amplification par PCR du géne codant pour 'ADNr 16S est réalisée en utilisant 1
ul de la solution finale présente dans les puits de la microplaque pour un mélange réactionnel de
PCR d’un volume final de 35 pl. La vérification de la présence de produits d’amplification aprés
I'étape de PCR est assurée par électrophoréese sur gel d’agarose. Les produits PCR sont ensuite

séquences en utilisant 'amorce universelle antisens U1492R.

VIl. Observation microscopique.

Pour suivre la croissance cellulaire, et vérifier I'état physiologique des cellules ou encore
évaluer leur mobilité, l'utilisation de la microscopie optique s’avére tres utile. La microscopie
électronique permet de faire des observations plus fines comme la présence de flagelles,

ultrastructure de la membrane, mesures de taille précises, etc.
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» Microscopie optique

Il est commun d’effectuer des états frais afin de vérifier I'état physiologique ou simplement
d’'observer la croissance cellulaire a partir d’'un échantillon donné. Dans ce but, une goutte de
culture est déposée entre lame et lamelle pour étre observée en microscopie a contraste de phase
(Olympus BX60 ou CX40). Les observations sont réalisées avec objectifs x40, x60 et/ou x100
(immersion). Dans le cas des cellules pouvant potentiellement posséder le facteur Fazo
(méthanogénes et/ou méthanotrophes) qui leurs conferent une autofluorescence bleu-vert

naturelle lorsqu’il est excité sous UV, I'épi-fluorescence a été utilisée.

» Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission (MET ou TEM pour Transmission Electron
Microscopy) est une technique de microscopie ou un faisceau d'électrons est « transmis » a
travers un échantillon extrémement fin. Les effets d'interactions entre les électrons et I'échantillon
permettent 'obtention d’'une image en 2 dimensions dont la résolution peut étre inférieure a 0,1
nm (0,08). Ce protocole est adapté pour I'observation de cellules portant des pilis ou des flagelles.

Il est nécessaire d’avoir préalablement préparé une solution d’acétate d’'uranyle a 2% (m/v)
dans de I'eau distillée et filtrée sur 0,2 um. On placer la grille sur du parafilm (cété sombre au-
dessus). On dépose 5 L de suspension sur la grille pendant 5 minutes. On enléve le surplus
avec du papier Whatmann® 3MM découpé en triangle. On dépose 5 pL de la solution d’acétate
d’uranyle a 2% pendant 1 minute. On enléve le surplus avec du papier Whatman® 3MM. On place
la grille sur un papier Whatman® 3MM sur lequel I'échantillon est identifié préalablement et
déposé dans une petite boite de Pétri. La grille est conservée a température ambiante et a 'abri
de la lumiére. La grille est ensuite introduite dans le microscope (JEM 1400 (1200kV), JEOL) et

observée.

VI. Isolement et caractérisation des isolats du genre Methanohalophilus.

VI1.1. Milieu et conditions de cultures.

V1.1.1. Préparation du milieu de culture liquide.
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Le milieu minimum utilisé contient par litre d’eau déionisée : 90 g NaCl ; 1,5 g de KCI ;6 g
MgCl,.6H.0; 0,4 g CaCL.2 H,O; 0,3 g NHCI; 3,46 g de tampon PIPES; 10 ml de solution
d’éléments traces (milieu DSMZ 141) ; 0,14 g de KH 2PO4 ; une goutte de résazurine a 1% ; pH 7.

Le milieu est chauffé sous N2 (100%) jusqu’a ébullition puis refroidit sous N, (100%). On ajoute O,5

g de cystéine HCL. Le milieu est stérilisé par autoclavage : 121°C, 20 minutes, 0,5 bar N2 (100%).

A la sortie de l'autoclave, afin d’éliminer toute trace éventuelle d’oxygéne, le milieu est flushé
rapidement sous Nz (100%). Une fois le milieu refroidit, on ajoute 10 ml d’'une solution de
vitamines (milieu DSMZ 141) conservée en anaérobiose sous une atmospheére de N2 (100%).

Le milieu complet est composé du milieu minimum additionné de 0,5 g/L d’extrait de levure
pour stimuler la croissance. Les cultures en conditions anaérobies ont été effectuées dans un
volume final de 10 ml dans des tubes Bellco fermés hermétiquement par un bouchon bleu en butyl
et sertis avec une capsule en aluminium. La distribution du milieu a été réalisée dans une enceinte
anaérobie. Avant 'inoculation, chaque tube recoit 100 ul de Na »S.9H,0 5% et 100 pl de TMA 2M.

Le milieu complet est prét pour l'inoculation.

V1.1.2. Préparation du milieu solide.

A partir des enrichissements positifs obtenus sur milieu destiné a rechercher les
méthanogénes additionnée de TMA (Triméthylamine) nous avons entrepris l'isolement de 3
souches provenant de 3 bassins hypersalés différents (Tyro, Kryos et Thetis). Les isolements ont
été réalisés sur milieu solide, I'agent gélifiant utilisé est 'agar noble.

200 ml de milieu complet 2X sont préparés suivant le mode opératoire indiqué ci-dessus. 200
ml d’eau déionisée sont portés a ébullition sous N, et refroidit sous N,. L'eau dégazée est
transférée sous flux d’azote dans un flacon Schott de 500 ml auquel on ajoute 8 g d’agar noble.
Les 2 préparations sont autoclavées, et flushées a 'azote a la sortie de I'autoclave. Les milieux
sont maintenus dans une étuve a 60°C pendant 2 heures. On introduit les 2 préparations dans
'enceinte anaérobie et on mélange les 2 préparations. On ajoute 0,4 ml d’'une solution de
vitamines (milieu DSMZ 141), 4 ml de TMA 2M et 4 ml de MA9H,O 5%. Ensuite 10 ml du
mélange sont délicatement distribués dans les flacons de Wolfe posés a I'horizontal dans
'enceinte. Aprés 30 min, le milieu est solidifié. A l'aide d’une seringue et d’'une aiguille, une goutte

de culture en phase exponentielle de croissance est déposée au fond du flacon sur la gélose. A
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laide d’'une oése stérile, la goutte de culture est ensuite striée jusqu’au sommet du flacon. Le
flacon est ensuite bouché a I'aide d’'un bouchon bleu en butyl et maintenu par un capuchon vissé
dessus le col du flacon de Wolfe. Les flacons sont incubés a la verticale dans une enceinte a
30°C.

VI.2. Détermination des conditions optimales de croissance.

La température, le pH et la salinité sont trois paramétres qui influent sur la croissance. Afin
de définir les optimums de croissance des 3 isolats appartenant au genre Methanohalophilus
décrits dans cette thése, la méthodologie qui a été appliquée est la variation de l'un des
parametres alors que les deux autres ont été maintenus constants. Toutes les expérimentations
ont été effectuées en triplicats. Pour déterminer les conditions optimales de croissance
(température, pH, salinité) nous avons réalisé un suivi de densité optique (DO) des cultures
réalisées en tubes Bellco a I'aide d’'un spectrophotométre (Genesys 20, ThermoFischer) réglé sur

une longueur d’onde de 600 nm.

» Température optimale de croissance.

La gamme de température de croissance pour chacune des 3 souches a été réalisée en inoculant
une série de tubes contenant 10 ml de milieu complet liquide. Ensuite 0,5 ml d’une pré-culture
fraiche en phase exponentielle de croissance a été utilisée comme inoculum. Les tubes sont

ensuite incubés a des températures croissantes : 7, 16, 20, 25, 30, 35, 40, 45 et 50°C.

» Salinité optimale de croissance.

Une gamme de concentration en NaCl (la concentration des autres sels reste fixe) a été
réalisée entre 0 et 300 g.L ' de NaCl avec un pas de 15 g de NaCl. Les cultures sont incubées a

30°C (température optimale de croissance).

» pH optimale de croissance
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La croissance a différentes valeurs de pH a été déterminée par ensemencement d’un
milieu & 90 g.L ' de NaCl, additionné de 20 mM de tampon : MES pH de 5 a 6; PIPES pH 6,5 et
pH 7 ; HEPES pH 7,5; AMPSO pH 8 et 8,5 ; TRIS pH 9. Les incubations sont réalisées a 30°C

(température optimale de croissance).

» Effet du MgCl; sur la croissance

Les 3 isolats ont été cultivés dans un milieu complet contenant 90 g.L ' de NaCl additionné

de concentrations croissantes en MgCl, (de 0 a 3 M avec un pas de 0,5M).

» Ultilisation du substrat carboné

La croissance a partir de différents substrats carbonés a été testée en utilisant le milieu
minimum liquide additionné de la seule source de carbone a tester. Les substrats ajoutés ont une
concentration finale de 20 mM : acétate, monométhylamine (MMA), diméthylamine (DMA),
triméthylamine (TMA). Le diméthylsulfide (DMS) a été testé a 5 et 10 mM et le méthanol dans une
gamme de 10 a 50 mM. Les cultures sont incubées a 30°C, pH 7 et une salinité de 90 g.L Tde
NaCl. Les cultures présentant une croissance microbienne sont repiquées dans les mémes
conditions afin de certifier I'utilisation du substrat. Les cultures ne présentant pas de croissance

sont testées une seconde fois dans les mémes conditions.

VI1.3. Croissance sous pression hydrostatique.

Les cultures sous hautes pressions hydrostatiques ont été effectuées dans des incubateurs
hyperbares (HPHT, Top Industrie, France - réacteurs « maison » de 'ENS de Lyon). Dans un
premier temps, des essais de culture sous pression hydrostatique ont été tentés dans des
seringues en plastique a usage unique de 5ml (Terumo®). L’extrémité des seringues étaient
équipées d’une aiguille piquée dans un bouchon bleu en butyl. Dans ces conditions de culture
'anaérobiose n’était pas maintenue. En effet a la sortie des réacteurs, la résazurine (indicateur
redox coloré) contenue dans le milieu avait viré au rose, signe d’'une oxydation du milieu. Dans un

second temps, nous avons ensuite testé des seringues en verre étanches au gaz de 5ml
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(Hamilton®). De la méme fagon, le milieu virait au rose. Nous avons donc opté pour la technique
utilisée dans le laboratoire de John Parkes a Cardiff (Pays de Galles). Dans cette technique des
flacons type pénicilline de 25 ml sont entierement remplis avec le milieu de culture (pas
d’atmosphére gazeuse) et inoculé dans I'enceinte anaérobie et bouchés avec un bouchon butyl.
Les flacons sont sertis a I'extérieur de I'enceinte avec une capsule en aluminium. Le point crucial
de cette expérimentation consiste a éliminer toute bulle de gaz dans le flacon. La pression
hydrostatique dans le flacon sera exercée au milieu par I'intermédiaire du bouchon. Les flacons
sont ensuite placées dans un incubateur rempli d’eau et celui-ci a été fermé hermétiquement (joint
et fermeture a écrou). Une pompe hydrauligue manuelle a été connectée au réacteur puis la
pression a été augmentée dans celui-ci par ajout d'eau. La température était régulée
automatiquement grace a un couple composé d'une sonde et d’'un thermostat alors que la
pression était régulée par une valve manuelle de sortie (Figure 47). Des fioles témoins étaient
placées dans une enceinte thermostatée a 30°C. Dés que la croissance est détectée dans les
fioles témoins, I'expérience est stoppée et la concentration dans les différents flacons est mesurée
a I'aide d’un cytometre de flux.

Les études de la croissance des souches selon la pression d’incubation ont été réalisées
en ftriplicats pour chaque pression a la température optimale de croissance mesurée plus haut
(30°C). Les pressions hydrostatiques testées sont : 10, 20, 30, 40 et 50 MPa. Une fois déterminée
la gamme de croissance sous pression hydrostatique, les croissances ont été testées a la

température in situ (14°C) et a la pression hydrostatique optimale.

Manométre Régulateur de

l température

Manométre

Réservoir
d'eau

— Seringue

Pompe
manuelle

Vanne de purge

Figure 47: Schéma du systéme de culture haute-pression HPHT (Top Industries, France).
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VIl. Détermination de la croissance microbienne.

VIl.1. Mesure de la densité optique par spectrométrie.

Dans quelques cas, les suivis de croissance ont été réalisés en suivant I'évolution de la
turbidité des cultures, laquelle est proportionnelle a la densité cellulaire. Ces mesures de densité
optique ont été effectuées sur des cultures réalisées dans des tubes Bellco (non rayés pour éviter
les artefacts de lecture), a I'aide d’'un spectrophotométre visible (Genesys™ 20, ThermoScientific,
réglé a une longueur d’onde de 600 nm et comparé a un contréle ou « blanc » (méme milieu de

culture non inoculé).

VIl.2. Détermination de la concentration cellulaire par cytométrie de flux.

Le plus souvent, les dénombrements ont été réalisés en cytométrie de flux (CyflowSpace®,
Partec, équipé d'un laser 20 m\W et de longueur d’'onde 488 nm).

Les cellules ont été fixées au glutaraldéhyde (100 pL de glutaraldéhyde a 25 % dans 900 pL
de culture), et conservées a -20°C avant d’étre dénombrées. Les cellules fixées ont ensuite été
diluées a l'aide de la base minérale du milieu de culture, au 17101/100° ou 1/1000° selon la
concentration cellulaire de I'échantillon; 1 yL de SYBRGreen I® (Invitrogen) a ensuite été ajouté a
I'échantillon de culture dilué, puis les échantillons ont été comptés au cytomeétre a un flux calibré
de 10 pL par seconde. Les données concernant la diffraction de la lumiére dans I'axe du laser et a
sa perpendiculaire, ainsi que la fluorescence de 'ADN marqué par l'agent intercalent ont été
traitées par le logiciel FloMax®software (Partec). Les cultures ont été dénombrées par rapport a

un « template » développé pour la souche et les conditions de culture mises en ceuvre.

VII.3. Détection de croissance dans des microplaques de Culture.
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Le dénombrement des bactéries cultivables nécessite le marquage préalable des acides
nucléiques (particulierement 'ADN) a l'aide de l'agent intercalant SYBR Green | (Invitrogen)
(Martens-Habbena and Sass, 2006). Un aliquot de 100 pL de culture est réparti dans une
microplaque 96 puits (UV Star, Greiner Bio One), puis 50 yL de SYBRGreen | (Invitrogen) dilué 1
000 fois dans du tampon TE (200 mM Tris-HCI, 50 mM sodium EDTA, pH 8) sont ajoutés dans
chaque puits. Aprés 3 h dincubation a l'obscurité, la fluorescence est mesurée a laide d’un
lecteur de microplaque (Infinite200Pro, TECAN) (excitation 485 */-20 nm, émission 528 */-20 nm).
Les résultats sont exprimés en RFU (Unité de Fluorescence Relative). Les puits dont la valeur de
fluorescence RFU est supérieure a la moyenne plus trois fois I'écart type (RFU > X1 + 3 x s) sont
considéreés positifs.

Le nombre de cellules par millilitre d’échantillon est obtenu a l'aide de la table de Mac

Crady pour deux « tubes » par dilution, corrigé du facteur de dilution (Annexe 3).

VIII. stabilité des ARNs en conditions hypersalées.

Suite aux travaux de Hallsworth (2007) sur la stabilit¢ des ARNs d'une souche de
Marinobacter sp. halotolérante, nous avons voulu analyser la stabilitt¢ des ARNs d’une souche
halophile anaérobie modérée, codée souche SLHTYRO, et identifite comme appartenant au
genre Methanohalophilus.

Cinquante ml de culture en fin de phase exponentielle de croissance sont transférés dans
I'enceinte anaérobie dans un tube Falcon. Le tube Falcon est ensuite centrifugé a 10 000 rpm a
4°C pendant 10 minutes. En condition anaérobie, le culot est repris dans 50 ml de milieu minimum
contenant 300 g.L' de NaCl. A cette salinité et sans présence de substrat carboné la souche
SLHTYRO ne peut pas se développer. Afin d’évaluer l'intégrité des ARNs, nous avons préleveé 2
ml de culture au cours du temps : 0 jour, 1 jour, 7 jours, 15 jours, 21 jours, 30 jours et 45 jours.

Les culots cellulaires ont été récupérés par centrifugation (10 min, 4°C a 14000 rpm). Les ARNs
totaux sont extraits par la méthode au Trizol (Invitrogen) décrite plus bas et sont ensuite
conservés a -80°C avant la rétro-transcription de 'ARNr 16S et 'ARN qui code pour I'enzyme

mcrA (méthyl coenzyme M réductase).
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IX. Méthode Moléculaire.

IX.1. Extraction d’ADN.

» Culture d’enrichissement et isolat.

Ce protocole détaille la méthode d'extraction d'’ADN génomique a partir d'une culture
d'archée ou de bactérie. Ce protocole a été utilisé sur les cultures d’enrichissements présentant
un trouble visuel couplée a une observation microscopique généralement associé a une
croissance cellulaire (Charbonnier et al., 1995).

Pour ce protocole, le culot cellulaire a été obtenu en centrifugeant 2 ml de culture dans un
tube Eppendorf pendant 5 minutes a 10 000 rpm et 4°C. Le culot cellulaire a été repris dans 350
pl de tampon TE-Na (Tris-EDTA-NaCl). Dans le cas de paroi d’Archaea, 20uL de Sarkosyl 10%,
20uL de SDS 10%, 10 pyL de Protéinase K a 20 mg/mL ont été ajoutés et les tubes ont été
incubés a 55°C pendant 2 heures. L’extraction d’ADN a été réalisée en présence d ‘une solution
de PCI (phénol/chloroforme/alcool isoamylique 25/24/1) en ajoutant 400 ul de solution de PCI,
suivi d’'une agitation (sans vortex) durant 45 secondes. Cette étape est suivie d’une centrifugation
a 6 000 rpm pendant 10 minutes a température ambiante. La phase aqueuse supérieure est
récupérée avec des cones jaunes 200 pl. Dans le cas d’'important débris au niveau de l'interface,
I'extraction au PCI est répétée 2 fois. A la phase aqueuse sont ajoutés 400 ul de chloroforme, puis
émulsioné sans vortexer durant 45 secondes. Cette étape est suivie d’'une centrifugation a 6 000
rom pendant 10 minutes a température ambiante. La phase aqueuse supérieure est récupérée et
800 ul d’éthanol 100% glacé (-20°C) sont ajoutés suivie d’'une agitation par retournement. Le culot
D’ADN est récupéré par centrifugation a 14000 rpm pendant 10 minutes a 4°C. La pelote d'ADN
est nettoyée avec 0,5 mL d’éthanol froid a 70% en le resuspendant. Le culot d’ADN est récupéré
par centrifugation a 14000 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant est éliminé. L’ADN est
séché totalement au « speed vac» a une température moyenne pendant 10 minutes. L'ADN

séché est ensuite repris dans 50- 100 yL I’EMQ stérile. L’ADN est conservé a 4°C.

IX.2. Extraction d’ADN pour le séquengage de génome.
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Le protocole décrit ci-dessous est utilisé en modifiant les volumes et I'étape de récupération de
I’ADN.

On centrifuge 4 X 50 ml de culture (en phase exponentielle de croissance = 10 2 cell/mL) dans
un tube Falcon de 50 ml, 10 minutes a 10000 rpm a 4°C. Le culot est resuspendu dans 5 ml de
tampon TE-Na. On ajoute ensuite 800 puL de Sarkosyl 10%, 800 uL de SDS 10% et 50 pl de
RNase A a 50 mg.ml~'. On mélange délicatement et on incube 1 heure & 37°C. On ajoute 500 pL
de Protéinase K & 20 mg.mL™". On incube les tubes & 55°C pendant 3 heures. On agite lentement
de temps en temps.

L’extraction d’ADN est réalisée en présence d’'un mélange PCI (phenol/chloroforme/alcool
isoamylique 25/24/1). Pour cela on ajoute 8 mlde PCI (1 volume), puis on agite sans vortexer
durant 45 secondes. Cette étape est suivie d’'une centrifugation a 6 000 rpm pendant 10 minutes a
température ambiante. La phase aqueuse supérieure est récupérée avec une pipette de 10 ml
stérile. L'extraction au PCI est répétée s'il y a beaucoup de débris au niveau de l'interface. Huit ml
de chloroforme sont ajoutés suivi d’'une agitation sans vortexer durant 45 secondes. Centrifugés a
6 000 rpm pendant 10 minutes a température ambiante. La phase aqueuse supérieure est
récupérée. L’ADN est précipité par I'ajout de 16 ml d’éthanol 100% glacé (-20°C) et récupéré avec
une pipette pasteur stérile. L’ADN est nettoyé en le plongeant une vingtaine de fois dans un tube
Falcon de 15 ml contenant de I'éthanol 70%. L’ADN est séché rapidement a l'air libre. L'ADN
séché est ensuite repris dans 300 yL d’'EMQ stérile. L’ADN est conservé a 4°C.

Il est a noter que ce protocole a passé avec succés les criteres de qualité défini par les

différentes sociétés de séquencage.

IX.3. Extraction d’ADN/ARN sur les cartouches filtrantes (filtre Sterivex).

Le protocole utilisé est le protocole publié par Van der Wielen (2005). Les filtres sont extraits
des cartouches filtrantes encore congelés et découpés rapidement en petit morceau. Les bouts de
filtres sont ensuite introduits dans un tube Eppendorf. L’étape suivante consiste a extraire les
acides nucléiques (ADN et ARN) selon le protocole décrit dans la section 1X.1.
» Purification des extraits ARN
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Afin d’éliminer toute traces d’ADN, les extraits sont traités avec une Dnase. Une partie
du volume total d’extrait d’acide nucléique (ADN et ARN) est digérée a I'aide du kit Turbo Dnase
(Ambion). Le mélange réactionnel est composé de 1 ul d’enzyme turbo Dnase a 2U/pl, 0,1 volume
de tampon d’incubation 10X et de 1 a 20 ul d’extrait d’acides nucléiques. Le volume réactionnel
est ajusté a 50 pl avec de l'eau ultra-pure certifi¢ sans Rnase (MP Biomedical). Le mélange
réactionnel est incubé 30 min a 37°C au bain marie. L’enzyme est inactivé par I'ajout de 0,1
volume de tampon d’inactivation et incubé 5 min a température ambiante. L’ARN est isolé dans le
surnageant par une centrifugation a 10 000g pendant 1 min 30. L’ARN purifié est visualisé sur gel

d’agarose 1% et quantifié au spectrophotométre Nanodrop avant rétro-transcription.

IX.4. Extraction des ARN et purification des ARNs a partir de cultures.

Cette méthode a été utilisée pour extraire les ARNs afin d’étudier la stabilité des ARNs en
condition hypersalé a partir de [lisolat SLHTYRO, souche appartenant au genre
Methanohalophilus.

Deux ml de culture sont centrifugés a 14000 rpm pendant 10 min. Aprés I'élimination du
surnageant, le culot est repris dans 1 ml de Trizol (Invitrogen). Aprés une incubation de 5 minutes
a température ambiante, 200 pl de chloroforme sont ajoutés. Le mélange est vortexé, puis incubé
2 min a température ambiante. La phase aqueuse et la phase organique sont séparées par
centrifugation (14000 rpm, 15 min a 4°C). La phase aqueuse supérieure est transférée dans un
nouveau tube stérile. L'étape de précipitation est réalisée aprés I'ajout de 500 pl d’isopropanol,
suivi d’'une incubation de 10 min a température ambiante. Les ARNs sont culotés par
centrifugation (14000 rpm, 10 min, 4°C) et lavés avec 1 ml d’éthanol 70%. Une nouvelle étape de
centrifugation (14000 rpm, 10 min, 4°C) permet de culotter les ARNs. Le surnageant est éliminé,
puis le culot est séché a I'aide d’'un speed-vac (Savant) pendant 10 min a 30°C. A la fin le culot est

repris dans 30 ul d’eau exempte de RNase puis conservé a -80°C.

» Purification des ARNs extraits sur colonne RNeasy (Qiagen).

La purification des ARNs a été réalisée sur des colonnes RNeasy en suivant

scrupuleusement les indications du fabricant.
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IX.5. Quantification des acides nucléiques.

» En routine, les ADNs et les ARNs sont quantifiés par mesure de leur absorbance en

spectrophotométrie.

Les ADNs et les ARNs extraits ont été quantifiés a l'aide du NanoDrop ND1000
(ThermoScientific®) a partir de 2 pl d’extraits en suivant les recommandations du fabricant. La
concentration en ADN et ARN est mesurée a 260 nm. Les rapports 260/230 et les rapports
260/280 permettent respectivement d’évaluer les contaminations en acides humiques (R>2
pureté) et les contaminations protéiques (R>1,7 pureté) appréciant ainsi la pureté des acides

nucléiques extraits.

» Quantification des ADNs pour le séquengage génomique.

Les ADNs extraits sont quantifiés a I'aide du Qbit (Promega) pour répondre aux exigences
des sociétés de séquencgage. La quantification est réalisée en suivant scupuleusement les

préconisations du fournisseur utilisé (Promega).

IX.6. Amplification du géne codant pour ’ARNr 16S par PCR.

Afin d’éviter les contaminations potentielles, la préparation du mélange réactionnel de
polymérisation en chaine (PCR: Polymerase Chain Reaction) est effectuée sous une hotte
Captair®bio Biocap DNA/RNA (Fisher Scientific Bioblock) et les pipettes sont traitées aux UV
avant chaque utilisation. Pour chaque amplification, un témoin positif (matrice ADN de culture
pure) ainsi qu’un témoin négatif (mélange réactionnel additionné d’eau) sont employés.

Les amplifications ont été réalisées sur la totalité des ADN extraits en utilisant des couples
d’amorces spécifiques des domaines bactériens et archéens (Tableau 6). La taille attendue pour
ces produits d’amplification est de I'ordre de 1400 pb et correspond a la quasi-totalité du géne (~
1500 pb chez Escherichia coli).
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Tableau 6 : Liste des amorces utilisées pour les réactions de PCR, RT-PCR et PCR-
DGGE. F: amorce Forward (sens); R: amorce Reverse (anti-sens). La position
nucléotidique est basée sur celle de ’'ARNr 16S d’E. coli. Les amorces notées en bleu
possédent a leur extrémité 5’ une séquence de 40 nucléotides « GC-clamp » (5~ CGC CCG
CCG CGC CCC GCG CCC GTC cCcG ccGg cececececg eecec G- 3)).

Taille du fragment

Specificite Amoree Séquence (5°- 37) Reférence amplifié
Bacteria ESF AGA GIT TGA TCA TGG CIC AG Van dex Wilen B. o
rpcp | Umiverselle U1492R GTT ACC TTG TTA CGA CTT 2005 P
ASF CGG TTG ATC CTG CCG GA o
e AL49IR. GGC TAC CTT GIT ACGACT T Teske A 2002 1484 pb
Bacteria E;jéfR CCT ACG GGA GGC AGC AG Muyzer G. 1996 1151 pb
PCE. =
Archaea 400 CCT AYG GGG YGC ASC AGG CG . 1151 pb
Bacteria 341F-GC CC TAC GGG AGG CAG CAG Muyzer G. 1903 177 gb
PCE- Universelle SISR ATT ACC GCG GCT GCT GG
DGGE Saf 1-GC CCT A(C/T)G GGG CGC AGC AGG
Archaea Saf 2-GC CCT ACG GGG CGC AGA GGG Nicel G. 2003 178 B
PARCH 519K TTA CCG CGG C(GT)G CIG

Pour un volume final de 25 pL, le mélange réactionnel d’amplification se compose de : 20,15 uL
d’eau milliQ stérile ; 2,5 pyL tampon d’enzyme 10X (Promega) ; 0,5 L mélange de dNTP 40 mM,
0,1 yL amorce
sens 100 uM ; 0,1 uL amorce anti-sens 100 uM ; 0,15 pL Taq DNA polymerase 5 U/uL (GoTaq,
Promega) ; 1 L matrice ADN (50 ng.uL™"). Les cycles de PCR sont indiqués dans le tableau 7.

IX.7. Amplification par RT-PCR du géne ARNr 16S.

Le protocole de RT-PCR choisi, « oneStep RT-PCR kit », fourni par Qiagen™, est un protocole
en une étape qui regroupe les étapes de rétro-transcription et d’amplification dans un méme
mélange réactionnel.

Pour les réactions de RT-PCR, un mélange réactionnel (50 pL final) contient une quantité
optimale d’ARN purifié, 0,6 yM de chaque amorce, 2 uL de « Qiagen One Step dNTP mix » a 10
mM, 10 uL de « Qiagen One Step RT-PCR Buffer 5 X » et 2 yL de Qiagen One Step Enzyme

Mix ». Les réactions d’amplifications se déroulent selon les cycles résumés dans le tableau 7.
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IX.8. Amplification « nichée » par PCR en vue de I’analyse en DGGE.

Les ADNrc 16S obtenus aprées amplification par PCR servent de matrices dans une
seconde PCR dite « nichée » utilisant des couples d’amorces ciblant la région variable V3 de
'ADNr 16S. Les couples d’amorces 341F-GC et 518R pour I'étude des Bacteria, et le mélange Saf
1/Saf 2 et Parch 519R pour I'étude des Archaea ont été sélectionnés (Tableau 7). Les amorces
sens utilisées possédent en 5 une séquence de 40 nucléotides GC (GC-clamp ou queue GC)
empéchant la dénaturation totale des fragments d’ADN au cours de la migration électrophorétique.

La composition du mélange réactionnel pour la PCR-DGGE est identique a celle
utilisée lors des PCR classiques décrites plus haut, a I'exception des amorces Saf1-GC et Saf2-

GC utilisées en mélange selon le rapport 2:1 (Nicol et al., 2003). Les cycles d’amplification utilisés

pour la PCR-DGGE sont résumés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Amorces et cycles des amplifications par PCR, RT-PCR et PCR-
DGGE.
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Spécificite

Couple
d’amorce

Dénamration

Cyele PCR

Nombre
de cveles

Elongation finale

Reférence

RT-PCR
(1500pb)

Bacteria

ESF / Ul492R

Archaea

ASF/Al492R

30 min & 50°C
15 min 4 95°C

1 min 4 94°C
1 min 30 4 55°C
2 min 4 72°C

30

6muin d 72°C

Teske A 2002

PCR
(1000pb)

Bacteria

E341F/ U1492R

Archaea

A341F [ Al492R.

3 min a 94°C

1 min & 94°C
1 min 30 a 55°C
2 min a 72°C

30

6 min a 72°C

Muyzer G. 1996

DGGE
(176pb)

Bacteria

341E-GC
518R

5 min a 94°C

1 min & 94°C

1 min de 65 a 55°C

3 min a 72°C

1 min & 94°C
1 min 55°C
3 min a 72°C

30 min a 72°C

Muyzer G. 1993,

1996

Archaea

Safl/Saf2-GC
FARCH319R

5 oun a 94°C

1 min a 94°C

1 min de 65 3 55°C

3 min a 72°C

1 min & 94°C
1 min 55°C
3 min a 72°C

()

30 min a 72°C

Nicol G. 2003

IX.9. Clonage des produits d’amplification PCR.

A partir des produits d’amplifications obtenus a partir des matrices ADN extraites des cultures

d’enrichissements positives, une étape de clonage a été réalisée avant le séquengage. Pour les

isolats, les produits d’amplification PCR sont directement envoyés au séquengage (Beckman

Coulter Genomics).

Le vecteur utilisé pour le clonage est le pGEMT easy vector (Promega), selon les

recommandations du fournisseur. Les cellules compétentes (X-gold, Stratagene) sont
transformées avec les fragments d’intérét et étalées sur milieu solide. Le milieu solide est
additionné de 1 mL d'IPTG (0,5 M), 1 mL de X-Gal (80 mg/ml) et 1 mL d’ampicilline (100 ng/ml).

Les colonies blanches sont ensuite repiquées dans le milieu SOC liquide et incubées a 37°C
pendant une nuit. Les plasmides contenant les fragments d’intéréts ont été extraits et purifiés a

laide du Kit de Gendet Mini prep (ThermoScientific) selon les instructions du fournisseur. Les
genes d’intérét clonés (ADNr 16S, McrA, ...) sont amplifiés par PCR a I'aide des amorces M13F et
M13R. Les produits d’amplification ont été envoyés a Beckman Coulter Genomics pour les

séquencer selon la méthode de Sanger.
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IX.10. Electrophorése d’ADN.

Les produits d’amplification obtenus par PCR et RT-PCR sont analysés par électrophorése
en gel d’agarose (Eurobio) 0,8 % dans du TAE 1X (pH 8; 40 mM Tris-base, 20 mM acide
acétique, 1 mM EDTA). Le gel est coloré au BEt (bromure d’éthidium) 1 pg/ml. La migration
s’effectue en général sous une tension de 100 V pendant 45 min. Aprés migration des produits
d’amplification en présence d’un marqueur de taille, le gel est photographié sous une table UV

(Avantec).

IX.11. Analyse des produits de PCR par DGGE (Denaturing Gradient Gel

Elelctrophoresis).

La diversité moléculaire dans I'halocline du bassin Tyro a partir des ARNs extraits des filtres a
été analysée par la technique DGGE.

Les produits d’amplification sont additionnés de tampon de charge (bleu de Bromophénol
concentré 5X) puis chargés et séparés sur un gel de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis). Les profils génétiques en DGGE sont obtenus a l'aide du systeme D GENE ™
Denaturing Gel Electrophoresis System (Biorad Laboratories). Cette technique d’électrophorése
permet de séparer des fragments de méme taille en fonction de leur séquence nucléotidique. La
migration des produits d’amplification, a température constante (65°C), est réalisée dans un gel de
polyacrylamide a 8% contenant un gradient linéaire de formamide et d’'urée. Les conditions 100%
dénaturantes sont définies par 40% de formamide (v/v) et 7 M d’urée.

Dans un premier temps, un gel dénaturant a 20-80% est réalisé sur I'ensemble des
amplifications dans le but de déterminer les conditions dénaturantes optimales pour chaque
échantillon.

» Préparation du gel dénaturant

Les plaques en verre sont lavées a l'aide de détergent et d’éthanol puis celles-ci sont
assemblées en « sandwich » avec des « spacers » d’'un millimétre d’épaisseur ajustées de

chaque cété. L’étanchéité du montage est vérifiée avant de couler le gel.
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Une premiére couche de solution d’acrylamide 0% dénaturante (solutions dénaturantes,
annexe 4) est coulée afin de constituer le fond du gel. Cette couche est polymérisée par I'ajout de
10 pL de persulfate
d’ammonium 10% (APS ; Biorad Laboratories) et de 1 pyL de TEMED (N,N,N’,N’-tétraméthyl-
éthylénediamine ; Biorad Laboratories).

Le gradient dénaturant est réalisé a l'aide d’'un « gradient maker » (Hoefer SG30,
Amersham Biosciences) relié a une pompe péristaltique. Les deux colonnes formant le systéeme
sont remplies de 12 mL de solution dénaturante, 60 yL d’APS 10 % et 6 pyL de TEMED. Le
mélange des solutions s’effectue sous agitation au moment de I'ouverture du robinet de jonction.
Ainsi la solution la plus dénaturante est diluée parla solution la moins dénaturante. Le gel est
coulé grace a la pompe péristaltique réglée pour fournir un débit constant de 5 mL/min et a une
aiguille placée entre les plaques. Enfin, la surface du gel est aplanie en ajoutant 2 mL de butanol
saturé en eau.

Aprés environ 1h de polymérisation a température ambiante, le butanol est éliminé et la
surface du gel est rincée plusieurs fois a I'eau distillée. Le peigne (prévu pour former 20 puits de
dépbt) est ensuite inséré entre les plaques, et le gel de concentration (« stacking gel ») est
coulé (5 mL d’acrylamide 0 %, 50 yL d’APS 10 % et 5 yL de TEMED).

La cuve d’électrophorése est remplie de 7 L de tampon de migration TAE 1X (Tris 40 mM —
pH 8, acide acétique 20 mM, EDTA 1mM — pH 8) puis préchauffés a 60°C. Avant d’effectuer les
dépbts, les puits sont rincés avec le tampon de migration pour éliminer I'excés d'urée et
d’acrylamide qui pourrait géner la migration.

» Dépbt, migration et révélation

Afin de comparer la présence/absence et lintensité des bandes de plusieurs profils
électrophorétiques correspondant aux différents échantillons, environ 300 a 500 ng d’ADN sont
chargés dans chaque piste. Les produits PCR sont mélangés avec du tampon de charge puis
chargés sur le gel DGGE.

La migration est composée d’'un premier « run » (30 V, 15 min), puis d’'un deuxi€éme « run »
réglé a 80 V pendant 15 h. Enfin de migration, le gel est coloré dans un bain de SYBR Gold
(Invitrogen), dilué 10 000 fois dans du tampon TAE 1X, pendant 15 min a 'obscurité, puis rincé

dans un bain de tampon TAE 1X pendant 30 min. La visualisation du gel est réalisée au scanner
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9400 Variable Mode Imager (Amersham Biosciences) en mode fluorescence, excitation 488 nm,

émission 520 nm.

X. Séquengage des génomes.

X.1. Méthodes de séquencgage.

Nous avons utilisé 3 techniques de séquencgage différentes pour tenter de circulariser les
génomes. Le séquengage suivant la technologie de Pacific Biosciences « PacBio » qui a été
réalisé a Toulouse chez Genotoul (France), le séquengage suivant la méthode lon Torrent

effectué a Lyon (France) et la méthode Mate-pair par Beckman Coulter Cogenics (Royaume Uni).
» PacBio

La technologie de Pacific Bioscience ou « PacBio » utilise la méthode SMRT c’est-a-dire
Single Molecule Real-Time Analysis ou séquengage en temps réel de molécule unique. Cette
technologie utilise le marquage par fluorescence des nucléotides ajoutés aux brins d’ADN. L’ajout
d’'une base est détecté en temps réel au cours du séquengage.

L’atout principal de cette méthode est la possibilité de lire des séquences allant jusqu’a
20000 bases, ce qui a pour conséquences de diminuer le nombre d’erreurs et de réduire le taux
de couverture (bases détectées par redondance / nombre de bases a séquencer).

Des nucléotides marqués par fluorescence sont intégrés dans I'ADN en cours de
réplication, un marqueur pour chaque nucléotide, soit 4 marqueurs différents. Les cavités du
chipset appelées « zero mode waveguides » vont capter les photons émis par la fluorescence lors
de lintégration de la base. Un rayon laser excite les marqueurs fluorescents qui a comme
conséquence de produire un signal lumineux. Celui-ci sera dirigé vers un capteur CCD (Charge-
Coupled Device) qui enregistrera ce signal.

La technologie PacBio utilise des « flowcell » nanofluidiques contenant des puits de
quelques dizaines de nanométres d’épaisseur au fond desquels est attachée une molécule d’ADN
polymérase servant a gérer une synthése controlée de brin d’ADN. Dans cette méthode, c'est

I’ADN qui se déplace base par base le long de la polymérase (Goodwin et al., 2016) (Figure 48).
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Figure 48: Principe du séquencgage par la méthode « PacBio » (Goodwin et al., 2016).
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Le séquencage lon Torrent de Life Technologies™ est un séquencgage dit semi-conducteur.

Cette méthode ne s’appuie pas sur la détection de la fluorescence de nucléotides. Elle utilise un

capteur CMOS (Complementary Metal-Oxide-Semiconductor) qui détecte les ions H qui sont

relargués lors de la synthése de 'ADN. Ce capteur est associé a des micro-puits. Il mesure le pH

dans chacune des cavités, indicateur de la présence d’'une ou de plusieurs bases intégrées dans

'ADN en cours de séquengage. Chaque cavité permet de séquencer un brin d’ADN d’environ 200

bases. Le processus est effectué par ajout des bases les unes aprés les autres pour identifier le

nucléotide incorporé dans chaque cavité. Puis un ringage par micro-fluidique est effectué avant le

séquencage de la base suivante (Goodwin et al., 2016) (Figure 49).
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Figure 49: Principe du séquengage par la méthode de I'lon Torrent (Goodwin et al., 2016).
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» « Mate-pair »

La préparation de banques pour le séquencgage lllumina en « Mate-pair » consiste a
fragmenter I'ADN génomique mécaniquement (Covaris, Bioruptor) ou enzymatiquement
(tagmentase, technologie Nextera) a des tailles inferieures a 0,8 kb. Des adaptateurs sont ensuite
ajoutés pour permettre le séquencgage a partir des deux extrémités du fragment. La préparation de
banques en « mate pair » est congue de fagon a permettre le séquencgage « en paire » de deux
extrémités d’'un fragment d’'une taille d’origine de plusieurs kilobases. La Figure 50 montre la

préparation d’'une banque mate-pair pour le séquengage lllumina.
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Figure 50: Représentation de la méthode « Mat-pair » pour le séquencage.
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X.2. Assemblage et analyse des génomes.

L’assemblage des génomes séquencés a été réalisé par Erwan Corre de la plateforme
ABIMS a la station Biologique de Roscoff (CNRS). Différents logiciels d’assemblage ont été utilisé
SPAdes version 3.6.1 (Nurk et al., 2013); SSPACES version 3.0 (Boetzer et al., 2011) et
SSPACES Long Read version 1.1 (Boetzer and Pirovano, 2014).

X.3. Hybridation ADN/ADN in silico.

L’hybridation ADN/ADN (DDH) fournit une évaluation de la similitude globale de ’'ADN entre
deux especes; par définition, si la DDH est supérieure ou égale a 70%, les deux ADN
appartiennent a la méme espéce (Colston et al., 2014).

L’hybridation ADN/ADN a été effectuée in silico grace au web serveur GGDC signifiant
genome to genome distance calculator (http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php) (Auch et al., 2010a ,
2010b ; Meier-Kolthoff et al., 2013). Ce logiciel permet de déterminer les ressemblances et
différences entre deux génomes. L’hybridation ADN/ADN a été effectuée en comparant la souche

isolée durant cette étude a ces deux plus proches parents.

X.4. Détermination des valeurs d’identité nucléotidiques moyennes (ANI).

La valeur d’identité nucléotidique moyenne entre les génes conservés de 2 souches ou
Average Nucleotides Identity (ANI) est un indice qui se mesure entre deux génomes séquencés et
qui permet d’évaluer la distance génétique entre eux (Konstantinidis and Tiedje, 2005).

Afin de calculer 'ANI, le web serveur EzTaxon_(http://www.ezbiocloud.net/ezgenome/ani)

ainsi que le web seveur JSpeciesWS (http://imedea.uib-csic.es/jspecies/) (Richter et al., 2016) ont

été utilisés.
L’algorithme utilisé est celui proposé par Goris (Goris et al., 2007)et la valeur seuil de

nouvelle espéce avec cet indice génomique est de 94-96% (Richter and Rossello-Mora, 2009).
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Les analyses du génome ont été effectuées avec RAST (http://rast.nmpdr.org/) ((Aziz et al.,

2008; Brettin et al.,, 2015; Overbeek et al.,, 2014) ainsi qu’avec MaGe qui est une plateforme
d’annotation et d’analyses des génomes microbiens (MicroScope) (Vallenet et al., 2013, Vallenet

et al., 2009, Vallenet et al., 2006) (https://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/mage/).

Les génomes ont été annotés de fagon semi-experte via la plateforme MaGe. Une étude de
génomique comparative a été effectuée en utilisant les outils de comparaison génomique inclus
dans la plateforme (Pan/ Core-genome et analyses de COG). Les voies métaboliques complétes

ont été recherchées par I'outil MycroCyc.
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Résultats et discussion
Résultats et discussion.
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I. Diversité microbienne cultivable dans les bassins profonds hypersalés

anoxiques de la Mer Méditerranée.

I.1. Approches culturales traditionnelles.

Dans ce chapitre, les résultats par les approches culturales « classiques », c’est a dire
employant des milieux de culture spécifiques et dans des conditions communément employées en
routine au laboratoire, sont présentés. Les cultures ont été suivies et maintenues pendant deux
ans. Les cultures présentant un trouble dans la fiole sont observées au microscope a contraste de
phase avec et sans lumiére UV (Ultra Violet). A partir des enrichissements positifs, nous avons
extraits 'ADN et réalisé un clonage. Pour chaque enrichissement positif 8 clones ont été
séquences. Les séquences sont comparées aux séquences nucléiques déposeées dans la base de
données internationale du NCBI en utilisant I'outii BLAST (Basic Local Alignment Search) pour
rechercher les similitudes de séquences.

Cette approche culturale a été réalisée a partir d’échantillons provenant de 5 bassins
hypersalés (Tyro, Kryos, Urania, Thetis et Medee). Des enrichissements positifs ont été obtenus a
partir d’échantillons récoltés de 4 sur 5 bassins. Nous n’avons obtenu aucune culture positive a
partir des échantillons du bassin Medee (Tableau 5). 393 cultures d’enrichissements ont été
inoculées. Au total 26 enrichissements positifs sur nos 8 milieux ont été obtenus, ce qui
représente un taux de succés d’environ 7%. Deux enrichissements positifs sur le milieu
autotrophe soufre/thiosulfate ; 3 sur le milieu avec acétate ; 6 sur le milieu additionné de TMA ; 2
sur le milieu contenant du lactate/acétate ; 3 sur le milieu benzoate/propionate ; 6 sur milieu
hétérotrophe ; 1 sur dextran ; 2 sur choline ; 1 sur bétaine. Sur les 26 enrichissements positifs, 21
sont composés de microorganismes dont les génes ARNr 16S montrent des taux de similitude
élevés (> 98%) avec ceux de souches cultivées connues. Sur ces 21 séquences, 14 sont affiliées
au genre Halanaerobium et plus précisément aux espéces H. acetethylicum, H. saccharolyticum
et H. sehlinense ; 5 sont affiliées au genre Methanohalophilus et une est affiliée au genre
Halomonas et a I'espéce H. taeanensis. Sur 'ensemble, cing séquences présentent (voir tableau
ci-dessus) des valeurs de similitudes inférieures a 94 % (la longueur des séquences analysées est

d’environ 800 pb) avec les séquences les plus proches dans la banque de données internationale
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et pourraient donc représenter de potentiel nouveaux genres microbiens des domaines Archaea et

Bacteria.

Tableau 5: Synthése des enrichissements positifs obtenus en fonction de la salinité et de la source de
carbone ajoutée dans le milieu. Dans la premiére colonne est listé le code de chaque échantillon, le premier
chiffre aprés le nom du bassin correspond au code attribué en fonction de la salinité d’origine de
I’échantillon. (cf. matériel et méthode). Le deuxiéme chiffre indique a partir de quel milieu a été réalisé
I’enrichissement. Dans la colonne 2 sont décrites les salinités des échantillons. La colonne 3 correspond aux
milieux de culture utilisés et la nature des métabolismes recherchés avec un code milieu suivant: 1 -
autotrophe nitrate ; 2- autotrophe soufre/thiosulfate ; 3- autotrophe fer ; 4- acétate ; 5- Triméthylamine (TMA),
6- lactate/acétate ; 7- benzoate/propionate ; 8- hétérotrophe, 9- choline ; 10- dextran ; 11- bétaine. Exemple :
Tyro 2.4 : provient de I’échantillon initial & une salinité de 16% (Niskin #11 ; tableau matériel et méthode) et
enrichie sur le milieu n°4(acétate). Dans les colonnes 4,5 et 6 sont décrits, respectivement, les temps
d’incubation des cultures d’enrichissement, la morphologie des microorganismes enrichis et le pourcentage

d’identité de la séquence de ’ADNr 16S avec la souche cultivée la plus proche.

Code Salinité Milieu Temps Morphologie Sequence Blast (1000 pb)
Echantillon | (g.I-1) d’incubation
Tyro 1.4 200 |Acetate 87 jours batonnet Halanaerobium acetethylicum 98%
Tyro 2.4 200 |Acetate 87 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 97%
Tyro 1.8 200 |Heterotroph |67 jours batonnet Halanaerobium acetethylicum 98%
Tyro 2.8 200 | Heterotroph |67 jours batonnet Halanaerobium acetethylicum 98%
Tyro 1.5 200 |TMA 8 mois coques Methanohalophilus Halophilus 98%
Tyro 2.5 200 |TMA 8 mois coques Methanohalophilus Halophilus 98%
Tyro 18.2 120 | Autotroph S° | 14 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 98%
Tyro 18.4 120 |Acetate 73 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 98%
Tyro 18.5 120 |[TMA 73 jours coques Methanohalophilus halophilus 98%
Tyro 18.6 120 |Benzoate/ 35 jours batonnet Halanaerobium sehlinense 98%

propionate
Tyro 18.8 120 |Heterotroph |10 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 99%
Tyro 18.9 120 | Choline 11 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 99%
Tyro 18.10 120 | Dextran 11 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 99%
Tyro 18.11 120 |Betaine 11 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 99%
Thetis 21.5 120 | TMA 87 jours coques Methanohalophilus halophilus 98%
Thetis 21.8 120 |Heterotroph |29 jours batonnet avec | Mariniphaga anaerophila 89%
corps
sphériques 133




Thetis 22.2 120 | Autotroph S° |16 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 98%
Thetis 22.6 120 | Benzoate/ 35 jours batonnet Halanaerobium sehlinense 99%
propionate
Thetis 22.7 120 | Acetate/ 29 jours batonnet Halanaerobium saccharolyticum 98%
lactate
Thetis 22.8 120 |heterotroph |29 jours batonnet avec | Mariniphaga anaerophila 89%
corps
sphériques
Kryos 23.5 120 |[TMA 87 jours coques Methanohalophilus halophilus 98%
Urania 26.6 120 | Benzoate/ 17 mois vibrio Desulfonatronovibrio hydrogenovorans 91
propionate %
Kryos 23.9 120 |Choline 67 jours filament fin Marinilabilia salmonicolor 88%
Thetis 30.5 60 TMA 73 jours coques Methanohalophilus halophilus 99%
Thetis 30.7 60 Acetate/ 87 jours batonnet Fusibacter paucivorans 89%
lactate
Thetis 30.8 60 Heterotrophe | 14 jours batonnet Halomonas taeanensis 99%

La présence de représentants appartenant aux genres Halanaerobium, Halomonas et

Methanohalophilus dans nos enrichissements est cohérente avec les caractéristiques
physiologiques décrites pour ces genres et les conditions environnementales rencontrées dans les
bassins profonds hypersalés.

Le genre Halanaerobium comprend des bactéries halophiles anaérobies dont le
métabolisme est la fermentation. Ces microorganismes fermentent les sucres pour former de
'acétate, de I'éthanol, du CO ; et de I'hydrogéne. Leur croissance est optimale entre 100 et 145
g.L™" de NaCl et jusqu’a 300 g.L "' de NaCl. Les représentants cultivés de ce genre sont capables
de réduire a la fois le soufre et le thiosulfate. La voie de dégradation de la bétaine a a été mise en
evidence par des analyses in silico dans 30% des génomes de souches ou espéces affiliées au
genre Halanaerobium (Daly et al.,, 2016). La dégradation de la bétaine, soluté compatible trés
largement utilisé par les microorganismes, produit du TMA et de I'acétate. Le TMA est un substrat
non compétitif pour les méthanogénes et notamment dans les environnements hypersalés pour

les membres du genre Methanohalophilus.
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Le genre Methanohalophilus comprend des microorganismes anaérobies halophiles
modérés qui produisent du méthane a partir de composés méthylés. Ces microorganismes
réputés pour étre difficiles a cultiver ont été enrichi aprés un temps d’incubation assez long, en
présence de 60 a 120 g.L ' de NaCl (temps d’incubation supérieurs & deux mois) et 200 g.L ' de
NaCl (jusqu’a 8 mois d’incubation).

Le genre Halomonas est composé de microorganismes aérobies halophiles hétérotrophes
(Vreeland, 2015). Certaines souches du genre sont capables d’'une croissance en anaérobiose en
fermentant des sucres ou en réduisant les nitrates. Elles se développent dans une large gamme
de sels de 0,1 3325 g.L”" de NaCl.

Dans le cas des cing séquences obtenues affiliées a des potentiels nouveaux genres, nous
ne pouvons pas proposer de liens avec leurs caractéristiques physiologiques. Les 2 séquences
affiliées au genre Mariniphaga montrent des similitudes inférieures a 90 % et correspondent a des
cellules en formes de batonnets présentant un renflement (figure 51). Malgré de nombreuses
tentatives de maintien de cette culture singuliere dans différentes conditions (salinité, température,
sources de carbone, accepteurs d’électrons) aucune des conditions testées n'’a montré de
résultats. Il est fort probable que le renflement de la cellule observé soit un signe de stress

physiologique.

Figure 51: Photographie en microscopie a contraste de phase, objectif
X100, de I’enrichissement 22.8. Les cellules présentent un renflement.
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La séquence d’ADNr 16S de I'enrichissement positif Urania 26.6 montre une similitude de
91 % avec Desulfonatronovibrio hydrogenovorans. L’observation des cellules au microscope
photonique de cet enrichissement révele la présence de cellules en forme de vibrio, une
morphologie similaire au genre Desulfonatronovibrio (figure 52). 17 mois d’incubation ont été

nécéssaires pour déclarer cet enrichissement positif. Les différentes tentatives de repiquages

n’ont pas permis de maintenir et de stabiliser cette souche.

Desulfchalobium utahense, DQO&7421

1]
Red Efea endoevaporitic microbial mat clone E&bG0OT, DOLl03&666

a8 Desul fovermiculus halophilus, DQI139408

gg|[ Mediterranean Sea Bannock Basin brine interface clone ELIB-T74, AY1643B84

Mediterranean £ea L"Atalante Bapin brine clone ABEB-52, A¥226213

Salin-de-Giraud sediment clone SB-29, AJ495675

a2 Mediterranean S=a Discovery Basin brine clons DBEB-5, AY226318
8a Desulfohalobium retbasnse DEM 5682, XG9235
66 Desul fonauticus submarinus, AF524533
62 Desul fothermus naphthae, X80822

Desulfonatronovibrico hydrogenovorans, X%5234
uncultured delta, AF507841 (Monolakel
Desulfovibrio ferrophilus, AY274449

Desul fowibrio halophilus, U48243

Desul fovibrio africamus, X98923&

Strain EL1_MAMBAL

uncultured Desulfohalobiaceas bacterium clone enrichment JZDBac , DQ3B&183

uncultured Desulfohalobiaceae bacterium clone enrichment A2Dsv, DO386184

Thermodesul fovibrio yel lowstonii, L14619

Archasoglobus profundus, AF2S7529

| _Figure 52: Arbre phylogénétique obtenu avec la méthode du maximum de vraisemblance basé sur I'analyse du
géne codant pour la petite sous-unité 16 du ribosome (ARNr 16S). La position de la séquence correspond a la
souche « Strain SL1 MAMBAL1 » est soulignée en rouge. L’échelle correspond a 5% de divergence dans la séquence

nucléique.

L’enrichissement de cette souche a été déclaré positif aprés 17 mois d’incubation en raison

de I'observation au microspcope photonique a contraste de phase de cellules en formes de vibrio

dans 'enrichissement.
De la méme fagon, I'analyse génétique de 'ADN extrait de la culture d’enrichissement 30.7

montrant une similitude de 89% avec Fusibacter paucivorans a malheureusement été perdue.
A ce jour, seule la culture d’enrichissement, obtenue a partir des échantillons de saumure

du bassin Kryos, correspondant a I'enrichissement 23.9 additionné de choline (tableau 5), était
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stable dans le temps. L’analyse moléculaire de cet enrichissement révele la présence de
séquences d’ADNr 16S proches de 88 % de similitude avec l'espéce cultivée Marinilabilia
salmonicolor souche NRBC 15948. Nous avons procédé a l'isolement de cette souche en utilisant
la technique de série de dilution jusqu’a extinction. L’observation microscopique de cette souche
révéle une morphologie cellulaire de longs filaments trés fins.

Une fois la souche purifiée, nous avons procédé au séquencage complet de '’ADNr 16S.
L’analyse phylogénétique a confirmé que le plus proche représentant cultivé est bien affilié au
genre Marinilabilia avec des valeurs de similitude de 88%. Les séquences présentant les plus
fortes valeurs de similitude correspondent a des séquences d’organismes incultivés avec 93 a
95% de similarité. L'ensemble de ces séquences d’organismes incultivés sont issues
d’environnements hypersalés et des DHABs de Méditérranée. C’est le cas pour les séquences
notées KRYOS_CHW_E38, UBBB-48, U37_21p1%, ULIB-58 out dans l'arbre obtenues des
bassins Kryos pour la premiére et Urania pour les 2 autres (figure 53). La souche Kryos 23.9
représente un nouveau genre bactérien voire une nouvelle famille. Il est important de poursuivre la
caractérisation physiologique et génomique de cet isolat. Les données obtenues pourraient
apporter de précieuses informations (condition optimale de croissance, potentiel métabolique)
pour essayer de mettre en ceuvre des approches pertinentes pour isoler d’autres représentants de

lignées incultivés inféodées aux DHABs.

ALIB.77 .
U3l_16p1o, - .
Marinilabilia

Anaerophaga

Bacteroides_acidifaciens }
Anaerorhabdus e
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Figure 53: Arbre phylogénétique réalisé a partir de ’ADNr 16S de I'isolat SLHKRYOS 23.9 (ici noté Stéphane).

La souche SLHKRYOS 23.9 se développe a 120 g.L'1 de NaCl a température ambiante sur
un milieu composé d’extrait de levure et choline. Un large éventail de substrats et de conditions de
culture ont été testé, cependant cette souche montre une densité cellulaire maximale de 5 X 10 ’
cellules/ml méme aprés 2 mois d’incubation. Nous n’avons pas réussi a trouver les conditions
requises qui permettraient d’atteindre une biomasse de 10 8 cellules/ml. En fin de croissance, le
milieu dont la concentration en carbone est faible, présente un trés lIéger trouble microbien. Les
faibles densités cellulaires et les difficultés a cultiver cette souche ne permettent pas d’envisager
un dépdbt de cette souche dans les collections internationales de microorganismes. Nous
envisageons donc de séquencer le génome de cette souche. Le séquencage complet de son
génome facilitera les hypothéses sur son potentiel génétique et lidentification d’'une voie
métabolique caractéristique ou I'évidence d'une auxotrophie, qui permettrait d’améliorer les
densités cellulaires. Le dépdt dans les collections internationales de microorganismes est
nécessaire dans l'optique de publier et de décrire ce nouveau taxon.

L’analyse moléculaire des cultures d’enrichissement montre que I'approche culturale
traditionnelle a permis de mettre en évidence des microorganismes fermentaires anaérobies
appartenant au genre Halanaerobium ou anaérobies facultatifs du genre Halomonas, et des
archées méthanogénes halophiles appartenant au genre Methanohalophilus. 1l a été suggéré que
la méthanogénése dans les bassins hypersalés profonds anoxiques seraient di aux membres de
la lignée MSBL1 (Van der Wielen et al., 2005). Les résultats d’études antérieures obtenues par
'approche « Single Cell » a partir de cellules appartenant a la lignée MSBL1, semblent indiquer
que ces cellules ne possedent pas les enzymes connues a ce jour pour réaliser les différentes
étapes de la méthanogenése (Mwirichia et al., 2016). De plus aucun isolat de cette lignée n’étant
disponible, les conclusions sur le métabolisme des représentants de cette lignée MSBL1 restent
trés spéculatives. Les approches moléculaires mettent rarement en évidence la présence des
séquences appartenant au genre Methanohalophilus dans ces bassins probablement parce que
les méthanogénes ne représentent qu’une faible proportion des Archaea présentes. Par exemple
'analyse des méthanogénes dans des cultures en série de dilution (NPP) indique que le nombre
de méthanogénes dans des sédiments marins superficiels de 'Oregon associés a des hydrates de
gaz n'est que de 10 " a 102 cellules par ml (Kendall et al., 2006) et échappent ainsi aux outils de

biologie moléculaires. Une étape préalable de mise en culture des méthanogénes est donc
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indispensable. La mise en évidence par des approches culturales de microorganismes affiliés au
genre Methanohalophilus dans 3 bassins Tyro, Kryos et Thetis suggére que ces microorganismes
semblent étre impliqués dans la production du méthane in situ dans ces bassins et qu’ils sont
viables et cultivables. C'est la premiere fois que des représentants de ce genre sont cultivés a
partir d’échantillons originaires d’environnements marins profonds. L'ensemble des souches
appartenant au genre Methanohalophilus sont isolées a partir d’environnements hypersalés
terrestres (Katayama et al., 2014). En raison de I'importance du processus de méthanogenese et

de l'originalité des enrichissements obtenus, nous avons décidé d’isoler les souches affiliées au

genre Methanohalophilus a partir des 3 bassins et de caractériser la physiologie et la génétique

des nouveaux isolats. Ces travaux sont présentés dans le chapitre II.

Les approches culturales traditionnelles par opposition aux approches dites haut-débits
nous ont donc permis d’enrichir des microorganismes fermentaires, méthanogénes et sulfato-
réducteurs. Aucune séquence n’était affiliée aux lignées MSBL pourtant diversifiées dans les
environnements profonds hypersalés. L’ensemble des résultats de culture relatifs au bassin Thetis
ont été valorisé et publié dans le cadre d’'une collaboration avec le laboratoire de Michail Yakimov

et I'article est présenté dans I'annexe 5 (La Cono et al., 2011).

1.2. Approches culturales innovantes dites haut-débits.

Dans le cadre du programme Européen, MaCuMBA, un des objectifs était le
développement de nouvelles approches innovantes de cultures afin de « cultiver lI'incultivé ». Dans
ce cadre, jai participé a la rédaction d’un chapitre portant sur les approches innovantes de
culture. Ce chapitre publié dans le livre « The Marine Microbiome » édité par Springer est
présenté en Annexe 1.

Une approche de culture haut-débit, développée dans le cadre de ce programme européen
implique la réalisation de culture dans des plaques de 96 puits contenant 2,2 ml de milieu. Ainsi,
leffort employé a la multiplication des conditions de culture en plaques devrait permettre
d’améliorer notre capacité a enrichir la fraction « incultivée » de la diversité microbienne.

La premiére étape de ce développement consistait a déterminer le nombre de cellules

cultivables dans le milieu de culture défini pour rechercher des microorganismes aérobies,
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hétérotrophes et pour trois salinités différentes (33, 100 et 200 g.L”' de NaCl) (Tableau 6),

conditions représentatives des celles rencontrées in situ dans les bassins hypersalés.

Tableau 6: Dénombrement des populations microbiennes cultivables dans un milieu de
culture destiné a enrichir des microorganismes hétérotrophes aérobies pour trois
conditions de salinités a partir d’échantillons de saumures collectés en Mer Méditerranée
(Medee, Tyro, Thetis et Urania) par la technique du nombre le plus probable (NPP). Entre

parenthése sont indiquées les concentrations en NaCl (en g.L™).

Bassins hypersalés en Mer Méditerrannée

Medee Tyro 1 Tyro 2 Thetis Urania

Concentrations (235) (80) (310) (236) (160)
en NaCl (en Cellules/ml | Cellules/ml | Cellules/ml | Cellules/ml | Cellules/ml

g.L'”

33 3,5 X 10° 5 X 10° 2X10° | 25X10° | 4X10°
100 4,5X10° 7X10° | 35X10° | 7X10° | 45X10°

200 6 X 107 8 X 107 1X10° 2 X107 2 X 10°

Dans un second temps, une plaque par échantillon et par salinité a été inoculée avec 0,1
cellule cultivable. A partir du nombre de cellules cultivables dans I'échantillon a une condition
donnée, I'échantillon de départ est dilué pour apporter dans I'inoculum 0,1 cellule cultivable par
puits de la plaque. Le choix de 0,1 cellule cultivable par puits a pour but d’obtenir dans les puits de
la microplaque des cultures clonales et de permettre aux microorganismes a croissance lente de
se développer. Au total, 18 plaques de 96 puits ont été inoculées incluant des contréles (milieu
non inoculé) en cas de contamination et/ou contaminations croisées. Aprés 2 mois d’incubation,

une croissance microbienne a été détectée dans 152 puits (Tableau 7).

Tableau 7: Nombre de puits montrant une croissance cellulaire dans le milieu de culture

destiné a enrichir des microorganismes hétérotrophes aérobies dans trois conditions de
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salinité. Entre parenthése sont indiquées les concentrations en NaCl (g:f). Au total 88
puits sont inoculés. Une colonne (8 puits) est un témoin de non contamination de la

plaque 96 puits.

Bassins profonds anoxiques hypersalés en Mer Méditerranée
Medee Tyro 1 Tyro 2 Thetis Urania
Concentrations (235) (80) (310) (236) (160)
en NaCl (en
gL
33 11 4 16 6 12
100 8 12 13 16
200 13 8 11 9
Total 32 24 29 30 37

Au total, 152 puits ont été déclaré « culture positive » sur I'ensemble des plaques
analysées. L’extraction d’ADN génomique total a partir des cultures positives a été réalisée et un
total de 127 amplifications positives du géne de 'ADNr 16S par PCR ont été obtenues. Les
produits d’amplifications PCR ont été séquencés directement, sans étape de clonage, a l'aide de
'amorce universelle U1492R. Au total, 106 séquences partielles d’ADNr 16S (environ 800
nucléotides) étaient exploitables, et 21 présentaient un double signal sur le chromatogramme
(présence possible de plusieurs souches dans un méme puits). Les résultats et l'affiliation au

niveau du genre sont indiqués dans le tableau 8.
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Tableau 8: Affiliation taxonomique des séquences d’ADNr 16S obtenues a partir des puits

de cultures positives obtenues en plaques 96 puits par I'approche haut-débit a I'aide de
I'outil BLASTn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Le niveau taxonomique retenu pour les
résultats de BLAST est celui du genre. Le milieu de culture utilisé est spécifique des
bactéries hétérotrophes aérobies et pour trois conditions de salinité (NaCl en g.L™")
réalisées en paralléle. Les chiffres correspondent au nombre de séquences obtenues

classées dans les groupes taxonomiques correspondant.

Concentrations en NaCl

Affiliation taxonomique au niveau du

genre 33g.L" 100 g.L™" | 200 g.L
Chromohalobacter sp. 5 6 9
Halomonas sp. 11 5 11
Alcanivorax sp. 0 8 4
Salinicola sp. 0 3 3
Idiomarina sp. 5 0 0
Marinobacter sp. 9 2 0
Alteromonas sp. 6 0 0
Total 35 44 27

Cette approche de culture haut-débit confirme la présence de microorganismes halophiles
aérobies dans les différentes zones de I'halocline des bassins étudiés. L’ensemble des résultats
en fonction des bassins sont présentés dans l'annexe 6. Les communautés microbiennes
cultivables sont majoritairement affiliées au phylum des Proteobacteria des classes Gamma et
Beta. Dans la classe Gamma des représentants cultivés appartenant a la fois a l'ordre des
Oceanospirillales incluant les genres Chromohalobacter, Halomonas, Alcanivorax et Salinicola et
a l'ordre des Alteromonadales avec le genre Idiomarina et Marinobacter ont été identifiés. Chez
les Betaproteobacteria, des représentants cultivés appartenant au genre Alteromonas dans
I'ordre des Neisseriales ont été obtenus.

Chez les Gamma-protébactéries les genres Chromohalobacter, Halomonas, Alcanivorax et
Salinicola sont composés de souches microbiennes aérobies et halophiles. Les représentants de

ces genres se développent de maniére optimale entre 10 et 15% de NaCl et ont une gamme de
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croissance trés large en présence de sels (i.e. de 0,5 a 30%) (Garrity et al., 2015). Les membres
du genre Chromohalobacter ont une croissance optimale entre 8 et 10% de NaCl, et sont chimio-
organotrophes; ils réduisent le nitrate en condition anaérobie. Le genre Halomonas est un genre
trés versatile puisque les représentants cultivés croient dans une gamme large de température,
pH et sont retrouvés dans de nombreux biotopes ainsi que dans la biosphere souterraine
(Gaboyer et al., 2014). Dans le genre Halomonas, certaines souches sont capables de croitre en
condition anaérobie via la fermentation ou la réduction des nitrates (Lee et al., 2016). Le genre
Alcanivorax est retrouvé dans des milieux salés et pollués par des hydrocarbures (Denaro et al.,
2014). Les membres de ce genre sont capables de dégrader les hydrocarbures linéaires ou
aromatiques. Le genre Salinicola a été décrit suite a des expériences de dégradation de
naphtaléne par un consortium microbien (Anan'ina et al., 2007).

Les genres Idiomarina et Marinobacter sont des genres microbiens que l'on retrouve
classiquement en milieu marin et dans les environnements hypersalés (Bowman and McMeekin,
2015). Plus précisément, les membres du genre Idiomarina sont capables de croitre dans une
large gamme de salinité (jusqu’a 25 % de NaCl). Par exemple, les espéces représentatives
Idiomarina halophila et I. salinarum ont été isolées de marais salants (Lee et al., 2015). Certaines
souches croient en anaérobiose en réduisant les nitrates. Les approches moléculaires basées sur
'analyse du gene codant pour 'ADNr 16S démontre la présence de représentant du genre
Idiomarina dans des milieux salés et pollués par des hydrocarbures. Le genre Marinobacter a été
décrit la premiére fois lors de la caractérisation de la souche M. hydrocarbonoclasticus, souche
type capable de dégrader des hydrocarbures a chaines linéaires ou aromatiques (Mounier et al.,
2014). D’autres membres du genre Marinobacter sont également capables de dégrader les
hydrocarbures (Al-Wahaib et al., 2016). Certaines espéces de ce genre sont halophiles telles que
M. salarius et M. halophilus qui croient dans des gammes de salinité allant jusqu’a 20% de NaCl.
Une des particularités des membres de ce genre est leur capacité a utiliser la bétaine comme
soluté compatible pour lutter contre la forte pression osmotique de leur environnement. L’analyse
du métagénome enrichis en représentants du genre Marinobacter ont mis en évidence une voie
de synthése de la bétaine a partir de la choline (Daly et al., 2016) , suggérant que ces
microorganismes peuvent subvenir a leur besoin en bétaine pour assurer leur adaptation vis a vis

des fortes salinités.
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L’ensemble de ces caractéristiques physiologiques vis a vis du sel démontre que la
communauté aérobie cultivable dans les bassins profonds hypersalés de la Mer Mediterannée
comprend des microorganismes capables de croitre dans une large gamme de sels et donc dans
une grande partie de la halocline. En condition anaérobie, ces microorganismes se développent
via la fermentation ou la réduction des nitrates. Des concentrations de nitrate de l'ordre du
micromolaire ont été mesuré dans les bassins (Daffonchio et al., 2006). Les membres des genres
décrits plus haut sont pour certains capables de dégrader les hydrocarbures dont la présence
dans ces bassins est avérée (Polymenakou et al., 2007). Cette seconde approche de culture haut-
débit innovante n’a pas aboutie a I'enrichissement de représentants des lignées MSBL composés
uniquement de séquences environnementales dont le réle et la fonction dans I'environnement

restent hypothétiques.

Il. Isolement et caractérisation physiologique de 3 souches méthanogénes a

partir des bassins profonds anoxiques hypersalés de la Mer Méditerranée.

Un des faits marquant de ce travail est notre succés pour enrichir des méthanogénes
méthylotrophes halophiles modérés appartenant au genre Methanohalophilus a partir de plusieurs
bassins profonds hypersalés de la Mer Méditerranée. En effet, jusqu’a ce jour, aucune souche
appartenant a ce genre n’avait été isolée d’environnements profonds. Notre objectif était d’isoler et
de caractériser 3 souches provenant de 3 bassins différents (Tyro, Kryos et Thetis) afin de

déterminer la physiologie et les caractéristiques génomiques de ces méthanogénes.

I.1. Isolement des souches appartenant au genre Methanohalophilus a partir

des bassins profonds hypersalés de Mer Méditerranée.

Les enrichissements sélectionnés les plus prometteurs pour réaliser les isolements en
culture pure sont : Tyro 18.5, Kryos 23.5 et Thetis 21.5 (Tableau 5). Dans un premier temps la
stabilité des enrichissements a été vérifiée par repiquages (10% d’incoculum) successifs dans un

milieu contenant du TMA comme substrat catabolique pour la production de méthane (Cf. mat et
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met). L’isolement des souches a été réalisé en gélose dans les flacons de Wolfe incubés a
température ambiante (environ 20°C) et inoculés avec des cultures en phase exponentielle
(environ 1 X 108 cellules/mL). Aprés 2 mois d’incubation, des colonies jaune moutarde d’environ 1

a 2 mm sont visibles et sont repiquées dans un milieu liquide de méme composition (Figure 54).
Pour I'étape de purification des souches respectives, trois passages sur milieu solide ont été
réalisées. Aprés 1 an d’effort de purification des souches, 3 isolats méthanogénes, appelés
SLHTYRO, SLHKRYOS et SLHTHETIS et provenant respectivement des bassins Tyro, Kryos et

Thetis ont été obtenus en culture pure.

Figure 54: Observation des colonies obtenues en cultivant la souche méthanogene
SLHKRYOS dans les flacons de Wolfe aprés deux mois d’incubation (fleches rouges).

I.2. Observation morphologique des trois souches méthanogénes isolées en
culture pure.

L’'observation au microscope a contraste de phase indique que les cellules sont des coques
réguliéres. Sous lumiére UV, les cellules fluorescent, ce qui nous indique la présence du facteur
F420. Le diamétre des souches varient entre 0,7 et 1,2 um (figure 55). Elles apparaissent isolées,
en paire ou en amas cellulaires. La souche SLHTYRO présente une mobilité cellulaire, confirmée

par I'observation d’un flagelle en MET (figure 56). Les 3 nouvelles souches se distinguent des 3
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espéces connues du genre Methanohalophilus par la forme réguliere de leurs cellules et la
mobilité de SLHTYRO.

A

Figure 55: Photographie en microscopie a contraste de phase de la souche SLHTYRO (A) et SLHKRYOS (B).

Les cellules ont été observées au grossissement X100.

A B

i
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Figure 56: Photographie en microscopie électronique a transmission (MET) de la souche SLHTYRO (A) et
SLHKRYOS (B). La barre en bas a droite correspond a I’échelle de 500 nm.

I1.3. Caractéristiques physiologiques des souches méthanogénes du genre
Methanohalophilus.

» Gamme de température

Les souches SLHTYRO et SLHKRYOS se développent de fagon optimale a 30°C et
SLHTHETIS a 25°C. Pour les 3 souches une croissance a 12°C et a 37°C a été observées, nous
n’avons pas mesuré et détecté de croissance a 7°C et 40°C aprés 4 mois d’incubation (figure 57).
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Figure 57: Courbe de c[giggance des souches SLHTYRO et SLHKRYOS en
fonction de la température. DO : densité optique mesurée a 600 nm.

» Gamme de salinité

Chacune des souches a été incubée dans un milieu défini en présence de concentrations
finales en NaCl comprises entre 0 et 300 g.L La souche SLHTYRO montre un optimum de
croissance a 135 g.[' de NaCl, et sa gamme de croissance se situe entre 45 et 240 'gdle
NaCl. Aucune croissance n’a été détectée a 30 et 255 g.L " de NaCl. La souche SLHKRYOS a un
optimum de croissance a 105 g.L™' de NaCl, sa gamme de croissance se situe entre 45 et 210 g.L
' de NaCl. Aucune croissance n’a été détectée a 30 et 255 g.L ' de NaCl (figure 58). La souche
SLHTHETIS a un optimum de salinité 4 90 g.L ' de NaCl. Aucune croissance n’a été détectée a

30 et 255 g.L™" de NaCl. Sa gamme de croissance se situe entre 45 et 210 g.L ™' de NaCl, aucune

croissance n’a été détectée a 30 et 240 g.L" de NaCl.
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Figure 58: Gamme de croissance en fonction de la salinité (concentration en NaCl en g/L™)
des souches SLHTYRO et SLHKRYOS. DO : Densité optique mesurée a 600 nm.
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» Gamme de pH.

La gamme de pH pour les 3 souches est comprise entre 6,5 et 8,2. Aucune croissance pour
les 3 souches n’a été observée a pH 6 et pH 8,5.

Une synthése des conditions de croissance des souches SLHTYRO, SLHKRYOS,
SLHTHETIS avec les souches types du genre Methanohalophilus est présentée dans le tableau 9.

Tableau 9: Comparaison des conditions physiologiques (température, salinité et pH) de
croissance des souches du genre Methanohalophilus isolées dans cette étude a partir des
bassins profonds hypersalés de Mer Méditerrannée avec les représentants

Methanohalophilus présentes dans les collections internationales.

Température [7C) MaClig.L") pH

Min Opt Mmax Min Opt Max Min Opt Max

M. SLHTYRO 12 30 37 a5 135 225 65 75 8
M. SLHKRYOS 12 30 37 45 105 155 65 75 g
M. SLHTHETIS 12 25 37 a5 20 210 65 75 8
M. mahii 13 a5 45 30 120 200 6.8 75 8.2
M. halophilus 18 26-36 42 40 70 150 63 65-7.4 75
M. portucalensis 30 42 45 70 120 120 6.4 7.4 ]

M. levihalophilus 20 35 40 12 25 75 62 775 83

Les résultats présentés dans le tableau 9 indiquent que les souches isolées dans ce travail ont
un minimum de température de croissance plus bas que les autres souches du genre
Methanohalophilus. D’autre part, les souches méthanogénes isolées sont capables de se
développer a la température mesurée in situ des DHABs (14°C). La gamme de salinité de nos
souches s’échelonne entre 45 et environ 200 g.L ' de NaCL. Cette capacité de croissance dans
une gamme de salinité importante doit permettre une flexibilité adaptative pour ces
microorganismes a se développer dans I'épaisseur de I'halocline anoxique des DHABs dans

laquelle le gradient de salinité est le plus fort.
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» Croissance en présence de MgCL,.

Les souches SLHTYRO et SLHTHETIS ont été isolées des bassins profonds hypersalés Tyro
et Thétis dits thalassiques, et la souche SLHKRYOS isolée du bassin Kryos dit athalassique. En
effet le bassin Kryos athalassique est caractérisé par une concentration importante de Md¢"
(environ 4,38 M de MgCl;) contrairement aux deux autres bassins thalassiques (entre 0,3 et 0,6 M
de MgCl>). Nous avons donc testé la croissance des 3 souches méthanogénes en fonction d’'un
gradient de concentration en chlorure de magnésium (MgCl 2) compris entre 0 et 3 M avec un pas

de 0,5 M. La concentration en NaCl était constante et fixée a 90 g.L‘1.

Les souches SLHTYRO et SLHTETIS se développent entre 0,5 M et 1 M de I@Fg et ne
montrent pas de croissance en I'absence de magnésium dans le milieueta 1,5Mde Mg % La
souche SLHKRYOS se développe entre 0,5 et 1,5 M de Mg 2*, mais ne montre pas de croissance
a 0 et a 2 M de magnésium. La souche SLHKRYOS semble donc avoir une gamme de tolérance
vis-a-vis du magnésium plus large que les souches SLHTYRO et SLHTHETIS. Cette
caractéristique est en adéquation avec son habitat naturel puisque le bassin Kryos est

athallassique, c’est-a-dire riche en magnésium.
» Source de carbone et d’énergie pour la méthanogenése des souches

Les 3 souches se développent en conditions optimales dans un milieu additionné de 20 mM
d’amines méthylées : MMA, DMA, TMA comme source de carbone catabolique. Les observations
démontrent que la croissance est plus rapide dans un milieu additionné de TMA plustét que sur
les autres composés méthylés testés (DMA, MMA, ...). Les 3 souches assimilent également le
méthanol dans une gamme de concentrations comprise entre 10 et 50 mM. Aucune croissance
n’a été observée en condition autotrophe (H2/CO,, 2 bars) avec I'hydrogéne ou le formate comme
donneur d’électrons, ou encore dans un milieu additionné d’acétate ou de diméthylsulfide.
D’autres substrats cataboliques alternatifs de la méthanogénése ont également été testés
(choline, bétaine et N,N diméthylethanolamine) (L’'Haridon et al., 2014) avec a la fois les 3
nouvelles souches méthanogenes et les espéces connues du genre Methanohalophilus. Aucune

croissance n’a été détectée sur ces 3 substrats pour 'ensemble des souches testées.
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» Détection des composés méthylés, de leurs précurseurs et de la choline dans les

échantillons bruts.

La bétaine, la choline sont des précurseurs des composés méthylés suite a une
dégradation par des microorganismes. La dégradation de la bétaine par fermentation ou par la
réaction de Stickland avec I'’hydrogéne ou la sérine a été démontrée chez les Halanaerobiales et
conduit a la production de TMA et d’acétate (Moune et al., 1999). La dégradation de la choline par
des bactéries sulfato-réductrices (genre Desulfovibrio) produit de l'acétate et du TMAayward
and Stadtman, 1959)(figure 59).
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Figure 59: Schéma représentant les sources de triméthylamine et des composés méthylés.

Des échantillons d’eau provenant des bassins Tyro et Kryos ont été analysés par

chromatographie ionique pour rechercher ces composés (Tableau 10).
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Tableau 10: Concentrations des composés aminés et méthylés dans les eaux des bassins
hypersalés profonds anoxiques Tyro et Kryos en micro- et millimolaires. MMA

Monométhylamine, DMA : Diméthylamine, TMA : Triméthylamine.

Ethanol- Monomethyl- Dimethyl-
Ammonium MMA DMA TMA Choline
amine ethanolamine  ethanolamine
uM uM uM uM UM uM uM mM
Upper
119,73 0 0 0,816 0 0 0 0
interface
Tyro
Middle
349,408 0 0 0 0 0 0 0
interface
Brine 145,862 0 0 0,717 0 0 3,921 72
Low
347,096 0 0 0 0 0 13,509 79
Interface
low
) 251,697 0 0 0,838 0,68 0 0,569 76
interface
Kryos  Middle
176,569 0 0 0,474 0 0 8,419 71
interface
Middle
126,254 0,509 0 0,315 0,769 0 5,523 68
Interface
upper
110,38 0 0 1,227 0 0 11,501 22

interface

Dans le bassin athalassique Kryos, il semble exister un gradient de concentration en
choline entre la saumure et l'interface haute du bassin. En effet, les concentrations hautes en
choline atteignent 70 mM dans la saumure et dans l'interface basse de I'halocline. La choline est
un des constituants des membranes cellulaires. La concentration en choline diminue a l'interface
haute du bassin avec 22 mM.

Dans le bassin Tyro, la présence de TMA a été détectée (0,816 uM) dans I'halocline et plus
précisément dans un échantillon contenant 83 g.L de NaCl. Le MMA est uniquement présent
dans l'interface médiane du bassin Kryos avec une concentration de 0,509 uM alors que le DMA
n‘est jamais détecté dans les échantillons analysés. D’autre part I'éthanolamine et le
diméthyléthanolamine ont aussi été détectés. La détection de ces composés méthylés aminés est
d’'une importance considérable car leur présence renseigne a la fois sur les substrats potentiels
disponibles pour le développement des communautés microbiennes spécifiques et sur les
processus microbiens potentiels mis en ceuvre. Par exemple, il est reconnu que la dégradation de

la choline par des souches méthanogénes appartenant au genre Methanococcoides produit le
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diméthyléthanolamine, le monométhyléthanolamine et I'éthanolamine (Watkins et al., 2012). Or le
diméthyléthanolamine est un substrat reconnu pour la méthanogénése méthylotrophe et en
particulier les souches appartenant au genre Methanococcoides (L'Haridon et al., 2014). Ainsi, la
diminution de la concentration en choline et la coexistence simultanée de diméthyléthanolamine et
d’éthanolamine dans [linterface haute suggérent I'existence d’'un processus similaire de
méthanogenése méthylotrophe. D’autre part, la conversion de la choline en bétaine est
communément retrouvée chez les bactéries halophiles en particuliers celles appartenant au genre
Marinobacter (ex : M. hydrocarbonoclasticus). Dans notre étude certaines souches enrichies sont
phylogénétiquement proches d'espéces appartenant au genre Marinobacter. Or les espéces
caractérisées a ce jour sont capables de transporter la choline dans leur cytoplasme et de
produire de la bétaine par deux réactions d’oxydation (Daly et al., 2016). L’oxydation de la choline
par les espéces du genre Marinobacter peut étre une source de Bétaine dans le bassin. Une fois
libérée dans le milieu, la bétaine pourra été catabolisée en précurseurs méthylés nécessaires aux
méthanogénes méthylotrophes.

Les concentrations en ammonium sont 100 a 300 fois plus élevées (entre 110 et 348 uM) dans
les DHABs (Tableau 1) que celles mesurées en milieu marin (environ 1 yM)(Holmes et al., 1999).
La diminution de la concentration en ammonium dans les parties hautes de I'halocline dans les
bassins Tyro et Kryos suggére la consommation d’une partie de l'ammonium par les
microorganismes. En effet, 'ammonium est une source d’azote utilisée par les microorganismes
pour la synthése de leur matériel cellulaire mais est aussi une source d’énergie pour les
microorganismes réalisant 'oxydation de 'ammonium. Certaines Archaea appartenant au groupe
des MG-I (Marine group 1) au sein des Thaumarchaeota sont capables d’oxyder 'ammonium en
nitrite (Kozlowski et al., 2016).

I.4. Effets de la pression hydrostatique sur la croissance des souches

méthanogénes halophiles.

La croissance sous pression hydrostatique a été réalisée pour nos 3 isolats méthanogénes
appartenant au genre Methanohalophilus et pour 3 espéces du genre Methanohalophilus (M.
mahii, M. portucalensis et M. halophilus) disponibles dans les collections internationales.

Suite au congrés « Extremophile » a Saint-Petersburg (Ruusie) en 2014, une collaboration

a été mise en place avec le laboratoire du Dr. Ulrich Stingl (Kaust, Arabie Saoudite) car il
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s’intéresse a la diversité microbienne des bassins anoxiques hypersalés profonds de la Mer
Rouge. Son équipe a isolé deux nouvelles souches, nommées RSE et RSK toutes deux affiliées
au genre Methanohalophilus. J'ai donc suivi la croissance de ces 2 nouvelles souches vis-a-vis
de la pression hydrostatique afin de comparer avec celles isolées de DHABs de la Mer
Méditerranée dans cette étude.

Les souches SLHTYRO et SLHKRYOS ont été testées dans une gamme de pression entre
20 et 70 MPa (Figure 60). La croissance est optimale pour les 2 souches a 35 MPa, pression
hydrostatique qui correspond a une pression de profondeur d'eau de 3500 m. Les bassins
SLHTYRO et SLHKRYOS se situent a une profondeur de 3400 m et 3076 m respectivement.
Aucune croissance n’a été observée a 70 MPa. Apres une pré-incubation des souches a 70 MPa,
et lorsque les fioles sont ensuite incubées a 30°C a la pression atmosphérique, une croissance est
observée dans les fioles aprés une semaine d’incubation. Une pression de 70 MPa n’est donc pas

|étale pour ces 2 souches.
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Figure 60: Densités cellulaires (en n%rrﬁﬁ?é% 'E'eYﬂré’itfb“ﬁL‘é? rﬂ}‘lgg) souches SLHTYRO

et SLHKRYOS en fonction de la pression hydrostatique en MPa (MegaPascal= 10 6 Pascal). 153
Le point 0,1 MPa correspond a une fiole préparée de la méme fagon que celles incubées

sous pression hydrostatique et incubée dans une étuve sans pression hydrostatique.

Inoc : Indique le nombre de cellules au début de I'expérience dans les flacons. Les barres

verticales correspondent a I'écart type par rapport a une moyenne d’effectifs cellulaires

obtenue a partir de triplicat de culture.




La croissance difficile de SLHTHETIS ne nous a pas permis d’obtenir des résultats
exploitables. Une croissance a été observée de la méme fagon sous pression hydrostatique a 35
MPa mais les résultats ne permettent pas d’affirmer que la pression de 35 MPa correspond a la
pression optimale de croissance de la souche SLHTHETIS.

La croissance sous pression des espéces types du genre a également été réalisée a 20, 35

et 50 MPa et est représentée dans la figure 61.
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Figure 61: Densités cellulaires (en nombre de cellule x 10 " par ml) des souches des espéces M. portucalensis
(MP), M. mahii (MM) et M. halophilus (MH) en fonction de la pression hydrostatique (en MPa= 10 6 Pa). Le point
0,1 MPa correspond a une fiole préparée de la méme fagcon que celles incubées sous pression hydrostatique
et incubée dans une étuve sans pression hydrostatique. TO : Indique le nombre de cellules au début de

I'expérience dans les flacons.

La croissance sous pression hydrostatique des isolats RSE et RSK a été testée entre 0,1 et

40 MPa. La souche RSE présente une croissance optimale entre 10 et 20 MPa, la souche RSK
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présente une croissance sensiblement identique a 0,1, 10 et 20 MPa (figure 62). La profondeur

des bassins en Mer Rouge est de 1549 m.
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Figure 62: Densités cellulaires (en nombre de cellule x 10 7 par ml) des souches RSE et RSK en fonction
de la pression hydrostatique en MPa (=10° Pa). Le point 0,1 MPa correspond a une fiole préparée de la
méme fagon que celles incubées sous pression hydrostatique et incubée dans une étuve sans pression
hydrostatique. Le point gaz phase correspond a une fiole contenant une phase de gaz dans la fiole,
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condition classique de croissance d’un microorganisme en anaérobie. TO : Indique le nombre de

cellules au début de I'’expérience dans les flacons.



1.5. Analyse phylogénétique des souches méthanogénes halophiles a partir

des génes codant pour ’ARN 16S et le mcrA (méthyl coenzyme M réductase).

L’analyse phylogénétique de la séquence codant pour '’ARNr 16S du ribosome indique que
les 3 nouveaux isolats obtenus dans cette étude sont apparentés avec des organismes cultivés
appartenant au genre Methanohalophilus (Figure 63). Les séquences completes de 'ADNr 16S de
ces 3 nouveaux isolats présentent une homologie supérieure a 99,6% avec les représentants
cultivés du genre Methanohalophilus, ce qui ne permet pas de les décrire comme nouvelles
espéces par rapport aux recommandations de définition de I'espéce (298,7% de similarité de
séquences de 'ADNr 16S) (Richter and Rossello-Mora, 2006). Les séquences de M. SLHTYRO,

M. SLHKRYOS et M. SLHTHETIS montrent 99,8% de similarité entre elles pour les positions
nucléiques analysées (tableau 11). Le séquencage des génomes des différentes souches
(Chapitre V.3), nous permettra de calculer in silico la valeur d’hybridation ADN/ADN entre les
différentes souches. Une valeur d’hybridation ADN/ADN inférieure a 70% permet la différentiation

de deux souches en deux espéces disctintes (Stackebrandt, 2006).
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64 r hypersaline endoevaporite mat Eilat Israel clone ArcBO3 . IN)103680
12 [~ Methanohalophi lus euhalobius, X98192

24 I Methanohalophilus halophilus, FR733671

95 _I_{'ru{:rr{.*r-:- Nepro hypersaline mat clone GNADZGOB, Mexico, EUT315TE

26 |- Kiribatl Hypersaline microblal mat clone Kir5lGry, HM4B0173

52 [ QinChal O1lf1eld Clone QCQGZ, EFIS0085 Methanohalophilus
G5 | Methanchalophilus portucalensis FOF-1, AY290717
8T — AD3C03, Mexico, EUT3I158Z

as SLHTYRO
EESLI—I‘I‘I—II:‘I'IS
SLHKRYOS

- Methanchalophilus mahii
Methanococooides burtonii
Methanococcoides methylutens
Methanolobus taylorii
Methanolobus tindarius
Methanohalobium evestigatum
— Methanosarcina mazei
Methanosaeta concilii
Methanocullaus bourgensis
Methanoculleus thermophilicus
Methanofollis liminatans
Meathanomicrobium mobile
Methanocorpusculum bavaricum
Methanocorpusculum parvum

09 — Methanospirillum hungatei
9 Methanobactenium bryantii
59 Methanobacterium formicicum

T2 Meathanothermobacter marburgensis

Methanosphaera stadtmanae

Meathanobrevibacter smithii

&7 Mediterranean Sea L' Atalante Basin candidate MSEL1, AYZ2G347

K Mediterranean Sea Bannock Basin candidate MSBLI | AYZ2G3GE MSBL1
Mediterranean Sea Urania basin brine candidate MSBL1, AYZ2ZGB3TT

Mediterranean Sea Discovery basin brine candidate MSBLL, AYZZB367

—— Methanococous jannaschii
Methanopyrus kandleri

0.05

Figure 63: Arbre phylogénétique basé sur I’analyse de ’ADNr 16S montrant la position phylogénétique des
souches M. SLHTYRO, M. SLHKRYOS et M. SLHTHETIS calculé selon la méthode de distance (Neighbor
joining). La séquence du géne codant 'ARNr 16S de Methanopyrus kandleri est utilisée comme groupe
externe pour raciner I’arbre. Les valeurs en pourcentage au niveau des nceuds indiquent la robustesse des
topologies d’arbre calculées a partir de 1000 ré-échantillonnages. La barre représente 5 substitutions pour

100 nucléotides.
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Tableau 11: Matrice de similarité exprimée en pourcentage lorsque I'on compare des

séquences de ’ARNr 16S des 5 souches appartenant au genre Methanohalophilus.

M. portucalensis M. mahii M. halophilus M. SLHTYRO M. SLHERYOS M. SLHTHETIS
M. partucolensis 100
M. mahii 9.7 100
M. halophilus 99,8 99,8 100
M. SLHTYRO 99,8 3.7 998 100
M. SLHERYOS 99,7 99,6 998 998 100
M. SLHTHETIS 99,8 3.7 29,5 29.8 99,8 100

La figure 64 montre I'arbre phylogénétique basé sur I'analyse des séquences d’acides aminés de

la protéine mcrA.

Methanohalophilus portucalensis strain FDF-1
g5 | AACA3411 Methanohalophilus matii
AACA3A1T Methanohalophilus sp. (strain Ref-1, OCM5T)
AACA3409 Methanohalophilus halophilus
g9 | Methanohalophilus SLHTYRO
Methanohalophilus SLHKRYOS
Methanohalophifus SLHTHETIS
. Methanohalophilus sp. strain 30-5
99 AACA3407 Methanolobus bombayensis
4': AACA43425 Methanolobus tindarius
oo —— AEG42701 uncultured Methanococcoides
- *F AACA3406 Methanococcoides burtoril
74 L AACA3410 Methanococcoides methylutens
NPG613940 Methanopyrus kandlery

61

—
0.05

Figure 64: Arbre phylogénétique basé sur I'analyse des séquences d’acides aminés de la protéine McrA
montrant la position des souches M. SLHTYRO, M. SLHKRYOS et M. SLHTHETIS calculé selon la méthode du
maximum de vraissemblance. La séquence de la protéine McrA de Methanopyrus kandleri est utilisée comme
groupe externe pour raciner I'arbre. Les valeurs en pourcentage au niveau des nceuds indiquent la
robustesse des topologies d’arbre calculées a partir de 1000 ré-échantillonnages. La barre représente 5% de
divergence dans les séquences d’acides aminés.
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» Synthése sur la physiologie et la phylogénie des souches méthanogénes halophiles.

L’étude des conditions physiologiques de croissance des souches SLHTYRO, SLHKRYOS
et SLHTHETIS a montré que la gamme des températures de croissance est cohérente avec une
croissance possible a la température in situ (14°C) dans leur habitat naturel. De plus la croissance
des souches en présence d’une large gamme de concentrations en NaCl suggére que les isolats
sont capables de se développer dans pratiquement toute I'halocline.

Les souches ont été isolées a partir de bassins hypersalés situés a une profondeur d’eau
de plus de 3000 m, profondeur qui correspond a une pression hydrostatique de 30 MPa. Or les
expériences au laboratoire de croissance des souches SLHTYRO et SLHKRYOS sous pression
hydrostatique ont révélé leur adaptation aux fortes pressions suggérant leur comportement
piézophile. En effet ces deux souches se multiplient de fagon optimale sous une pression
hydrostatique de 35 MPa. La souche SLHTHETIS se développe a 35 MPa mais il n’a pas pu étre
déterminé si cette pression hydrostatique correspondait a une condition optimale de pression. Les
incubations menées a 14°C et sous une pression hydrostatique de 35 MPa ont révélé la
croissance des 3 souches aprés deux mois d’incubation, ce qui suggére que les souches sont
adaptées aux conditions rencontrées dans leur habitat naturel in situ.

Les 3 souches méthanogénes sont méthylotrophes obligatoires. Les substrats cataboliques
identifiés pour la méthanogénése sont le MMA, le DMA, le TMA et le méthanol. Dans les milieux
hypersalés, les composés méthylés peuvent étre produits par la dégradation microbienne de la
glycine bétaine. La glycine bétaine est un osmoprotecteur largement utilisé par les
microorganismes contre le stress osmotique. L'utilisation et la synthése de novo de la glycine
bétaine comme osmoprotecteur a été démontré chez Methanohalophilus portucalensis (Lai et al.,
2000). L'utilisation de la betaine comme substrat pour la méthanogénése n’a pu étre démontré
pour nos 3 souches et pour les membres du genre Methanohalophilus. Dans une étude récente,
des auteurs proposent qu’un consortium microbien, constitué de deux bactéries affiliées au genre
Halanaerobium et Halanaerobacter et d’'une archée appartenant au genre Methanohalophilus
isolée du bassin Thetis, est capable de réaliser la dégradation de la bétaine couplée a une
production de méthane (Cono et al., 2015). Dans ce partenariat microbien, la dégradation de la
bétaine est réalisée par la souche Halanaerobacter TB21 en présence d’hydrogéne ou de sérine
selon la réaction de Stickland (Moune et al., 1999). Le role de la souche TB24 appartenant au

genre Halanaerobium est encore une énigme car il n'a pas été observé de dégradation de la
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bétaine par cette souche. Les membres du genre Halanaerobium sont des microorganismes
fermentaires dont I'hydrogéne est 'un des métabolites produits au cours de la fermentation.
L’hydrogéne pourrait étre utilisé par la souche TB21 pour dégrader la bétaine.

L’analyse phylogénétique des isolats montre que les souches appartiennent au genre
Methanohalophilus avec des valeurs de similitude élevées (> 99,6%) avec les espéces M. mabhii,
M. halophilus et M. portucalensis. Dans I'hypothése ou nos isolats auraient été piégés dans les
cristaux de sels lors de leur formation pendant la crise saline du Messinien, l'analyse
phylogénétique aurait placé nos isolats a la racine de 'embranchement des Methanohalophilus.
L’absence de distance entre les séquences nucléotidiques des ADNr 16S de nos isolats avec les
souches types du genre Methanohalophilus ne permet d’étayer une hypothése sur l'origine de nos
isolats dans ces bassins. D’autres marqueurs génétiques et/ou le séquengage des génomes
pourrait apporter des informations d’'une part sur le potentiel génomique de nos souches mais

aussi sur le caractére ancestral.

lll. Etude la diversité microbienne dans le Bassin Tyro.

Une étude détaillée sur le bassin Tyro a été réalisée dans le cadre de cette theése et est
présentée dans ce chapitre. Afin d’établir un inventaire des communautés présentes sur le bassin
Tyro, nous avons réalisé une approche moléculaire permettant d’établir la structure et la nature
des communautés présentes. Notre démarche avait pour but de révéler la présence des lignées
MSBL dans ce bassin pour lequel nous ne disposions pas d’informations sur la  diversité
microbienne présente. Une étude exhaustive sur ce bassin par des approches moléculaires avait
été réalisée par une équipe de recherche Allemande dans le cadre d’'un programme Européeen
mais les résultats par cette approche n’étaient pas disponibles. Les caractéristiques physico-
chimiques des échantillons prélevées, les concentrations cellulaires, la structure des

communautés et la diversité microbienne ont été étudiés sur ce bassin.

l11.1. Dénombrements cellulaires.

Les dénombrements cellulaires mettent en évidence l'influence de I'augmentation de la

salinité sur les abondances cellulaires (Figure 65). En effet, plus la salinit¢ augmente plus les
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effectifs cellulaires diminuent. Dans le bassin Tyro, les densités cellulaires mesurées varient de
1,65.10° cell/mL pour la salinité la plus faible (46,1%0) & 3,88.10 * cell/mL pour la salinité la plus
forte (303,6%0). Ces observations suivent le méme schéma d’abondance décrit dans le bassin
Bannock par I'équipe de Daffonchio, avec 10 cel/mL a linterface jusqua 10 cell/mL dans la
saumure (Daffonchio et al., 2006). Cependant, la distribution des effectifs microbiens totaux
s’éloignent du profil observé dans le bassin de I'Atalante avec 3,57.10* cell/mL a I'interface jusqu’a
1,07.10° cell/mL dans la saumure (Yakimov et al., 2007). Pour les salinités les plus élevées (300

%o soit 300 g de sels par litre d’eau de mer), les abondances cellulaires sont comparables (environ
1.10* cell/mL).
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Figure 65: Représentation graphique de I’évolution de la concentration cellulaire en fonction de la salinité du
bassin (%o).

lll.2. Extraction des ARNs a partir des cartouches filtrantes.

» Amplification par RT-PCR a partir des matrices ARN extraites puis amplification par PCR
nichée pour I'analyse DGGE.
Dans un premier temps, les conditions de RT-PCR ont di étre définies pour chaque
échantillon. Une fois définie les conditions optimales (quantité de matrice ARN et température

d’hybridation des amorces (55°C), les produits d’amplifications ont été utilisés comme matrices
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dans une seconde amplification par PCR dite nichée a I'aide d’amorces internes pour analyse

DGGE (Figure 66).
M Cb Ca 46 180 210 300

Figure 66: Gel électrophorétique de vérification de IPamplification par PCR dite « nichée » réalisée
avec les couples d’amorces Saf1-GC/ SAf2-GC et 519R pour I’analyse des communautés Archaea en DGGE. M
: marqueur de poids moléculaire (1 Kb, Promega). C+b : témoin positif bactérien; C*a: témoin positif
archaéen; échantillon a 46 ; 180, 210 et 303 g.L 1 de sels. Chaque dépét des produits de PCR « nichée » est de

5 uL. Les bandes positives visibles sur le gel électrophorétique ont une taille attendue d’environ 200 pb.

l11.3. Evolution des communautés microbiennes en fonction de la salinité
analysée par DGGE.

L’'observation des profils électrophorétiques de DGGE montrent un changement de la
composition des communautés microbiennes en fonction de la salinité. Le nombre de bandes
observées est plus important & la salinité la plus faible (46 g.L " de sels). Les échantillons & 180 et
210 g.L'1 de sels présentent la méme structure puisque les mémes bandes sont observées.
L’échantillon de saumure & 300 g.L™" de sels révéle une diversité faible aussi bien dans la

communauté Archaea que Bacteria (figure 67).
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IIIIFigure 67: Profils electrophorehque de PCR-DGGE pour les Archaea (gradlent 30% a 60%) et pdur Ies Bacteria 1N Ter.
(gradient 20-50%) en fonction du gradient de salinité du bassin hypersalé profond anoxique Tyro. Chaque
dépot des produits de PCR-DGGE est de 15 pL sur un gel d’acrylamide a 8%.

LeS AKINS retro-ranscrits sont ampines par FUK, puIs 1Ies proaurts a ampincauon ont été
clonés pour chaque échantillon. L'identité phylogénétique des communautés « actives » sont
indiqués pour les représentants Archaea dans le tableau 12 et Bacteria dans le tableau 13.

= Diversité des Archaea incultivés métaboliqguement actives dans le bassin Tyro.
Tableau 12: Identités des communautés Archaea métaboliquement « actives » dans le
bassin Tyro. Le pourcentage d’identité des séquences analysées représente le niveau de
similarité entre les séquences des génes ADNrc 16S (ADNr 16S codant) et celles présentent
dans la banque de données internationales (NCBI). Le pourcentage de séquences

identifiées est calculé par rapport au nombre total de clones séquencés.

Salinité Groupe phylogénétique affilié % % de Références (Habitat
(%o) (BLASTN 1000pb) d’identité séquences d’origine)
identifiées
DelLong E.F 2006,
Uncultured Marine Group | 99% 70% Gillan D.C. 2007
Crenarchaeota (High salinity,
46,1 Antartic bathypelagic
sediments)
Uncultured marine group Il 94% 30% DelLong E.F 2006
Euryarchaeote (High salinity)
Uncultured Archaea 97% 60% Teske A. 2002
(hydrothermal
180,5 sediment)
Uncultured Marine Group | 99% 40% Gillan D.C. 2007
Crenarchaeota (Antartic
bathypelagic
sediments)
Uncultured candidate division 98% 75% Borin S. 2009
MSBL1 Archaea (Urania deep
215,3 hypersaline basin)
Methanohalophilus sp. 97% 25% Robertson C.E. 2009
(hypersaline
microbial mat)
Uncultured candidate division 98% 60% Van der Wielen P.
MSBL1 Archaea W. 2005
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(deep hypersaline

303,6 anoxic basin)
Uncultured SB-1 group 96% 40% Eder W. 2002
Euryarchaeota (brine-seawater

interface of the
Shaban Deep)

Il est intéressant de noter que les inventaires d’ADNrc 16S ont révélé que les communautés
microbiennes Archaea étaient peu diversifiées. Cing phylotypes différents ont été répertoriés :
MG-I, MSBL-l, MG-Ill, SB-1 et Euryarchaeota/Methanomicrobia/Methanohalophilus. Une
proportion importante de clones analysés est affiliée a des MSBL-I avec 98 % d’identité confirmant
leur dominance dans les saumures de Méditerranée comme cela a déja été suggéré (Van der
Wielen et al., 2005 ; Yakimov et al.,, 2007 ; Borin et al., 2009). Une fraction importante de la
communauté Archaea est représentée par des phylotypes d’incultivées (MG-I, MSBL)
classiquement rencontrés dans ces écosystemes singuliers. Dans I'halocline les échantillons de
salinités comprises entre 46,1 et 180,0%o., du bassin Tyro sont majoritairement dominés par des
microorganismes du phylotype des Marine Group-l (MG-I) appartenant aux Thaumarchaeota, ainsi
qu’a des Archaea sans représentants cultivées (Tableau 12) dont le rOle et la fonction ne peuvent
pas étre inférés. La présence de séquences appartenant aux MG-| a déja été signalée dans des
échantillons de saumures de DHABs de Méditerranée caractérisés par des salinités comparables
(Van der Wielen et al., 2005 ; Yakimov et al., 2007 ; Borin et al., 2009). Les membres du MG-|
sont impliqués dans I'oxydation aérobie de 'ammonium (Baker et al., 2012).

A partir d’'une salinité de 200%o0, les communautés Archaea sont majoritairement affiliées
aux MSBL-I. Sans représentant cultivé, il n’est pas possible de proposer une hypothése quant au
métabolisme des représentants de la lignée MSBL1. Cependant les dernieres études réalisés
portant en particulier sur la technique de « Single-cell » démontrent que ces microorganismes ne
seraient pas des microorganismes méthanogénes contrairement a ce qui avait été postulé
auparavant (Mwirichia et al., 2016). Plus spécifiquement des communautés Archaea sont affiliées
au genre Methanohalophilus, aux MSBL et d’autres séquences sont affiliées au groupe des SB-1
uniguement dans les échantillons caractérisés par la plus forte salinité (303,6%.) (Eder et al.,
2002). Les méthanogénes appartenant au genre Methanohalophilus utilisent préférentiellement
des composés méthylés comme substrat catabolique pour synthétiser du méthane (Robertson et
al., 2009). Dans nos inventaires moléculaires les séquences affiliées a des phylotypes
méthanogénes sont trés rares en dépit des fortes concentrations en méthane relevées dans les

échantillons de saumures de Méditerranée. Bien que les étapes d’amplification par PCR soient
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extrémement sensibles, certaines méthanogénes nécessitent une étape d’enrichissement dans
des milieux de culture spécifiques pour pouvoir étre détectées. La présence de représentants
actifs du genre Methanohalophilus par les méthodes moléculaires confirme les résultats obtenus

par les approches culturales et la caractérisation de I'isolat de Methanohalophilus M. SLHTYRO.
Nos résultats démontrent que cet isolat pourrait étre actif dans les conditions in situ du bassin. Les
membres du groupe SB-1 ont été détectés dans des échantillons de saumure de bassins présents
en Mer Rouge. Les représentants de ce groupe sont probablement impliqués dans la réduction

des sulfates (Eder etal., 2002). Malheureusement, ces microorganismes n’ont pas été mis en

évidence par les approches culturales.

= Diversité des Bacteria métaboliquement « actives » dans le bassin Tyro.
Tableau 13: Identités des communautés Bacteria métaboliquement « actives » dans le
bassin Tyro. Le pourcentage de similarité représente le niveau de ressemblance entre les
séquences des genes ADNrc 16S de notre étude et celles présentent dans la banque de
données internationales (GenBank). Le pourcentage de séquences identifiées est calculé

par rapport au nombre total de clones séquencés.

Salinité Groupe phylogénétique affilié % % de Références
(%o) (BLASTN 1000pb) d’identité séquences (Habitat d’origine)
identifiées
Uncultured gamma Proteobacteria | 98% 75% Van der Wielen P. W.
2005
(deep hypersaline anoxic
46,1 basin)
Uncultured delta Proteobacteria 97% 25% Van der Wielen P. W. 2005
(deep hypersaline anoxic
basin)
Uncultured bacteria 99% 15% Daffonchio D. 2006
(deep-sea halocline)
Uncultured candidate division 99% 40% Daffonchio D. 2006
MSBL2 (deep-sea halocline)
180,5
Uncultured delta Proteobacteria 99% 40% Van der Wielen P. W. 2005
(deep hypersaline anoxic
basin)
Uncultured SB1 group bacteria 84% 20% Eder W. 2002 (brine-
seawater interface of the
Shaban Deep)
215,3 Uncultured candidate division 99% 100% Daffonchio D. 2006
MSBL2 (deep-sea halocline)
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Uncultured bacteria 99% 60% Van der Wielen P. W. 2005
303,6 (deep hypersaline anoxic
basin)

Okamoto T. unpublished
Halomonas sp. 98% 40% (euryhaline halophilic
microorganism)

Dans linterface haute du bassin Tyro (46,1%0) les séquences d’ADNr 16S des
communautés microbiennes sont affiliées aux groupes des Gamma, Delta des Proteobacteria et
principalement a des phylum composés de séquences environnementales c’est-a-dire sans
représentant cultivé (Tableau 13). La majorité des séquences des membres des Delta-
protéobactéries sont affiliées au genre Desulfobacterium et Desulfobacula appartenant a la famille
des Desulfobacteracaea. Ces phylotypes sont également observés dans le bassin de I'Atalante
(Yakimov et al., 2007b) et Urania (van der Wielen et al., 2007). Les salinités supérieures a 180%o
semblent optimales pour le développement des communautés affiliées au groupe des MSBL2
(Daffonchio et al., 2006) et au groupe des SB-I (Yakimov et al., 2007) suggérant une adaptation
des microorganismes aux hautes salinités.

Dans la saumure du bassin Tyro, seulement deux séquences sont affiliées au genre
Halomonas. Ces deux séquences partielles d’ADNr 16S présentent une similarité de 95% avec
'espéce Halomonas meridiana. Ces résultats soutiennent les résultats obtenus par les approches
culturales (Cf chapitre 1.2). En effet des souches appartenant au genre Halomonas ont été enrichis
en ajoutant des concentrations de 200 g.L ™" de NaCl dans les milieux de culture inoculés avec des

échantillons du bassin Tyro.

L’analyse moléculaire des échantillons d’eau collectés au niveau du bassin profonds
anoxique hypersalé Tyro confirme I'existence de lignées incultivées appartenant aux MSBL
(notamment 1 et 2) frequemment mises en évidence dans les DHABs. La lignée SB-1 est
également inféodée aux environnements hypersalés. Des séquences de SB-1 ont été mise en
évidence la premiére fois au niveau des DHABs de la Mer Rouge (Eder et al., 2002). La
distribution de ces lignées dans le bassin Tyro démontre leur endémisme et est en adéquation
avec les résultats précédemment publiés. Les lignées MSBL1 et SB-1 sont majoritairement
retrouvées dans les parties basses, trés salées (entre 120 et 340 g.L Tde sels) de I'halocline et

dans la saumure suggérant une forte adaptation aux fortes pressions osmotiques. Dans ces
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conditions extrémes de salinité, la stratégie employée par les microorganismes pour survivre
souléve de nombreuses interrogations.

La présence de séquences des genres Methanohalophilus et Halomonas a la fois dans les
cultures d’enrichissements et les banques de clones suggérent que ces microorganismes sont
certainement adaptés et actifs dans les conditions de fortes salinités du bassin profond Tyro et
jouent donc un réle primordial dans le cycle du méthane et du carbone. Tous ces résultats
suggerent que les microorganismes sont capables de coloniser des environnements hypersalés
profonds car ils sont certainement capables de développer des mécanismes d’adaptations vis a
vis des fortes concentrations en sels. Comme cela a été proposé par d’autres équipes de
recherche, l'étude des adaptations génétiques, notamment la stabilité des ARNr de
microorganismes halophiles extrémes, vis-a-vis des fortes salinités, est extrémement pertinente

dans ce type d’habitat extréme.

IV. Stabilité des ARNs en condition hypersalé.

En condition hypersalée, qu'’il s’agisse de milieu thalassique ou de milieu athalassique, la
recherche d’un marqueur génétique pour témoigner d’une activité cellulaire est importante. En
effet Hallsworth et collaborateurs (2007) (Hallsworth et al., 2007) démontrent par leurs travaux sur
un environnement athalassique contenant 5 M de Mggl que les acides désoxyribonucléiques
(Watve et al., 2000) d’'une souche de Marinobacter restent stables dans un milieu. lls démontrent
de plus que 'ARNr 16S peut étre rétro-transcrit aprés 45 jours d’incubation dans ces conditions.

Par contre les ARNm sont trés vite dégradés suggéré en particulier par I'absence d’amplification a
partir des ARNm de la sous-unité de la gyrase B, aprés 24 heures d’incubation.

Nous nous sommes inspirés de ces travaux préliminaires en réalisant une expérience
similaire a la différence que notre choix s’est porté sur I'ajout de NaCl plutét que MgCI  , afin de
simuler des conditions thalassiques. La souche que nous avons utilisé est une méthanogene
meéthylotrophe halophile modérée et isolée dans ce travail de these a partir du bassin thalassique
Tyro (souche SLHTYRO, Cf. chapitre 11.3). La souche a été incubée pendant 45 jours a une
température de 15°C et & pression atmosphérique dans un milieu minimum & 300 g.L™" de NaCl ne
contenant pas de matiére organique . Les ARNSs totaux ont été extraits au cours du temps et rétro-

transcrits en ARNrc 16S et les ARNmc du gene mcrA (figure 68).
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Figure 68 : Gel électrophorétique de vérification des amplifications par RT-PCR a partir des matrices d’ARN totaux

correspondant aux ARNr 16S et ARNm du géne mcrA de la souche SLHTYRO placée dans un milieu contenant 300 g.L &

de NaCl. Les ARNs ont été rétro-transcripts a I’aide d’amorces spécifiques de ’ADNr 16S et du géne mcrA, puis amplifiés
par PCR. M : marqueur de taille (1 kb ladder, Promega). 1: 0 jour;2: 1 jour;3:7 jours;4:15jours;5:30jours;6:45
jours. + : controle positif. Chaque dép6t des produits de RT-PCR est de 5 uL. Les bandes positives visibles sur le gel
électrophorétique ont une taille attendue de 1500 pb et 800 pb pour ’ARNr 16S et le mcrA respectivement.

Les résultats des étapes d’amplification de 'ARNr 16S sont en adéquation avec les
résultats de Hallsworth et collaborateurs (2007). En effet, aprés une période de 45 jours dans des
conditions « thalasiques » riches en NaCl, nous sommes capables de rétro-transcrire '’ARNr 16S
et d’obtenir une bande spécifique de 'ADNr 16S de 1500 pb. Cependant nos résultats différent sur
la rétro-transcription des ARNm (mcrA). Dans nos conditions, aprés 45 jours d’incubation, la rétro-
transcription des ARNms du mcrA est possible alors qu’au bout de 24 heures ’ARNm de la gyrase
B n’est pas amplifié dans I'expérience de Hallsworth. La stabilité des signaux obtenus suggérent
que les ARNs sont peu ou faiblement dégradés au cours des 45 jours de lincubation. Il est
rappelé que la souche SLHTYRO n’est pas capable de se développer a 300 g. L 1 de NaCl et que
le milieu ne contient pas de substrat permettant la méthanogénése.

Nos résultats démontrent donc que les ARNs sont peu dégradés apres 45 jours
d’incubation en condition hypersalée (i.e. 300 g.L.' de NaCl) et que les ARNms (pourle mcrA)
sont amplifiables jusqu’a 45 jours d’incubation. Ces résultats suggérent que dans un milieu
« thalassique » hypersalé en NaCl, les résultats obtenus sur une activité cellulaire basée sur
'analyse des ARNms et son interprétation sont spéculatifs.

Comme nous 'avons développé dans l'introduction, des bactéries et des archées piégées
dans des cristaux de sels datant de 100 a 250 millions d’années respectivement ont été cultivées
(Vreeland et al., 2000, Vreeland et al., 2007). Nos connaissances des facteurs permettant aux

microorganismes de préserver leur matériel biologique et génétique sur des temps aussi longs
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sont encore inconnus. Des mécanismes de réparation, de maintien de I'intégrité cellulaire, et de
survie sont certainement employés par les microorganismes pour permettre leurs viabilités.

Il serait intéressant de poursuivre I'analyse de la stabilité des ADNs et ARNs en conditions
hypersalées en testant différentes souches bactériennes et archéennes, halotolérantes, halophiles
modérées et halophiles extrémes. Ces expériences pourraient mettre en évidence la capacité des

microorganismes halophiles a préserver leur intégrité génétique dans des conditions de fortes

salinités.
V. Etude des génomes des souches appartenant au genre
Methanohalophilus.

Les 3 souches appartenant au genre Methanohalophilus que nous avons isolé (SLHTYRO,
SLHKRYOS, SLHTHETIS) présentent des -caractéristiques physiologiques différentes des
espéces types du genre en particulier : i) température optimale de croissance, ii) gamme de
salinité et ii) croissance sous pression hydrostatique. L'analyse phylogénétique de 'ADNr 16S et
du gene mcrA ne permettent pas de démontrer une origine ancestrale des 3 souches. L’origine
de ces microorganismes dans les bassins hypersalés profonds et anoxiques reste énigmatique : i)
ont-ils été piégés lors de la formation des cristaux de sels, ii) ont-ils été déposés dans ces bassins
par les courants marins ou iii) sont-ils présents dans la biosphére souterraine?

Nous avons entrepris de séquencer le génome de ces 3 souches afin d’explorer le potentiel
génétique de ces 3 souches et de comparer leurs génomes avec les génomes des souches types
du genre Methanohalophilus. Le génome de M. mahii étant déja disponible, nous avons entrepris
le séquengage de M. halophilus et de M. portucalensis. Le génome de M. halophilus a été publié
dans la revue « Genome Announcements » (L’Haridon et al., 2017 sous presse) et correspond au
premier article de ce chapitre. L’article présentant d’'une part le génome de M. portucalensis et une
analyse comparative avec les génomes de M. mahii et M. halophilus est en cours de préparation
et présenté a la suite. La revue ciblée est le journal « Genome Biology and Evolution » section
« Genome Report ».

Les résultats des séquencages des geénomes des souches M. halophilus et M.

portucalensis en utilisant une combinaison de techniques de séquengages nous ont permis de
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circulariser ces génomes. Les mémes approches ont été utilisées pour les 3 souches isolées de
bassins hypersalés de la Mer Méditerranée mais les résultats obtenus ne nous ont pas permis de
circulariser ces génomes. Les derniers résultats de séquencage selon la technologie PacBio ont
été obtenus en novembre 2016 et sont donc en cours de traitement. Les résultats préliminaires

sont présentés dans ce chapitre.
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V.1. Annonce du génome de Methanohalophilus halophilus DSM 3094"

(Genome Announcements, article sous presse).

Complete genome sequence of Methanohalophilus halophilus DSM 3094", isolated from a
cyanobacterial mat and bottom deposits at hamelin pool, shark bay, northwestern Australia.
Stéphane L’Haridon®"¢, Erwan Corre ¢, Yue Guan ®, Manikandan Vinu ®, Violetta La Cono ', Mickail

Yakimov', Ulrich Stingl®, Laurent Toffin®*®, Mohamed Jebbar*®®

Université de Bretagne Occidentale (UBO), Institut Universitaire Européen de la Mer (IUEM)-UMR
6197, Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes (LM2E), Plouzané, Frande
CNRS, IUEM-UMR 6197, Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes (LM2E),
Plouzané, France®; Ifremer, UMR 6197, Laboratoire de Microbiologie des Environnements
Extrémes (LM2E), Plouzané, France®; Université Pierre et Marie Curie, CNRS, Station Biologique
de Roscoff, Plateforme ABIMS, F-29688 Roscoff, Franceé; Red Sea Research Center, King
Abdullah University of Science and Technology, 23955-6900, Thuwal, Saudi Arabia °; Institute for
Coastal Marine Environment CNR, 98122 Messina, Italyf.

*Corresponding author: Mohamed Jebbar, Mohamed.jebbar@univ-brest.fr

Abstract

The complete genome sequence of Methanohalophilus halophilus DSM 3094 T, a member of the
Methanosarcinaceae family, and the Methanosarcianales order, consists of 2,022,959-bp in one
contig and encodes 2137 predicted genes. The genome is consistent with a halophilic
methylotrophic anaerobic lifestyle including the methylotrophic and CO»-H, methanogensis
pathways.

Keywords: Methanogen, Methanohalophilus, methylotophy, halophile

Full text
Methanohalophilus halophilus strain Z-7982 (DSM 3094 ', OCM 160, NBRC 107633) was
isolated from a cyanobacterial mat and bottom deposits at Hamelin Pool, Shark Bay, northwestern
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Australia. It was first described as Methanococcus halophilus (Zhilina, 1983) before Wilharm and
Co-workers transfer these strain to the genus Methanohalophilus (Wilharm et al., 1991). The
strictly anaerobic strain Z-7982 is able to produce methane by reducing methylated compounds,
and grows optimally at 30°C, pH 7 with 7% NaCl.

To gain insight into the role of methylotrophic methanogens in marine environments, the
complete genome of M. halophilus was sequenced. The DNA extracted from strain Z-7982 was
sequenced with 300 pb paired-end library using lllumina MiSeq (Bioscience Core Lab, King
Abdullah University of Science and Technology, Thuwal, South Arabia) and a 100 bp paired-end
library using lllumina HiSeq (Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA). The 14, 356, 400 paired
reads of 300 bp were quality trimmed (Q30) and de novo assembled into contigs using SPAdes
version 3.6.1 (Nurk et al., 2013). The 75 resulting contigs were then scaffolded with SSPACES
version 3.0 (Boetzer et al.) using the 51, 411, 253 paired ends reads of 100 bp. Finally a fully
circularized genome was produced with an average coverage of approximately 4,724.

The genome of M. halophilus consists of a circular chromosome of 2,02 Mb with a G+C
content of 42,39 %. A total of 2,137 protein-coding genes (CDS) were predicted with MaGe
platform (Vallenet et al., 2006, Vallenet etal., 2013 2009) as well as one copy of the 16S-23S
operon, two copies of 5S rRNA, 46 tRNA and 1 miscellaneous RNA. Additionally, the genome
contains one Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat associated with CRISPR
loci associated with cas gene (cas1).

Rapid Annotations using Subsystems Technology (RAST) (Meyer et al., 2008, Overbeek et
al., 2014) allowed the discovery of all core methanogenesis enzymes necessary for the conversion
of methylated compounds to methane which is also supported by experimental microbial growth
and methane production after addition of trimethylamine, dimethylamine, monomethylamine and
methanol as sole carbon sources. It was recently suggested that Methanohalophilus mahii strain
DAL1 (Lipus et al., 2016) has the genetic potential for hydrogenotrophic methanogenesis
(conversion of CO; to methane). M. halophilus strain Z-7982 possesses also the core enzymes for
CO, fixation, acetyl-CoA decarbonylase, tetrahydromethanopterin S-methyltransferase and
methyl-coenzyme M reductase (mcr), but experimentally no growth was observed under CO; in M.
halophilus strain Z-7982.
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Accession number. This whole genome has been deposited at GenBank under the accession
number CP017921.
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V.2. Annonce du génome de Methanohalophilus portucalensis.

Article en préparation pour une soumission dans le journal «Genome Biology and Evolution »,

catégorie « Genome report ».

Draft genome sequence of the halophilic methylotrophic methanogen Archeon Methanohalophilus
portucalensis strain FDF-1T and a genome comparison with M. mahii strain SLP ' and M.
halophilus strain Z-7982".

Stéphane L’Haridon®"¢, Erwan Corre®, Yue Guan®, Manikandan Vinu®, Violetta La Cono', Mickail
YakimoV', Ulrich Stingl®, Laurent Toffin®®°, Mohamed Jebbar®®°

Université de Bretagne Occidentale (UBO), Institut Universitaire Européen de la Mer (IUEM)-UMR
6197, Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes (LM2E), Plouzané, Frandée
CNRS, IUEM-UMR 6197, Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes (LMZ2E),
Plouzané, France®; Ifremer, UMR 6197, Laboratoire de Microbiologie des Environnements
Extrémes (LM2E), Plouzané, France; Université Pierre et Marie Curie, CNRS, Station Biologique
de Roscoff, Plateforme ABIMS, F-29688 Roscoff, France; Red Sea Research Center, King
Abdullah University of Science and Technology, 23955-6900, Thuwal, Saudi Arabia ¢; Institute for
Coastal Marine Environment CNR, 98122 Messina, Italy".

Abstract

The genus Methanohalophilus comprised four validated species M. mahii strain SLP T M.
Halophilus strain Z-7982 7, M. portucalensis strain FDF-1 " and M. levihalophilus strain GTA13 T
and until today only the genome of M. mahii and M. halophilus are available. In the first part, the
present study describes the draft genome sequence (2.01 Mb) of Methanohalophilus portucalensis
DSM 74717 a halophilic methylotrophic methanogen isolated from sediment of salinarium in
Figueira da Foz, Portugal. In a second part, the genome of M. portucalensis, M. mahii and M.
halophilus are compared and analysed. This is the fourth genome report of the Methanohalophilus

genus, within the Methanosarcinaceae family, in the Methanosarcinales order.
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Materials and Methods
Archaeal strain.

Methanohalophilus portucalensis strain FDF-1" was isolated from sediments from a
salinarium in Figueira da Foz, Portugal (Boone et al., 1993). The strain was obtained from the
DSMZ microbial microorganism collection under the collection number 7471 T and cultivated under

the preconisation of the DSMZ culture collection at 37°C with trimethylamine as substrate.

Genome Sequencing and Assembly of M. portucalensis strain FDF-1"

The complete genome of M. portucalensis was sequenced with a combination of three
sequencing libraries. A 300 pb paired-end library sequenced on an lllumina MiSeq (Bioscience
Core Lab, King Abdullah University of Science and Technology, Thuwal, South Arabia) and a 100
pb paired-end library sequenced on an lllumina HiSeq (lllumina, Beckman Coulter Genomics,
Danvers, MA) and a PacBio RS library (Genotoul, Toulouse). The 13 835 892 paired reads of 300
pb were quality trimmed (Q30) and de novo assembled into contigs using SPAdes version 3.6.1
(Nurk et al., 2013). The 17 resulting contigs were then scaffolded with SSPACES version 3.0
(Boetzer et al.) using the 60 686 211 paired ends reads of 100 pb, leading to an intermediate
version of the assembly with 9 scaffolds. A final step of scaffolding was performed using SSPACE
LongRead v1.1 (Boetzer and Pirovano) with the 317,258 PacBio RS filtered subreads. We
obtained finally 3 scaffolds for total number of 2,084,275 bases (without underdetermined base)
and an average coverage of approximately 5,300. Finally a fully circularized version of the genome
with expected gap between oriented scaffolds was produced with comparison with M. mahii
genome using CONTIGuator (Galardini et al., 2011).

Results
Genome Features

The M. portucalensis genome consists of a circular chromosome of 2,084,875 bp with a
GC content of 41.95 %. A total of 2,198 coding DNA sequences (CDS) were identified with the
MaGe platform (Vallenet et al., 2006, Vallenet et al., 2009, Vallenet et al., 2013) as well as two
copy of the 16S-23S operon, three copies of 5S rRNA, 46 tRNA and 4 miscellaneous RNA. This
whole genome has been deposited at GeneBank under the accession numbeZP017881. The

table 1 synthetises the genome statistics of the three genomes available.
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Table 1: Genome Statistics

Species
Attribute

M. portucalensis M. mabhii M. halophilus

Value Value Value

Genome size (bp)

2,084,875 2,012,424 2,022,959

DNA G+C content (%) 41,95 42,62 42,40
Number of replicons 1 1 1

Total genes 2257 2095 2190

RNA genes 55 62 50
Ribosomal rRNA 16S rRNA 2 3 1
Ribosomal rRNA 23S rRNA 2 3 2
Ribosomal rRNA 5S rRNA 3 3 2
Protein-coding genes 2202 2032 2137
Genes with function prediction 1343 2041 1400
Genes inparalog clusters 265

Genes assigned to COGs 1734 1596 1722
Genes assigned pfam domains 1629

Genes with signal peptides 204

CRISPR 6 1 1

ANI and DDH scores.

The genome size of M. portucalensis is close to the other type species M. mahii strain SLP'
(2,012,424 bp) (Spring et al., 2010)) and M. halophilus strain Z-7982" (2,022,959 bp) (L’Haridon, in

press). Methanohalophilus mabhii, M. halophilus and M. portucalensis are physiologically very
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similar and the separation in three different species was previously based on DNA reassociation,
electrophoretic analysis of whole-cells proteins and also to continue to maintain the genus
Methanohalophilus for taxonomic stability (Boone et al., 1993). The availability of the three
genomes allows determining using ANI calculator (Goris et al., 2007) and the in silico DNA-DNA
hybridization that these three strains represent with no ambiguities three different species. The
Average Nucleotide Identity scores is 92.2% (SD: 3.41) between M. halophilus and M.
portucalensis; 92.59% (SD: 2.73) between M. halophilus and M. mahii and 90.98% (SD: 3.02)
between M. mahii and M. portucalensis. ANI score below 95% has been defined for the
delineation of a new species. In a second step, we calculated the in silico DNA-DNA hybridization
(DDH) using the genome-to-genome distance calculator GGDC2.1 (Meier-Kolthoff et al., 2013)
which indicate a value of 44.8% between M. halophilus and M. mabhii, 44.4% between M.
portucalensis and M. mahii and 50.50% between M. halophilus and M. mahii. All the DDH values
indicated are obtained using the formula 2, which is the formula recommended. Previous data of
DNA-DNA hybridization in vitro (Deley et al., 1970, Huss et al., 1983) performed at the DSMZ
revealed similarity values of 68.4% and 63.9% between M. mahii and M. portucalensis, 71.5% and
73.7% between M. mahii and M. halophilus and 60.5% and 69.8% between M. halophilus and M.
portucalensis (measurement in duplicate, personal data). Our results confirm that the three
species are genetically very closed and based on the ANI value and DDH hybridization M. mabhii,

M. halophilus and M. portucalensis represent three different species which was not obvious
looking to the results of DNA-DNA hybridization.

Pan genome and Core genome.

The microbial genome is composed of 2 distinct genomic components, the core and
variable genome, together called the pan-genome (Medini et al., 2005). The core genome is
composed of genes that are common to all strains and held stable through conservation. The
variable genome is composed of genes not found in all strains, either because genes are gained
through horizontal gene transfer or because they are differentially lost. Every unique microbial
strain sequenced contains a different suite of variable genes. The distribution of these variable
genes among strains, the sources of genetic material, and the rates at which genes are acquired
and lost are unknown. It is largely believed that the variable gene component extends the
physiological and ecological capabilities of microbial cells. The pan-genome of the three species

M. halophilus, M. portucalensis and M. mahii consists of 6,485 gene families. The core genome
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consisted of 4,929 gene families which were shared by the three genomes; the deduced variable
genome represented 1,556 gene families. The core CDS consisted of 1,634 genes which
represent around 76% of the CDS of the tree different species. Based on the DDH and CDS core
values, the three strains changed comparatively little in gene content but more in nucleotide
sequences. The species specifics CDS represent 311 genes for M. halophilus, 360 for M. Mahii
and 402 for M. portucalensis.

Methanogenesis

Rapid Annotations using Subsystems Technology (RAST) (Meyer et al., 2008, Overbeek et
al., 2014) and MicroCyc tool available on the MaGe platform (Vallenet et al., 2006, Vallenet et al.,
2009, Vallenet et al., 2013) allowed the discovery of all core methanogenesis enzymes necessary
for the conversion of methyl compound to methane which is also supported by experimental
microbial growth under Trimethylamine, Dimethylamine, Monomethylamine and Methanol. It was
recently suggested that Methanohalophilus mahii strain DAL1 (Lipus et al., 2016) has the genetic
potential for hydrogenotrophic methanogenesis (conversion of CO ; to methane). We investigate
the genetic potential for hydrogenotrophic growth in M. halophilus strain Z-7982 T, M. mabhii strain
SLPT and M. portucalensis FDF-1". All core methanogenesis pathway for the conversion of CO» to
methane was revealed in the three genomes: the process of methanogenesis from CO ; starts with
activation of the CQ by the unique cofactor methanofuran, resulting in the formation of formyl-
methanofuran. The formyl group is then transferred to another cofactor, tetrahydromethanopterin.
A succession of transformations, catalyzed by methenyl-HsMPT cyclohydrolase, H.-forming
methylene-HsMPT dehydrogenase, and finally Faxo-dependent methylene-HsMPT reductase,
which depends on the methanogenic cofactor Fjp9, results in the formation of 5-methyl-
tetrahydromethanopterin. The methyl group is then transferred by methyl-HMPT:coenzyme M
methyltransferase to coenzyme M, resulting in methyl-CoM, which is then disproportionated into
methane and CO ,. All the enzymes for the conversion of CO ; to methane were identified in the
three genomes but until now no growth under CO ; has been observed for M. halophilus strain Z-
79827, M. mahii strain SLPT and M. portucalensis FDF-1".

Compatible solutes
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In the “Salt-out” strategy, microorganisms synthesize compatible solute such as glycine
betaine to overcome the extracellular salt stress. Methanohalophilus portucalensis strain FDF-1 T
was the first organism of the class of obligate halophilic methanogenic Archaea in which the
synthesis and uptake of glycine betaine was examined (Lai et al., 2000). This organism is able to
synthesize glycine betaine de novo, but if this solute is present in the culture medium uptake is
preferred over de novo synthesizes. M. portucalensis synthesize glycine betaine from glycine
through a series of methylation reactions. The enzymes performing the methylation reactions have
been characterized in some of these organisms, and were found to be two methyltransferases,
glycine-sarcosine methyltransferase (GSMT) and sarcosine-dimethylglycine methyltransferase
(SDMT). The analysis of the genome of M. halophilus and M. mabhii revealed the presence of the
same enzymes. The glycine betaine is imported into Methanohalophilus portucalensis via a
member of the ABC transporter superfamily and consists of an integral membrane protein
(OpuAB), and a substrate binding-protein (OpuAC). A second transporter, OpuD, a membrane
protein mediated glycine betaine transport in the cells is identified in the genome of M.
portucalensis. OpuD belongs to the Betaine/carnitine/choline transporters (BCCT) family that are
found in Gram negative, Gram positive Bacteria and Archaea (Ziegler et al., 2010). It has been
shown that the activity of this transporter in B. subtilisis was controlled by the environmental
osmolarity (Kappes et al., 1996). High osmolarity stimulates de novo synthesis of OpuD and
activates pre-existing OpuD proteins to achieve maximal glycine betaine uptake activity also
present (Kappes et al., 1996). The presences of OpuAB, OpuAC and OpuD have been revealed in
the genome of M. mahii and M. halophilus.

Discussion

Methanohalophilus portucalensis strain FDF-1T (DSM 7471", OCM 59) was described as a
new species of the genus Methanohalophilus by Boone and Co-workers (Boone et al., 1993). In
the same study, the taxonomy of M. mahii and M. halophilus were investigated and revealed that
the two strains are physiologically very similar and could be considered as subjective synonyms.
Value of DNAs reassociation of 52% between these two strains and the electrophoretic analysis of
whole-cell proteins which indicated major differences in the proteins content suggest that unknown
physiological differences exist (Boone et al., 1993). It was proposed to maintain these two strains

as two different species and also in the interest of taxonomic stability in order to conserve the
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genus Methanohalophilus as Methanohalophilus mahii was the type species of the genus (Paterek
and Smith, 1988) but M. halophilus was described before (Zhilina, 1983). Based on the analysis of
the genomes of the three species, we confirmed that M. halophilus strain Z-7982 T and M. mahii
strain SLPT, based on ANI and DDH scores, are two separate taxa. Genome analysis pointed out
that the organisation of the three genomes are highly conserved and revealed also the high
degree of gene conservation with more than 76% of the CDS shared between the three taxa.

M. mahii strain SLP T was isolated from the Great Salt Lake (USA), M. halophilus strain Z-
79827 was isolated from a cyanobacterial mat and bottom deposits, Shark bay (Australia) and M.
portucalensis strain FDF-T was isolated from a salinarium at Figueira da Foz (Johnson et al.).
The biogeographical origin of these three strains with distance of more than 8,000 km between the
three places of isolation represent geographical barriers. Geographical barriers are known to
promote genetics divergence among population (Whitaker et al., 2003). We observed that the
genetic potential of these three species is highly conserved in term of gene content and
organisation. The presence of Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats ( CRIPSR)
has been identified in the three genomes. CRIPRS are known to confers resistance to foreign
genetic elements such as those present within plasmids and phages and could explained the high
level of conservation of the three genomes by cutting the exogenous DNA (Horvath and

Barrangou, 2010).
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V.3. Présentation des génomes des souches M. SLHTYRO, M. SLHKRYOS et
M. SLHTHETIS isolées des bassins hypersalés profonds et anoxiques Tyro,

Kryos et Thetis de la Mer Méditerranée.

Le séquencage des génomes de M. halophilus et M. portucalensis en utilisant les
techniques de séquencgage illumina Mate-pair et ion Torrent ont permis de circulariser rapidement
le génome de M. halophilus. Le génome de M. portucalensis qui comprenait 7 contigs a lui aussi
éteé circularisé en se basant sur le génome de M. mahii pour assembler et orienter les contigs.
L’utilisation des mémes outils pour les souches M. SLHTYRO, M. SLHKRYOS et M. SLHTHETIS
n‘apportait pas les mémes résultats et 'ensemble des logiciels disponibles ne parvenait pas a
diminuer le nombre de contigs (> a 20). Nous avons choisi de tester la technologie de séquengage
PacBio sur ces 3 souches. Au moment de I'écriture du manuscrit, seuls les résultats de
séquencage selon cette technologie ont été obtenus pour M. SLHTYRO et M. SLHKRYOS. Les
résultats pour M. SLHTHETIS sont attendus pour fin janvier 2017.

Une synthése de I'analyse des génomes est présentée dans le tableau 14.

Tableau 14 : Caractéristiques principales des génomes de M. SLHTYRO, M. SLHKRYOS et
M. SLHTHETIS.

M. SLHKRYOS M. SLHTYRO M. SLHTHETIS
Taille du génome 1890430 1841 429 1719 361
(pb)
G+C% 42,5 42,7 429
Nombre de contigs 7 7 23
Nombre de CDS 2072 2027 1896
Nombre de RNAs 59 59 51
Nombre de CRISPR 7 0 3
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Tableau 15: Caractéristiques principales des génomes de M. mahii, M. halophilus et M.

portucalensis.
M. mahii M. portucalensis M. halophilus

Taille du génome 2012424 2084 875 2022 959
(pb)
G+C% 42,6 41,9 42,4
Nombre de contigs 1 1 1
Nombre de CDS 2074 2143 2072
Nombre de RNAs 61 55 54
Nombre de 1 6 1
CRISPR

La premiére lecture des deux tableaux 14 et 15 nous indique que les génomes des
souches isolées des DHABs sont plus petits (environ 1,8 Mb) par rapport aux génomes des
souches terrestres (2 Mb) ce qui représente une différence d’environ 10%. Le contenu en G+C %
est trés proche entre les souches du genre ainsi que le nombre de séquences codantes (CDS) qui
se situe autour de 2000. Le nombre de répétitions CRISPR dans les différentes souches varie. Et
on note un nombre important de CRISPR chez M. portucalensis et M. SLHKRYQOS par rapport
aux autres souches. Les CRISPRs découverts dans les génomes de Methanohalophilus
correspondent aux familles CRISPR/cas et des sous-types CRISPR/csh. Le systéme CRISPR/cas
correspond au mécanisme de défense contre les phages et les plasmides invasifs.

Les analyses phylogénétiques réalisées sur les séquences complétes d’ADNr 16S ont
révélées les fortes similitudes entre les souches du genre Methanohalophilus (> 99,6%). Ces
fortes valeurs ne permettent pas de les décrire comme nouvelles espéces par rapport aux critéres
de définition de l'espéce (298,7% de similarité de séquences de I'ADNr 16S). Dans le cas de
fortes similitudes de 'ADNr 16S (=298,7%), la notion d’espéce peut s’appuyer sur les résultats une
hybridations ADN/ADN in vitro, sur une hybridation ADN/ADN in silico (DDH) et sur les
détermination des valeurs d’identité nucléotidiques moyennes (ANI). Les génomes des différentes
souches étant disponibles nous avons calculé les valeurs d’ANI et de DDH.

186



> Détermination des valeurs d’identité nucléotidiques moyennes (ANI).

Le résultat des valeurs ANI sont présentés dans le tableau 16.

Tableau 16: Valeurs d’identités nucléotidiques (ANI) pour les souches du genre

Methanohalophilus.
M. mahii M. halophilus M. portucalensis SLHTYRO SLHTHETIS
M. halophilus 90.95% (SD: 3.48%)
M. portucalensis 90.75% (SD: 3.32%) 92.43% (SD: 2.90%)
SLHTYRO 90.91% (SD: 3.20%) 92.34% (SD: 2.85%) 94.16% (SD: 2.98%)
SLHTHETIS 90.92% (SD: 3.20%) 92.38% (SD: 2.83%) 94.17% (SD: 2.95%) 98.33% (SD: 2.35%)
SLHKRYOS 90.94% (SD: 3.45%) 99.97% (SD: 0.07%) 92.41% (SD: 2.96%) 92.36% (SD: 2.82%)

92.39% (SD: 2.79%)

Les valeurs d’ANI calculées nous indiquent que la souche M. SLHKRYOS
appartient a 'espéce M. halophilus. En effet, le seuil de I'espéce selon cette méthode est de 95%
(Konstantinidis and Tiedje, 2005), la valeur de 99,97 % ne permet donc pas de les différencier en
deux especes distinctes. Les souches M. SLHTYRO et M. SLHTHETIS sont proches de I'espéce
M. portucalensis avec des valeurs de similitude de 94% et un écart type proche de 3. Les souches
M. SLHTYRO et M. SLHTHETIS appartiendraient a la méme espéce.

> Hybridation ADN/ADN in silico.

L’hybridation ADN/ADN (DDH) fournit une évaluation de la similitude globale de I'ADN
génomique entre deux espéces ; par définition, si la DDH est supérieure ou égale a 70%, les deux
ADN appartiennent a la méme espéce (Colston et al., 2014). L’hybridation ADN/ADN a été
effectuée in silico grace au web serveur GGDC signifiant « genome to genome distance
calculator » (http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php) (Auch et al., 2010a, 2010b; Meier-Kolthoff et al.,
2014).

Les valeurs de DDH in silico entre M. portucalensis et M. SLHTYRO sont de 58%; entre M.
portucalensis et M. SLHTHETIS de 58,1% ; entre M. SLHTYRO et M. SLHTHETIS de 86,2%. Les
souches M. SLHTYRO et M. SLHTHETIS représentent une méme et nouvelle espéce du genre

Methanophilus. Les caractéres physiologiques incluant la température optimale de croissance, la

gamme de salinité pour la croissance, et la croissance sous pression hydrostatique soutiennent la
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notion de nouvelles espéces pour M. SLHTYRO et M. SLHTHETIS. Le nom de Methanohalophilus

profundus souche type SLHTYRO sera proposé lors de la publication de ce nouveau taxon.

» Comparaison des génomes

Comme nous l'avons souligné plus haut les génomes des souches isolées des DHABs sont
plus petits d’environ 10%. Nous avons comparé les génomes de M. halophilus et SLHKRYOS ; de
M. portucalensis et M. SLHTYRO ; de M. Portucalensis et M. SLHTHETIS, et M. SLHTYRO avec
M. SLHTHETIS en utilisant l'outii « compare » dans RAST. Le but de cette analyse était
d’identifier les régions ou fonctions du génome qui ont disparu entre les différentes souches.

La comparaison des génomes de M. halophilus et M. SLHKRYOS a permis de mettre en
lumiére plusieurs aspects écologiques importants. Plusieurs enzymes qui interviennent dans les
mécanismes de réponses au stress sont absents chez M. SLHKRYOS : la catalase, la peroxydase
et le phytochrome (Complexe histidine/ kinase). Les DHABs sont des environnements treés réduits
dans lesquels I'oxygéne est consommé trés rapidement au niveau de linterface haute de
'halocline. On peut supposer que I'habitat des DHABs limite le contact et donc le stress des
cellules de Methanohalophilus avec lI'oxygéne par rapport aux Methanohalophilus isolées de
milieu terrestre. L’absence de phytochrome, qui permet une réponse des cellules suite a un
stress par exemple aux rayons UV, chez M. SLHKRYOS pourrait étre corrélée aux conditions
singulieres des DHABs (absence de lumiére). L’ensemble des génes responsables de la mobilité
cellulaire (flagelles par exemple) sont absents chez M. SLHKRYOS. Plusieurs génes codants pour
les enzymes permettant la fixation du C@ et du métabolisme du glycogéne sont absents des
génomes analysés. La production de glycogene chez les microorganismes leur permet d’utiliser le
glycogéne stockée a des fins énergétiques notemment dans le cas de stress asociés a I'absence
de source carbonée, ou de carence d’'un élément important pour leur métabolisme. L’absence des
génes codants pour les enzymes nécessaires a la synthése de glycogéne suggére soit que
'environnement fourni 'ensemble des besoins nutritionnelles de la souche soit que le stockage de
glycogéne est trop colteux au niveau énergétique pour la cellule.

La réduction de la taille d’'un génome d’un microorganisme permet de limiter la dépense
énergétique engendrée par la réplication de 'ADN, d’éliminer des processus métaboliques
couteux au niveau énergétique qui produiraient des molécules ou substrats qui sont disponibles

dans l'environnement. Au regard des génes qui ne sont pas présents chez M. SLHKRYOS, |l
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semble que la réduction de la taille du génome soit guidée par le contexte de son habitat
naturel (en particulier environnement réduit et absence de lumiére). Ainsi par exemple les génes
codant pour la catalase, la péroxydase et le phytochrome ne sont plus présents dans le génome
de M. SLHKRYOS.

La comparaison des génomes de M. portucalensis, M. SLHTYRO et M. SLHTHETIS révéle
que les génomes de M. SLHTYRO et M. SLHTHETIS ne possédent pas non plus les génes
codant pour la catalase et la péroxydase.

L’analyse du génome de SLHTHETIS révele I'absence du géne codant pour I'enzyme
isocitrate dehydrogénase. Cette enzyme intervient dans le cycle TCA pour catalyser la production
du o—ketoglutarate et est donc essentielle dans le fonctionnement du cycle. L’absence des génes
codant pour la phosphoenolpyruvate carboxylase, la pyruvate dehydrogénase et la pyruvate
oxydase semble indiquer que la souche M. SLHTHETIS utiliserait d’autres voies métaboliques,
comme cela a été mis évidence chez M. maripaludis. La souche méthanogene M. maripaludis ne
posséde pas non plus les génes codant pour les enzymes isocitrate dehydrogenase, aconitate et
citrate synthase. En absence de la phosphoenolpyruvate carboxylase, M. mariplaudis convertie le
pyruvate en oxaloacétate grace a l'action de I'enzyme pyruvate carboxylase. L’oxaloacétate est
ensuite convertie en o-ketoglutarate via une série d’intermédiaires (i.e. malate, fumarate,
succinate, succinyl-CoA). L’absence du géne codant pour la phosphoenolpyruvate carboxylase
dans le génome de la souche SLHTHETIS semble indiquer qu’une autre voie métabolique est
utilisée ou que le cycle TCA est réduit chez cette souche. La souche SLHTHETIS est une souche
a croissance tres lente et difficile a cultiver. L’absence des génes mentionnés ci-dessus pourrait
expliquer la difficulté rencontrée pour cultiver cette souche par rapport aux souches SLHKRYOS
et SLHTHYRO.

Le géne codant pour la déoxyribodipyrimidine photolyase est aussi absent du génome de la
souche M. SLHTHETIS. Or cette enzyme intervient pour réparer les dommages de ’ADN et plus
particulierement des bases pyrimidines, engendrés par les rayonnements UV. Dans le contexte
écologique des DHABSs caractérisé par I'absence de lumiére, 'absence du gene codant pour cette
enzyme dans le génome pourrait correspondre a une adaptation du microorganisme a son

environnement.
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L’étude préliminaire des génomes analysés dans cette étude indique une réduction de la
taille des génomes d’environ 10% pour les souches issues des DHABs par rapport aux autres
souches appartenant au genre Methanohalophilus et isolées d’environnements terrestres. En
comparant les génomes, nous avons noté I'absence des geénes codants pour les enzymes
catalase, péroxydase, phytochrome (associé au complexe histidine/kinase) et de Ia
déoxyribodipyrimidine photolyase dans le génome des souches isolées des DHABSs. Le biotope
dans lequel se développent les microorganismes des DHABs peut expliquer la stratégie de
réduction de la taille du génome si les microorganismes doivent limiter les dépenses énergétiques

pour survivre dans cet environnement extréme.
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Conclusions et perspectives

Conclusions et perspectives.
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Un des objectifs majeurs définis au début de la thése était de cultiver les acteurs
microbiens clés impliqués dans les processus majeurs, méthanogénese et sulfato-réduction, mis
en évidence dans les bassins profonds hypersalés anoxiques (DHABs) de la Mer Méditerranée.
L’étude des DHABs de la Mer Méditerranée, par le biais de cultures d’enrichissement et
d’'isolement couplées a ['utilisation de techniques moléculaires démontre [I'existence de
communautés microbiennes halophiles vivantes. Des populations cultivables diversifiées ont été
observées et correspondent a des microorganismes réalisant la sulfato-réduction et la
méthanogénése, caractéristiques de ces habitats. Les métabolismes observés sont compatibles
avec les conditions de vie (pression, température, salinité) de ces microorganismes et la
géochimie des bassins. Les tentatives infructueuses de stabiliser la culture d’enrichissement
(Urania 26.6), composé de microorganismes sulfato-réducteurs représentant probablement un
nouveau genre, sur la base de 'analyse de la séquence du géne ARNr 16S, ne permettent pas de
démontrer formellement cette potentialité métabolique. Les milieux de cultures spécifiques
montrent I'enrichissement de cellules correspondant souvent a de nouveaux genres microbiens
(ex.: Thetis 21.8, Thetis 22.8, Thetis 30.7) mais impossible a maintenir en sous-culture par de
multiple tentatives de repiquages dans les mémes milieux d’enrichissement ou méme en adaptant
les conditions pour permettre leur isolement ultérieure. Une seule souche, Kryos 23.9, a été
repiquée avec succes et isolée en culture pure. Bien que les conditions optimales de croissance
de cette souche ne permettent pas d’atteindre des densités cellulaires adéquates pour sa
caractérisation compléete et son dépot dans les collections internationales, son génome sera
rapidement séquenceé afin d’établir ses potentialités métaboliques et d’orienter la composition du
milieu de culture optimale.

Les cultures d’enrichissements ciblant les quatre voies métaboliques de la méthanogenése
révelent la présence de méthanogénes meéthylotrophes halophiles viables probablement
impliquées dans la production de méthane en milieu hypersalé. Les substrats méthylés sont des
substrats dits non compétitifs en milieu hypersalé pour les microorganismes méthanogénes. Les
souches méthanogénes halophiles ont été isolées de trois bassins, deux bassins thalassiques
(Thetis et Tyro) et d’'un bassin athalassique (Kryos) et sont affiliées au genre Methanohalophilus.

La caractérisation morphologique, phénotypique et moléculaire de ces trois isolats a été réalisée.
L’établissement des conditions in situ des bassins (température 14°C), pression (35 MPa), salinité

(120 g.L™" NaCl) au laboratoire permet la croissance de ces souches. L’analyse préliminaire
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réalisée sur le bassin Tyro a l'aide d’outils moléculaires (rétro-transcription des ARNr 16S)
suggére la présence de souches métaboliqguement « actives » et affiiées a 99% avec
Methanohalophilus portucalensis. Les croissances sous pression hydrostatique des 3 isolats ont
été comparées avec 3 des espéces types du genre M. mahii, M. portucalensis, M. halophilus. Les
résultats démontrent que les trois souches isolées des bassins profonds sont piezophiles, c’est-a-
dire montrant une meilleure croissance en pression hydrostatique (35 MPa condition in situ) plutét
qu’'a la pression atmosphérique. A l'inverse, les espéces types du genre, isolées d’habitats
terrestres ne montrent pas un comportement piezophile, préférant une pression atmosphérique
pour leur croissance.

Le résultat de séquencage des génomes de trois souches isolées au cours de ce travail de
thése et de deux génomes des especes types du genre Methanohalophilus terrestre (M.
portucalensis et M. halophilus, le génome de M. mahii était déja disponible) suggére plusieurs
hypothéses. La comparaison des 3 génomes des espéces types terrestres témoigne d’une
conservation importante des génomes en termes de taille, de synténie, de nombres de geénes
codants et communs entre les 3 espéces. Les hybridations ADN/ADN (DDH) réalisées in silico
indiquent des valeurs comprises entre 44 et 50% entre les espéces types du genre. L’analyse des
génomes des trois souches isolées au cours de ce travail (i.e. M. SLHTYRO, M. SLHTETIS et M.
SLHKRYOS) nous indique que la taille de leurs génomes est inférieure de 10% par rapport aux
génomes des especes types du genre. Une analyse comparée des génomes a démontré
labsence de génes dans les génomes des nouveaux isolats. Ainsi les génes codants pour la
catalase, la péroxydase, le phytochrome sont absents dans certains génomes des souches
isolées des DHABS et présents dans les génomes des souches types. Une des stratégies
cellulaires utilisée par les populations microbiennes pour s’adapter aux contraintes
environnementales imposées de leur biotope consiste a limiter les dépenses énergétiques et
d’utiliser efficacement les substrats disponibles dans le milieu. Les microorganismes peuvent ainsi
s’adapter aux conditions environnementales pour survivre aux conditions extrémes de leur habitat.
La réduction de la taille des génomes semble donc limiter la dépense énergétique liée par
exemple a la réplication de 'ADN qui apparait comme un processus énergétiquement trés
couteux. Nous avons en outre observé que les génes nécessaires a la synthése du glycogéne, qui
est une molécule de réserve, étaient absents dans deux des souches issues des DHABs
(SLHKRYOS et SLHTHETIS). Tous ces résultats soulignent que les souches isolées de DHABs
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en Mer Méditerranée dans le cadre de ce travail de thése sont autochtones et adaptées a leur
habitat. En effet, les caractéristiques physiologiques observées sont compatibles avec les
conditions in situ simulées au laboratoire : milieu trés réduit, absence de lumiére, pression
hydrostatique.

Les hybridations ADN/ADN (DDH) réalisées in silico nous indiquent que M. SLHTYRO et
M. SLHTHETIS sont deux souches d'une nouvelle espéce que l'on propose de nommer
Methanohalophilus profundus.

Les souches méthanogénes isolées dans ce travail de thése appartiennent au genre
Methanohalophilus et utilisent les composés méthylés comme substrat pour la méthanogénése.
Les amines méthylées (monométhylamine, diméthylamine et triméthylamine) sont de petits
composeés organiques azotés ubiquistes dans les milieux marins. L’origine majeure des amines
méthylées vient de la dégradation d’une variété de précurseurs incluant la bétaine, la choline et le
TMAO. La bétaine et le TMAO sont accumulés dans les cellules en réponse aux stress salés et
hydriques. Ce sont également des substrats potentiels directs pour la méthanogenése (par
exemple dans le genre Methanococcoides). Pourtant I'utilisation de la bétaine, de la choline ou du
N,N diméthylethanolamine n’a pas été révélée pour les isolats méthanogénes marins des DHABS.
En conditions anaérobies, le TMA par exemple pourrait étre produit a partir de la bétaine et
impliquerait des bactéries fermentaires ou des sulfato-rédutrices. D’autre part la choline peut étre
dégradée en TMA par des bactéries sulfato-réductrices. Ainsi la disponibilité en triméthylamine
(TMA) dans le milieu doit donc étre pourvue par un processus microbien. Le TMA a été détecté
dans les bassins Tyro et Kryos par mesures en chromatographie ionique. L’ensemble des
enrichissements que nous avons réalisé dans des milieux de culture additionnés de bétaine et de
choline, montrait I'enrichissement de microorganismes affiliés a l'ordre des Halanaerobiales et
plus précisément au genre Halanaerobium. Les membres de cet ordre et de ce genre sont
capables de dégrader la bétaine, soluté compatible utilisé par un grand nombre de
microorganismes pour lutter contre le stress osmotique et notamment les souches du genre
Methanohalophilus. Nos approches culturales mettent en évidence les microorganismes
cultivables appartenant aux genres Marinobacter, Halanaerobium, Methanohalophilus et des
souches du genre Halomonas, famille des Halomonadaceae. La présence de fortes
concentrations en choline (> 50 mM) mesurée dans le bassin Kryos et les communautés

microbiennes cultivées nous permettent de proposer un modeéle de fonctionnement qui pourrait
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conduire a la production de méthane dans les DHABs. (Figure 70). La crise saline du Messinien a
conduit a une crise écologique majeur puisque I'ensemble des espéces marines sont mortes suite

a la dessiccation du bassin méditerranéen et se sont progressivement déposées dans les couches
sédimentaires sous -jacentes au dépdt de sels. La choline est un constituant majeur des
membranes cellulaires. Les poissons morts pourraient étre aussi une source de TMAO, molécule

qui leur permet de stabiliser leurs protéines. La réduction du TMAO par les microorganismes
produit du TMA, c’est le cas particulier de souches appartenant aux genres Halobacterium et

Halococcus,....
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Figure 69: Schéma proposant le fonctionnement des DHABs. A : Localisation des DHABS en Mer

Méditerranée. B : Schéma d’un bassin indiquant la présence des cristaux de sels et de la présence probable

d’espéces marines mortes sous les croltes de sels. La présence d’hydrocarbure dans les sédiments est

également proposée. C : Représentation synthétique des processus métaboliques microbiens impliquant les

microorganismes cultivés de ces bassins (ce travail) conduisant a la production de méthane biogénique.

L’hypothése de la bétaine comme précurseur principale des composés méthylés est proposée.
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Les approches culturales notamment les approches hauts-débits ont démontrées la
présence de souches microbiennes cultivables appartenant a des genres fréquemment retrouvés
dans les environnements salés et pollués par des hydrocarbures. C’est le cas par exemple des
genres Alcanivorax, Marinobacter et Halomonas. A notre connaissance, la qualité et la quantité
d’hydrocarbures présents dans les DHABs n’ont jamais était décrits en détail. Cependant la
présence d’hydrocarbures est fort possible en raison du type de roches sédimentaires sous-
jacentes associées aux bassins profonds anoxiques hypersalés. L’emploi de milieux de cultures
variés et innovants incluant des hydrocarbures linéaires et aromatiques en conditions de fortes
pressions hydrostatiques (aérobie et anaérobie) devraient permettre a l'avenir de mieux
appréhender les fonctions et la diversité des microorganismes dans les DHABs.

Depuis la découverte du premier DHAB en 1983, les nombreuses équipes de recherche
utilisant des approches culturales n’ont jamais réussi a cultiver au laboratoire les représentants
appartenant aux phylum associés aux DHABs et composés uniquement de séquences
environnementales « d’incultivés ». Dans tous les cas, les milieux de culture devront tenter de
mimer le plus fidélement possible les conditions naturelles de I'habitat, pour permettre la
croissance des populations indigénes. Ceci implique d’augmenter par exemple les températures
d’'incubation a 45°C et d'utiliser des conditions anaérobies en ajoutant différents substrats
originaux (ex. : choline, hydrocarbure a chaine linéaire ou aromatique). La gamme de température
40-45°C est la température optimale de croissance de la souche M27-SA2 Halanaeroarchaeum
sulfurireducens, isolée du bassin Medee et de la souche Natrinema salaciae isolée elle aussi du

bassin Medee et proches de séquences de clones d’ADNr 16S obtenues du bassin Thetis.

Les résultats obtenus relatifs aux expériences de stabilité des ARNs en conditions
hypersalées a partir de la souche M. SLHTYRO nous indiquent que cette souche met en oeuvre
des mécanismes qui assurent la stabilité de son matériel génétique lorsque la pression osmotique
augmente fortement. Ces mécanismes d’adaptation expliqueraient pourquoi il est possible de
cultiver au laboratoire des microorganismes halophiles « anciens » qui ont été piégés et
probablement conservés dans des cristaux de sels pendant des milliers d’années.

Dans un contexte plus général de connaissances et afin d’étudier les variations du climat
global et celles du niveau marin, les événements géologiques extrémes comme le Messinien, les

ressources naturelles, le stockage du CO;, et la biosphére profonde, un projet de forage
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extrémement ambitieux, projet « GOLD » (Gulf of Lion’s Driling) dans le Golfe du Lion a été
proposé dans le cadre du programme international IODP (International Ocean Drilling Program).
L’étude de la biosphére souterraine est coordonnée par notre laboratoire. La possibilité de forer
dans les sédiments et les croltes de sels associées pourraient apporter des connaissances sur
I'existence des communautés anciennes qui ont été piégées dans ces cristaux de sels lors de leur
formation. Un second projet de forage dans le cadre du programme international IODP, DREAM
(Deep-Sea Record of Mediterranean Messinien events), a été proposé pour réaliser des forages
profonds le long d’un transect allant des Baléares jusqu’a la Sicile. Le forage profond des DHABs
en Mer Méditerrannée est crucial pour étudier les variations du climat, les variations du niveau
marin, les événements géologiques extrémes comme la crise saline du Messinien, I'existence de
ressources énergétiques naturelles, les possibilités de stockage du CQ, et I'existence d'une
biosphére profonde.

La découverte de microorganismes vivants dans des conditions extrémes caractéristiques
des DHABS suscite des interrogations quant a leur origine : i) les lignées d’incultivées MSBL et en
particulier les lignées MSBL1 et KB1 mises en évidence par les méthodes moléculaires dans les
DHABs sont-elles retrouvées dans les différents cristaux de sels c’est-a-dire piégées depuis 6
millions d’années ? ii) la présence de ces communautés microbiennes endémiques des DHABs
résultent-elles de la dissolution des cristaux de sels ? et iii) ces lignées sont-elles présentes dans

les niches/habitats sous ou sus-jacente aux dépdts saliferes ?
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Annexe.

Annexe 1: Présentation du chapitre du livre rédigé pour le livre « The Marine
Microbiome ».
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detection or targeting specific microorganisms. Culture remains a prerequisite for
microbiological studies, as we need to grow microorganisms in the laboratory in
order to identify their functions and validate hypotheses deduced from their gen-
omes. The development, improvement, and combination of innovative culture
techniques based on information deduced from omics will undoubtedly lead to the
isolation and study of presently uncultured marine microorganisms.

15.1 Introduction

Microorganisms populate all marine habitats with an estimated abundance of 10* to
10° cells/ml of seawater. Marine microorganisms play key roles in biogeochemical
cycling processes including carbon and nutrient cycling. During the past three
decades, the revolution in molecular biology, combined with technological
advances and a decrease in sequencing costs, has allowed genomic studies to be
performed on ocean microbial communities at a worldwide scale (Kopf et al. 2015;
Rusch et al. 2007; Venter et al. 2004). The 16S rRNA gene sequence-based
approaches and environmental genomics have revealed the vast diversity of the
microbial world. Most of the organisms detected by these approaches had never
been described before, even after 120 years of culturing microorganisms. These
organisms are known as “not culturable” and represent the dark matter of the
microbial domain. More than 99 % of microbial diversity is not yet culturable. The
establishment of pure cultures of representatives of all bacterial and archaeal
divisions is still a major challenge for microbiologists today. Pure cultures continue
to be essential for a true understanding of the physiology of these Bacteria and
Archaea and their roles in the environment, and to enable the discovery of new
products with biotechnological potentials such as new antibiotics.

During the last two decades, considerable advances have been made in culture
approaches making it possible to grow some important “key-player” microorgan-
isms in the laboratory. These advances were not brought about by a revolution or
overnight breakthrough in culture methods, but by a gradual improvement in
existing methods, and a renewed understanding that the “sea” is an oligotrophic
medium with a low abundance of microbial cells, living together.

The aim of this chapter is to provide an overview of the new strategies and
technologies used by microbiologists to enhance the isolation and culture of marine
microorganisms. Some important aspects, such as the preparation of the growth
medium, incubation time, and sensitivity of detection methods for cell growth are first
introduced. This is followed by a description of some of the most important tech-
nological developments, i.e., high-throughput and automated dilution-to-extinction
methods, microencapsulation and immobilization of microorganisms in community
cultures, the development of membrane-based cultivation chips for cell enrichment
and cultivation, and single-cell techniques for cell isolation.
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15.2 Medium

In 1941, Claude Zobell, a pioneer in the study of marine microorganisms, intro-
duced the marine agar 2216 medium (known as Marine Broth), a nutrient-rich
medium, which made possible the isolation of many heterotrophic bacteria, mainly
belonging to a small number of genera, including Vibrio, Pseudomonas,
Oceanospirillum, Aeromonas, Deleya, Flavobacterium, Alteromonas, and
Marinomonas. Using nutrient-rich liquid or solid medium at the enrichment step
favors faster-growing bacteria, referred to as “r’-strategists, at the expense of
slow-growing, “K”-strategist, bacteria (Watve et al. 2000). K-strategists represent
the dominant microorganisms in the pelagic environment. Natural seawater is a
complex and living environment and it is difficult to prepare an artificial sea
medium that suitably mimics it, providing all the nutrients necessary to sustain
microbial growth. With the exception of the precise salt composition, which can be
easily achieved, the concentration and sources of organic matter, nitrogen, phos-
phate, sulfur, trace mineral elements, cofactors, and vitamins and the reconstruction
of the carbonate buffer are important factors that often determine the success or
failure of enrichment and isolation attempts. Marine Broth 2216 medium has 170
times more dissolved organic carbon than natural seawater, which inhibits the
growth of the true oligotrophs that represent the majority of microorganisms present
in the ocean. It was only in 1993 when D.K. Button and colleagues started using
natural seawater with small amounts of inoculum for isolating marine bacteria. This
work resulted in the description of two new oligotrophs, Sphingomonas alaskensis
and Cycloclasticus oligotrophus (Button et al. 1998; Schut et al. 1993; Vancanneyt
et al. 2001). The concept of using natural seawater as a growth medium and low cell
numbers as inoculum was improved upon two decades later in Giovannoni’s lab-
oratory, allowing the isolation of members of the SAR11 clade, one of the most
dominant clades of Alphaproteobacteria in the ocean (Cho and Giovannoni 2004;
Connon and Giovannoni 2002; Rappe et al. 2002). “Candidatus Pelagibacter ubi-
que” was cultured in an artificial seawater medium with specific nutrients (Carini
et al. 2013). The medium was defined based on the metabolic reconstruction of the
Ca. P. ubique genome (Giovannoni et al. 2005), which revealed that the genes
necessary for assimilatory sulfate reduction were absent (Tripp et al. 2008). The
common genes for serine and glycine biosynthesis were also absent and the bac-
terium was later found to be auxotrophic for the thiamin precursor HMP (Carini
et al. 2014). Employing the environment itself as aiding in growing microorganisms
has enabled the culture of numerous previously uncultured isolates from different
clades.

Marine Crenarchaeota are now recognized as a dominant fraction of the plankton
in deep ocean waters. Konneke et al. (2005) used natural seawater from an
aquarium as the first step in an attempt to enrich the fraction of Marine Group I
Crenarchaeota. After several transfers and the addition of bacterial antibiotics
(streptomycin) the fraction of Crenarchaeota increased up to 90 % of the total
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community. Subsequently, “Nitrosopumilus maritimus” strain SCM1 was isolated
in a synthetic medium.

Only a small proportion of viable cells present in microbial communities can be
grown using growth media based on agar (or other gelling agents), an enigma
known as the “great plate count anomaly” (Staley and Konopka 1985). The
diversity of marine microorganisms obtained after streaking on solid medium may
depend on the gelling agent used for their isolation (Joint et al. 2010). A hidden
pitfall was revealed in the common preparation of solid medium. The simultaneous
addition of phosphate and agar prior to autoclaving causes the formation of
hydrogen peroxide in the medium, which inhibits the growth of microorganisms.
The separation of phosphate and agar before the autoclave step allows the devel-
opment of numerous colonies, among which over 30 % previously uncultured
organisms (Tanaka et al. 2014).

Finally, it appears that medium based on natural seawater taken on the sampling
site, in the first step of enrichment/isolation improves the growth of presently
untamed microorganisms. The number of “uncultured” species domesticated in
artificial media is also increased by several prior-growing periods in natural sea-
water (Nichols et al. 2010).

15.3 Incubation Time

An important aspect of the culturing of abundant and dominant marine microor-
ganisms is incubation time. Long incubation times are needed to allow the growth
of key players such as members of the SAR11 clade. Song et al. (2009) demon-
strated that after 20-24 weeks of incubation, 64-82 % of the total number of
isolates belongs to SARI1. Members of the Roseobacter clade are abundant in
seawater and have been detected in many marine habitats. A new genus,
Planktomarina gen. nov., of the Roseobacter clade was described, after it was
isolated after an incubation time of 7 weeks (Giebel et al. 2013). Hahnke et al.
(2015) incubated samples for three months after an algal bloom and isolated novel
abundant bacterioplankton species. The autotrophic ammonia-oxidizing archaeon
strain SCM1 required an enrichment period of 6 months before being isolated.
Under optimal conditions, strain SCM1 reaches the stationary phase after 20 days
of incubation, which indicates that long incubation times are necessary to culture
members of this clade.

A long period of incubation is an important factor in the success of isolating
environmentally relevant microorganisms, meaning that microbiologists have to be
patient, although such time requirements are at odds with academic programs and
increasing pressure to publish rapidly.
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15.4 Measurement of Microbial Growth and Detection
Sensitivity

Methods to measure cell density vary in terms of sensitivity and time requirements.
For a long time, microbiologists assessed microbial growth based on the turbidity
they observed in the inoculated liquid medium. Measurement of turbidity is fast and
easy to perform. It is therefore still frequently used, but the disadvantage of this
technique is the rather low sensitivity. Many cultures have been discarded because
they apparently displayed no visible growth, due to poor cell density. Microscopic
measurements are more sensitive but, particularly in the case of epifluorescence
microscopy, they are time-consuming. Flow cytometry has a high sensitivity, the
counting procedure is fast and simple, but requires strong expertise and a careful
setting up of the equipment. During the last few decades, cheaper and easy-to-use
flow cytometers have been introduced and are now common equipment in research
laboratories.

New protocols have been developed to access high-throughput isolation and
culture microorganisms on a microplate format. In Giovannoni’s laboratory, two
approaches have been used: first, a 48-microarray filter device was developed in
order to decrease the growth detection limit and to permit cell numeration with
densities as low as 107 cells/ml using 200-ul aliquots of culture (Connon and
Giovannoni 2002). Hahnke et al. (2015) then improved this method using a 96-well
blotting manifold (Bio-Dot, Bio-Rad, Munich, Germany) and a vacuum pump
(Millipore, Billerica, MA, USA) under low, non-disruptive pressure (<5 mm Hg).
Formaldehyde-fixed samples were filtered directly onto 4-mm polycarbonate filters
with a pore size of 0.2 um (GTTP, Millipore, Billerica, MA, USA), and stained
with either 1 x SYBR Green or 1 pg/ml DAPI and mounted on glass slides with
Citifluor and VectaShield (4:1).

In 2007, Stingl used a flow cytometer to enumerate cell densities after trans-
ferring samples of 200 pl into a 96-well plate and staining with SYBR Greenl, the
detection limit was of the same order (Stingl et al. 2007). This method is fast, as it
takes around 10 min to analyze a 96-well microplate. On the Cocagne platform
(described below), the SYBR Green labeling method developed in 2006 by
Martens-Habbena is used to quantify cell numbers. An aliquot of 100 pl from a
96-well microplate is transferred to a black microplate containing 50 ul of a SYBR
Green solution (Martens-Habbena and Sass 2006). After 3 h of incubation in the
dark, a microplate reader can detect the relative fluorescence units (RFU) at 485 nm
in each well of the microplate. RFU is correlated with cell density. This method is
also fast that it takes less than one minute to read a microplate with a detection limit
at 2 x 10° cells/ml in seawater medium.
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15.5 Targeting Microorganisms of Interest

High-throughput culturing (HTC) using dilution-to-extinction, culture chip, and
single-cell isolation allows large number of isolates to be recovered. In order to
screen the numerous cultures, different methods can be used to dereplicate the
isolates or to target specific groups of microorganisms. Dereplication using
restriction fragment length polymorphism (RFLP) after amplification of the 16S
rRNA gene is convenient for clustering the isolates and identifying mixed cultures
(Cho and Giovannoni 2004; Connon and Giovannoni 2002). The 48-array devel-
oped in Giovannoni’s laboratory allowed Rappe et al. (2002) to use labeled
oligonucleotide probes targeting the SAR11 cells (FISH) directly on the array filter.
Hahnke et al. (2015) developed CARD-FISH on a 96-polycarbonate membrane to
quantify and to identify the presence of different taxa with specific labeled probes.

15.6 Dilution-to-Extinction Method and High-Throughput
Isolation

The dilution-to-extinction method introduced by Button et al. in 1993 was improved
a decade later in Giovannoni’s laboratory (Connon and Giovannoni 2002). The aim
was to drastically decrease the number of cells inoculated per well to around 1-5
cells in a small volume of medium, with the idea that only one cell would grow in a
well of a microplate and a pure culture would thus be obtained. The theoretical
number of pure cultures was estimated by the equation 4 = —n(1 — p) In(1 — p) and
the estimation of culturability was given by V = —In(1 — p)/X, where y is an esti-
mation of the expected number of pure cultures, n is the number of inoculated wells,
Vis the estimated culturability, p is the proportion of wells positive for growth (wells
positive for growth/total inoculated wells), and X is the initial inoculum of cells
added per well. Utilization of microplates for culturing has introduced high
throughput into the culture process. In a single round, Connon and Giovannoni
(2002) incubated approximately 2500 extinction cultures. A culturability of up to
14.3 % was observed after three weeks of incubation, which is 120 times higher than
obtained with classical methods. Cell densities were in the range of 1.3 x 10 to
1.6 x 10° cells/ml; densities that would be impossible to detect by measurement of
turbidity. Many of the microorganisms that were cultured using this approach were
unique cell lineages and included cultures related to the clones SARII1
(Alphaproteobacteria), OM43 (Betaproteobacteria, related to the methylotroph
Methylophilus  methylotrophus), SAR92 (Gammaproteobacteria), and OM60/
OM241 (Gammaproteobacteria).

The Laboratory of Microbiology of Extreme Environments (UMR 6197 LM2E,
Plouzang, France) has automated the high-throughput dilution-to-extinction method
(Cocagne platform). A pipetting robot (Starlet, Hamilton) dispenses the medium
(500 pl/well) and the cells (1-3 cells/well) into the wells of 20 microplates loaded
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onto the deck of the pipetting robot. Filter-sterilized natural seawater is used as
growth medium, amended with micromole traces of nitrogen, phosphate, and a
carbon source. A column with deep wells filled with sterile medium serves as
control. The microplates are sealed with silicone caps and incubated at in situ
temperature for at least two months. After incubation, the detection of growth in
deep-well plates is done by labeling growing cells with SYBR Green followed by
the detection of relative fluorescence compared to blanks using a microplate reader
(Infinite® 200 PRO, Tecan). For this purpose, deep-well plates and dark microplates
(Corning) are loaded on the robot’s deck and the detection method programmed in
the Hamilton software is started. All steps are automatically performed according to
the program instructions. The pipetting robot first distributes 50 pl/well of the
SYBR Green solution into the dark microplates (Corning), and then it transfers an
aliquot (100 pl/well) of cell suspension from the deep-well plates to the dark
microplates. After 3 h of incubation in the dark, the dark microplates are read on the
microplate reader at 485 nm. Wells are considered to be positive when their relative
fluorescence is higher than the average of the blanks (sterile medium) plus three
times the value of the standard deviation of the blanks. The level of the relative
fluorescence correlates with cell concentration. The positive wells of the twenty
inoculated microplates, i.e., the wells with microbial growth, are then redistributed
into new microplates with fresh medium. These newly inoculated deep-well plates
are incubated under the same conditions as described above. A DNA extraction
protocol, using the NucleoSpin 96 Tissue Kit (Macherey-Nalgel) is programmed in
the robot’s software. The 16S rRNA gene is then amplified and sequenced. The
Cocagne platform has been used on samples of coastal seawater of Brittany.
Twenty microplates, in other words 1760 extinction cultures, were incubated in
natural local seawater at 15 °C for three months. Two cells were inoculated per well
and the culturability obtained was 14 %. DNA was extracted and partial sequences
of the 16S rRNA gene from one hundred and fifty isolates were analyzed. The
results indicate the presence of numerous novel genera and species affiliated to
Alpha- and Gammaproteobacteria (L’Haridon, unpublished).

15.7 Cell Immobilization for Isolation and Cultivation
of Marine Bacteria and Archaea

Microbial cell immobilization is a method that aims to fix microorganisms on the
surface of or within specific carriers. This technique is commonly used in many
fields including food, pharmaceutical, agricultural, therapeutic, environmental, and
research applications (Cassidy et al. 1996). Many different strategies are employed.
These include immobilization by binding (physical adsorption, ionic binding, or
covalent binding) on an inert carrier, self-aggregation (flocculation or chemical
cross-linking), encapsulation or entrapment (membrane entrapment or entrapment
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within the network of a polymer matrix). Here we present applications of whole cell
immobilization by entrapment in different polymer matrices for the isolation and
culture of marine heterotrophic Bacteria and Archaea.

Cell entrapment in natural polymer matrices is the most frequently used tech-
nique because it is one of the gentlest protocols, inducing the highest cell viability
(Kanasawud et al. 1989). The polymer matrix allows the diffusion of small mole-
cules that sustain the viability, activity, and growth of the entrapped cells. In
addition, cells are protected against attacks by bacteriophages, and from shear
forces, abiotic stresses, and potential inhibitors that may be present in the culture
medium. Moreover, entrapped cells are easily recovered from their growth envi-
ronment (D’Souza 2002; Nussinovitch 2010). Polymer gels can be shaped in the
form of beads, spherical geometry of which increases mass transfer compared to
biofilms. Various methods, such as extrusion and emulsion, can be used to produce
gel beads. In the extrusion method, an aqueous mixture containing polymers and
microorganisms is extruded through a syringe to form beads that fall into a hard-
ening solution. Bead size depends on the syringe orifice diameter, the concentra-
tion, temperature, viscosity and flow rate of the polymer solution, and the distance
between the orifice and the hardening solution. The emulsion technique is based on
a dispersion process in a two-phase system in which an aqueous solution containing
polymers and microorganisms is dispersed in an oil/organic phase under agitation to
form a water-in-oil emulsion. Temperature decrease induces the polymerization of
beads that are then placed in a hardening solution (Kourkoutas et al. 2004; Rathore
et al. 2013). Depending on the polymer, the hardening solution contains different
types of cross-linking agents. The emulsion technique allows the production of gel
beads of different diameters (5-5000 pm) depending on the emulsion conditions
and agitation speed. Beads can be roughly separated into microbeads and mac-
robeads according to their size; macrobeads being greater than 100 pm in diameter
(John et al. 2011). Because of the cell immobilization, free and immobilized
populations do not have the same environmental conditions. As a result, immobi-
lized cells have a different physiology and growth capacity compared to free-living
cells (Doleyres et al. 2004; Rathore et al. 2013).

Many natural polymers (e.g., k-carrageenan, gellan gum, agarose, agar, gelatin,
alginate, chitosan) can be used for cell entrapment (Cachon et al. 1997). These
polymers are usually cheap and can be used alone or in combination. However, they
vary in toxicity, gelling properties, rheological behavior, and mechanical stability
according to the conditions during the bead formation and incubation. The selection
of the right polymer and encapsulation method is therefore critical depending on the
type of application and microorganisms to be immobilized, in order to ensure cell
viability while preserving the beads’ mechanical stability, depending on culture
conditions (especially salt concentration and temperature).
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15.7.1 Immobilization for the Isolation of Marine
Microorganisms

An original application of whole cell immobilization is the microencapsulation
method developed by Zengler et al. (2002) for high-throughput culture and isolation
of marine aerobic mesophilic microorganisms. The principle behind this method is
the physical separation and massive parallel culture of cells that are individually
entrapped in gel microdroplets (GMDs) of agarose (60 um diameter) and incubated
as a continuous community culture (flow rate 13 ml/h) in an HPLC column under
low nutrient flux conditions for long incubation periods. This GMD community
culture allows the exchange of metabolites and/or signaling molecules between the
micro-colonies that grow within the GMDs, which are physically separated from
each other. At the end of the continuous culture, GMDs containing micro-colonies
are sorted by flow cytometry and further incubated in deep-well microplates (one
GMD per well) for clonal enrichment in a rich organic medium. This technique was
applied to different habitats and has provided more than 10,000 bacterial and fungal
isolates per natural sample, including novel marine bacteria from previously
uncultured groups (Zengler et al. 2002, 2005). It is a promising technique, although
the critical step is the positive GMD sorting by flow cytometry, which may decrease
cell viability. The use of a suitable cell sorter that can directly disperse the positive
GMDs into microplate-wells is therefore important at this stage. In Zengler’s
publications (Zengler et al. 2002, 2005) GMDs were directly sorted and distributed
into microplates by a FACSAria® flow cytometer.

The Laboratory of Microbiology of Extreme Environments (UMR 6197 LM2E,
Plouzané, France) has automated the Zengler method using a Hamilton pipetting
robot (Cocagne platform) for GMD distribution into deep-well microplates and
growth detection by labeling of growing cells with SYBR Green, followed by the
detection of the RFU compared with blanks using a microplate reader. Moreover, a
protocol for the microencapsulation (60 um beads) and culture of thermophilic
marine cells in heat-stable microbeads made of gellan and agarose was also
developed (Fig. 15.1).

The same microencapsulation method was also used for the isolation of
slow-growing marine bacteria from mixed samples. Akselband et al. (2006)
developed a new strategy based on the growth detection of individual cells
encapsulated in agarose GMDs (30-50 pm in diameter). After 6 h growth in mixed
culture, the slow-growing micro-colonies were sorted from fast growing ones by
measuring their size within the GMD with a flow cytometer (EPICS Elite™,
Coulter) after LIVE/DEAD staining (Bac Light Bacterial Viability Kit), and
transferred to fresh medium. Akselband et al. (2006) suggest the use of the same
strategy for targeting specific activities using fluorogenic substrates for GMD
sorting. In their study, they also showed that 75 % of the marine isolates grew faster
in GMDs than in liquid medium.

Ben-Dov and collaborators developed another strategy for the isolation of
marine aerobic mesophilic microorganisms using a macro-encapsulation technique

stephane.lharidon@univ-brest.fr

230



410 S. L'Haridon et al.

Fig. 15.1 Development of a
bacterial colony inside a
GMD at 65 °C

(Ben-Dov et al. 2009). After dilution of environmental samples, microbial cells
were individually entrapped in agar beads (1-3 mm), which were then coated with
a porous polysulfonic polymeric membrane. This type of membrane prevents agar
dehydration but enables the exchange of molecules (nutrients and waste). After
sterilization of the surfaces with alcohol, the beads were placed in a suitable sim-
ulated or natural environment for long periods of incubation (at least 3 weeks).
Then, the beads were recovered and sterilized by flaming, and the embedded agar
spheres were removed, flattened, and observed under the microscope for the
presence of microbial colonies. In order to enrich and isolate microorganisms, the
agar beads were diluted and remixed with warm agar to form new beads. The
coated beads were then repeatedly incubated in the appropriate environment.
Following every two to three transfers, colonies were streaked onto appropriate agar
plates. This labor-intensive technique was successful in growing several novel
microorganisms from different environments, including the mucus layer of the Red
Sea coral Fungia granulosa.

15.7.2 Immobilization for Increasing Cell Growth Efficiency
and Stability

Entrapment of mesophilic aerobic marine microorganisms within polymer matrices
(usually alginate) in pure culture or as consortia is used in environmental appli-
cations (such as biosensor and in bioremediation) (Cassidy et al. 1996; Futra et al.
2014) and in biotechnological applications in bioreactors (biomass and metabolite
production and waste water treatment) (Roy 2015). Cell entrapment has been used
for the culture of thermophilic strains (Kanasawud et al. 1989; Klingeberg et al.
1990; Norton and Lacroix 2000) but never for marine (hyper)thermophilic anaer-
obic microorganisms because of the difficulties of gelling properties in a saline
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environment. However, cell entrapment offers numerous advantages over free-cell
cultures in bioreactors (Bustard et al. 2000). Cell entrapment induces a much more
stable and robust continuous culture system because it prevents cell washout,
improves genetic stability, protects organisms against shear forces and possible
presence of toxic compounds in the culture medium whilst increasing cell numbers
and product yields (Rathore et al. 2013). Moreover, immobilization facilitates
separation between biomass and products and makes possible the reusability of the
beads with immobilized cells.

The Laboratory of Microbiology of the Extreme Environments (UMR 6197
LM2E, Plouzané, France) has developed a cell entrapment protocol for (hyper)
thermophilic marine microorganisms in order to improve the cultivation of deep-sea
hydrothermal microbial communities. An experimental design, set to evaluate
different incubation conditions (pH, temperature, salt, and sulfur), showed that
beads (1-2 mm diameter) made of a mixture of heat-stable polymers (gellan and
xanthan gums) were resistant to most incubation conditions. After 5 weeks of
incubation, beads showed good resistance to all tested conditions (Fig. 15.2),
except those simultaneously including high temperature (100 °C), low NaCl con-
centration (<30 g/l), and extreme pH (<4 or >8). Batch experiments under
nitrogen gas using Ravot medium (Gorlas et al. 2013) showed that thermophilic
(Thermosipho sp. DSM 101094) and hyperthermophilic (Thermococcus sp. KOD1)
microorganisms were effectively immobilized in beads and grew to high cell
numbers. Cell counting by regular methods is impossible in polymer beads.
Therefore, a protocol based on cellular ATP measurement was developed and
applied to beads and culture medium. The correlation between cell counting using a
Thoma cell counting chamber and ATP values was determined for each tested
sample in order to determine the number of cells/ml for each strain. The ATP
content of bacterial suspensions in the liquid culture media was determined using a
Kikkoman Lumitester C-110 (Isogen Life Science) in combination with the

1000 mm

Fig. 15.2 Beads observation using a binocular magnifying glass (magnification x 2.4) after
immobilization 5-week incubation
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BacTiter-Glo Microbial Cell Viability assay (Promega) according to the manufac-
turer’s instructions. In the case of beads, ca 100 mg of beads was placed in a
pre-weighted sterile hemolysis tube (Gosselin). Subsequently, the beads were washed
thrice with 100 pl of sterile degassed saline solution. For ATP measurement, 100 pl
of sterile distilled water was added to the beads, which were vortexed for 10 s before
adding 100 pl of BacTiter-Glo buffer. As for liquid medium, internal calibration was
performed with 10 pl of a 100 nm ATP solution and maximal fluorescence emission
values were considered. The number of active cells was 2.4 x 10’ cells/g of beads for
Thermosipho sp. (DSM 101094) and 2.3 x 10° cells/g of beads for T. kodakarensis
(KOD1) just after immobilization, which corresponds to 2.7 and 54 % of cells sur-
viving the immobilization step, respectively. After a few hours, cells grew within the
beads as well as in the liquid medium. The cultures reached cell densities
of 6.1 x 10% cells/ml in liquid medium and 2.9 x 107 cells/g in beads after 24 h
incubation at 65 °C for Thermosipho sp. (DSM 101094), compared to 2.5 x 10°
cells/ml for free-cell culture under the same conditions. In the case of 7. kodakarensis
(KOD1) the highest cell densities were obtained at 70 °C with 3.3 x 10® cells/ml and
4.8 x 107 cells/g in liquid medium and in beads, respectively, after 24 h incubation
compared to 1.4 x 10® cells/ml in free-cell suspension medium. The high percentage
of survival together with the high cell densities of both strains in beads and liquid
medium showed that entrapment and culture of immobilized anaerobic thermophilic
and hyperthermophilic marine strains is possible at high temperature (Landreau et al.
submitted).

Using the same entrapment protocol, the proof of concept was established in a
continuous culture that was performed for 42 days in a gas-lift bioreactor flushed
with nitrogen and containing 40 % (v/v) of freshly inoculated beads with different
thermophilic and hyperthermophilic deep-sea microorganisms. Gel beads proved to
be highly resistant to mechanical and chemical degradation during the 42 days of
continuous culture. Moreover, cell quantification, organic acid concentrations, and
ATP monitoring showed that polymer beads and effluents were highly colonized
and that the microorganisms were reactive to culture conditions.

15.8 Enrichment Chambers and Culture Chips

The environment is often an excellent growth medium (Ferrari et al. 2008;
Kaeberlein et al. 2002) and this forms the basis of many laboratory cultivation
techniques. We can build better and smaller culturing devices. These devices are
laboratory-on-a-chip (LOC) or micro-engineering (MEMS) approaches for which
the technologies are in part derived from the electronics industry that is entering life
sciences (Ingham and van Hylckama 2008; Weibel et al. 2007). Therefore,
microbiologists have access to improved manufacturing and design capabilities
leading to the creation of sampling and culture devices for the laboratory or for
implantation in the natural environment. This is both intuitively obvious and
experimentally supported. Logically, we want to either move the laboratory into the
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environment or the environment into the laboratory in order to recreate the missing
factors that act as roadblocks to cultivation. Here we deal with culture chambers
(laboratory into environment) and culture chips (environment into laboratory) as
examples of technological advances that use this idea.

15.8.1 Porous In Situ Cultivation Chambers

Porous cages and chambers allow the culture system to be placed in the appropriate
environment. Whilst even this measure is not a perfect recreation, such systems
have shown great value in culturing otherwise refractory microorganisms. One
simple but effective version is a diffusion chamber bounded by two membranes
(Fig. 15.3a). This chamber is filled with agar lacking nutrients and inoculated with
an environmental sample and then sealed (Kaeberlein et al. 2002). The diffusion
chamber can be placed in the sea or in soil, or a close simulation of the environment
(e.g., sediment in an aquarium), and the external conditions rapidly equilibrate with
the small volume of the interior. Micro-colonies trapped within the agar can often
then be cultured conventionally, whilst closely positioned micro-colonies can be
investigated for the possibility that culturing required interactions between different
species. This technique has resulted in the enrichment of previously uncultured
organisms, up to 30 % success in culturing microorganisms from marine and littoral
habitats. A logical extension of this idea is the iChip, a highly multiplexed version
of the diffusion chamber (Fig. 15.3b). The iChip allows multiple polyoxymethylene
(a hydrophobic plastic) chambers to be enclosed with two polycarbonate mem-
branes (Nichols et al. 2010). The chambers are loaded with agarose before the
second membrane is put in place, dipped in the appropriate environmental sample
to inoculate, sealed and implanted into soil.

A notable success of the iChip was the use of these devices in a screening of up to
10,000 micro-colonies in order to isolate an example of a new class of antibiotics,
teixobactin, from Eleftheria terrae, a group of Bacteria not previously known to be a
good source of antimicrobials (Ling et al. 2015). The iChip uses an additional
strategy when looking for antimicrobials. The first line of activity screening is
performed by recovering the device, then spread plating the upper membrane with
indicator bacteria. In the first instance, the microorganisms grow inside the
micro-wells, sandwiched between two membranes allowing entry of small molecular
weight compounds such as nutrients and quorum sensing molecules that support
growth. In the second stage, antimicrobials diffuse from the trapped micro-colonies
to an indicator strain on the outer surface to be assayed. The high frequency of “hits”
from a highly mined environment is promising and there is every reason for thinking
this approach will adapt well to the less well-explored marine environment. So far,
the approach is not selective—what grows and subsequently assayed. Enrichment
culture, for example with poorly soluble polymers, would be one way to bias the
method towards isolating microorganisms with a desired phenotype, such as
polymer degradation. A variant of this diffusion chamber system that possesses
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Fig. 15.3 Cultivation chambers for enrichment and near natural culture conditions. a In situ
cultivation chamber filled with agar, then placed back in natural or simulated environment for
cultivation of microorganisms in the interior. Scale bar (rop panel a) indicates 1 cm for all panels.
b iChip, an array of cultivation chambers similar to those in panel. Top view of whole chip. Middle
cross section showing microbial growth in compartments. Botrom Plating an indicator strain on the
upper surface reveals antimicrobial activity from the bacteria contained within compartment X,
¢ Selective, asymmetric capture chamber for mycelial organisms. BEV, Bird’s Eye View. XS
Cross section. The upper membrane (m) is a barrier for all microorganisms, the larger pore
membrane can be penetrated by actinomycetes (represented by chains of green ovoids, growing
from sediment) better than other bacteria, so tends to trap and enrich selectively. d Variant culture
chamber with slowly degrading material (P, polymer) or microbial population in central chamber.
Whilst bounded by two membranes, only the upper membrane (em, experimental membrane)
communicates with inner chamber, the lower (cm, control membrane) does not. Therefore, the two
microbial populations growing on the outer surfaces of em and ¢cm can be expected to differ.
e Porous tube containing bacteria (light blue) for exceptionally high surface area to volume ratio,
allows recirculation of contents and extremely rapid exchange with the environment (darker blue).
f Closing cage system of entrapment. Left part of this panel shows unfolded cage (uc) with a mesh
hundreds of micrometers. Center cage now folded into a cube (fc) trapping a multicellular microbe
or marine invertebrate. Right Assembly of multiple cages to create synthetic tissues or
communities. The height in the XS of panels A, B and E is exaggerated circa two-fold to show
detail. A blue background indicates marine use, a beige background that the main validation to
date has been in the soil, but that the technology is applicable to the marine environment

=

EEalita

selectivity uses asymmetric membranes (Fig. 15.3c). The upper membrane cannot
be penetrated by microorganisms and the lower membrane has a pore size that
enriches a particular group by selectively permitting growth into the chamber
(Gavrish et al. 2008). When the pore size of the lower chamber is set to 0.45 pm,
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filamentous bacteria (particularly actinomycetes) showed an advantage in pene-
trating the chamber and could therefore be enriched and isolated. Precise modulation
of pore size usefully excluded fungi and other microorganisms, which frequently
overgrow actinomycetes in more conventional environmental screenings. Given that
actinomycetes are major antibiotic producers but the number of new useful antibi-
otics is falling, selective entrapment of filamentous bacteria is a promising technique.
If membranes can be fabricated that are selectively porous based on other properties
(e.g., surface charge or hydrophobicity or surface molecules) this selective entrap-
ment technique could become even more powerful.

Another variant of the culture chamber places the enrichment material in the
central chamber and allows microorganisms to grow on the exterior of the membrane
(Fig. 15.3d; MicroDish BV, unpublished). The advantage of this strategy is allowing
a controlled experiment to take place. Most culturing chambers just trap what grows;
they are a form of sampling rather than experimentation. In this scheme, microor-
ganisms grow on the outer surface of a membrane exposed to the marine environ-
ment as well as the contents of an inner chamber (separated by a porous membrane,
the inner chamber can contain nutrients or other microorganisms)—this acts as the
experiment. A second membrane within the same chamber has equal exposure to the
environment but no communication with the central chamber; this is the control.
Therefore, a metagenomics experiment or targeted culturing approach should allow
analysis of the differences in microorganism abundance (or nucleic acid sequence)
between the experimental and control conditions. More complex geometries in
culture chambers are possible, permitting multivariable experimentation in situ. An
alternative format for porous enclosure is a hollow fiber (Fig. 15.3e), a tubular
membrane which has an exceptionally high area in contact with the environment
(Aoi et al. 2009). A porous polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (0.1 pm
pores) contains the microorganisms of interest. This system shows a significant
enhancement of culturability over agar-based methods, tested with three microbial
populations derived from marine and industrial environments. Additionally, the total
volume of the system can be increased (simply by extending the tubing), allowing
rather larger populations of microorganisms to be enriched than is the case with
micro-colony-based methods.

The diffusion chambers described above are sealed by hand under aseptic
conditions and then placed in the environment. A particularly interesting devel-
opment for the marine environment is the self-closing cultivation chamber
(Fig. 15.31), particularly if these could be closed in hard to reach environments,
such as the deep-sea. One such approach is the creation of flat boxes that
self-assemble (Leong et al. 2008). The sides to the box are all porous; when folded
they form a cage. The assembled boxes can be sorted and are amenable to
manipulation by magnetic fields. These properties offer the potential to stack boxes
and therefore the creation of artificially structured communities of cells, again
moving from sampling to experiments. Later developments have -created
self-folding structures, created purely from polymers that are optically transparent
and capable of trapping microorganisms including eukaryotic cells (Azam et al.
2011).
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15.8.2 Cultivation Chips

Starting with the Petri dish, there are a number of possible improvements that might
be envisaged that would aid marine culturing. These include miniaturization, a
greater potential for automation, the absence of gel polymers as a matrix (such as
agar that may contain inhibitory compounds), and suitability for imaging or other
detection methods. An early attempt at “the better Petri dish” is the hydrophobic
grid membrane (HGM), a porous filter subdivided into hundreds of growth areas by
wax barriers. HGM offers flexibility (can be placed on agar or non-agar surfaces
and can be moved). The HGM has a greater dynamic range for counting
colony-forming units compared to an equivalent area of agar (Sharpe and Michaud
1974). This is explained by a better segregation of colonies and effective statistics
derived from the distribution of colonies segregated between a large number of
compartments.

Microfabrication allows further subdivision of growth areas to the point where
custom-built disposables with thousands of compartments are available (Incom,
USA). Micro-engineering allows a series of configurations of what is effectively
highly multiplexed multiwall plates. However, miniaturizing multiwall plates
beyond a certain threshold creates problems as well as advantages. There may be
issues of aeration (liquid trapped in capillaries cannot be shaken to introduce
oxygen), imaging (hard to focus on cells in capillaries), assay sensitivity in low
volumes and dehydration (nanoliter wells dry out unless the humidity is carefully
controlled), cross contamination, and dependence on robotics that microbiology
laboratories often lack. There are solutions and work-around possibilities for many
of these issues. Simply optimizing geometry, shaking speed and angle, and media
components within conventional multiwall plates can considerably help oxygena-
tion (Duetz et al. 2000). Oxygen can be delivered to 96-well plates through an
oxygen permeable membrane, leading to 96-well microtiter plates with oxygen
transfer rates comparable to Erlenmeyer flasks (Microflask System, Applikon
Biotechnology, NL). Additionally, the capillarity of micro- or nanoliter wells has
been exploited to capture droplets in stackable microcapillary arrays.

Porous ceramics make a good basis for culture chips (Fig. 15.4), with the
advantages of flatness, porosity, low autofluorescence, biocompatibility, and despite
inertness, good ability to conjugate biomolecules (Ingham et al. 2007;
Microdish BV, NL). The downside is brittleness of the ceramic, requiring rein-
forcement for good handling. Micro-engineering techniques can create micro-wells
(7-300 pm across, 10—40 pm deep, fixed or variable geometries). Similar to cul-
turing chambers, these can be used, in combination with sediments or other sam-
ples, to culture microorganisms that were refractory to culturing with conventional
techniques. Additionally, the small volume of culture medium allows the use of
high cost reagents or additives. Control of compartment size, combined with
spacing allows fine-tuning of application. Furthermore, a common task in micro-
biology is the replication of microorganisms using a velvet pad (Lederberg and
Lederberg 1952) or a simple printing device, such as a 96-pin array with a pin
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Fig. 15.4 MDCC. a Cultivation chip (MDCC180.10, 8 x 36 mm), floating on water, with PAO
base and more than 4000 180-pm-diameter compartments in a hexagonal array coated with
platinum. b Image of an array of 200-um-diameter micro-colonies, visualized by green fluorescent
protein and captured by a hand held digital camera. ¢ Chip with variably spaced wells
(MDCC180.10VAR) inoculated with fungi to look at the effect of colony density and size on
growth. d Single [80-pm-diameter, 10-um deep well. e Section of an MDCC20.10 chip with
20-um’ wells in an orthogonal array (125,000 wells per chip) used to culture bacteria,
subsequently stained with a fluorescent dye and imaged by fluorescence microscopy. The four
sections of this panel show how image processing moves the raw image from a gray scale
photograph to a binary image—the final image used to score whether a compartment supports
growth and therefore is scored as a CFU. f Image of a single colony from a screening of culture
from arctic sediment. g Image of fungal mycelia growing out of 180-um-diameter compartments as
mycelial bundles. White scale bar (panel b) indicates 6 mm when applied to panel a, 1 mm for b,
2.5 mm for ¢, 40 um for d, 150 pm for e, 420 pum for f and 800 um when applied to G

spacing of ~0.5 mm. It is possible to deploy bacteria using non-contact printing
devices; even ones modified from conventional inkjet printers (Flickinger et al.
2007). In terms of contact printing, miniaturized arrays of pins fabricated from
elastopolymers allow a similar process but on a finer scale. A pin spacing of 80 pm
is usable to replicate between micro-wells of a culture chip (Ingham et al. 2010).

Suspension cultivation is also possible in a highly multiplexed and miniaturized
device. For example, arrays of microfluidic capillaries can sustain microbial growth
using peristaltic pumps to move fluid and introduce oxygen (Gan et al. 2011).
Moreover, micro-fabricated chips can be used to address questions such as to the
organization of microbial communities (Keymer et al. 2006) or to approximate to
the function of chemostats (Balagadde et al. 2005). We can expect further inven-
tiveness in terms of microbial cultivation chips in the future (Lok 2015), and also
hope that low cost manufacturing will make these devices affordable for the marine
microbiologists. Therefore, these micro-fabricated chips will play a significant part
in increasing the culturing members of the marine microbiome.
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15.9 Single-Cell Techniques

In order to establish a pure culture, microbiologists have to isolate a viable cell and
maintain its physical isolation whilst the cell divides to form a colony. Often, a pure
culture is achieved by statistical means: either a sample is diluted until on average
there is only a single viable cell left in the cultivation chamber, or cells are spread
over a surface or in small volumes until on average there is a single isolated cell in a
given location. Either way, when employing these methods there is little or no
control over which individual cell in the original sample goes where.
A fundamentally different approach involves the direct selective isolation of single
cells from a sample, combined with a method for directing the cell to a known
location, for example on an agar plate, a well in a multi-well plate, a micro-well, or
micro-chamber in a microchip. Having isolated the cell and defined its position we
can then alter its microenvironment to improve its culturability.

The isolation, handling, and analysis of single cells is nowadays a topic of
growing interest because of the potential to target rare cells and obtain information
on the heterogeneity of cultures (including gene expression) (Blainey 2013; Ishii
et al. 2010; Stepanauskas 2012; Yun et al. 2013). A variety of techniques is either
already available or under development to achieve this which will be discussed
here. Many of the techniques were originally developed for use with mammalian
cells, but could be or in some cases already have been adapted for use with marine
microorganisms.

15.9.1 Cell Sorting

Sorting techniques can either be active or passive. Active systems generally use
external fields (e.g. mechanical, acoustic, electric, magnetic, optical, hydrodynamic)
to impose forces to displace cells, whereas passive systems use inertial forces,
filters, and adhesion mechanisms to purify cell populations (Wyatt Shields IV et al.
2015). For the selective isolation of cells active sorting is generally preferred.

During the sorting process the cells can be dispersed in a static or moving fluid,
or as single cells in micro-droplets or gel microbeads. To obtain a high throughput,
the cells need to be suspended in a flow, sufficiently separated from each other to
allow easy separation. The cells are then analyzed one at a time as they flow past a
sensing system and then actively knocked out of the flow when the cell has the
desirable properties. Throughput in static systems is generally lower, and the
techniques used often put high demands on the dexterity of the operator.
Automation is sometimes possible, for example, through the combined use of
advanced control systems and robotics (Lu et al. 2010; Zhang et al. 2012), and can
speed up the isolation process. However, flow-through systems can suffer from
blockages.
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15.9.2 Facs

The most well known technique used for flow-based cell sorting is the Fluorescence
Activated Cell Sorter or FACS. Although traditionally mainly regarded as a tool for
the analysis and sorting of large mammalian cells, the technique is increasingly
used for microorganisms (Czechowska et al. 2008; Davey and Kell 1996; Mazard
et al. 2014; Morono et al. 2013; Winson and Davey 2000). A typical FACS is
shown in Fig. 15.5. It includes a stream containing the cells to be sorted, a device
for hydrodynamic focusing this stream into a narrow laminar flow for cell analysis,
a laser system that enables one to measure the fluorescent and light scattering
properties of each single cell, a droplet generator system which produces droplets
containing single cells, a method to place an electric charge on a droplet according
to whether the cell is to be collected or not, and a method for selectively diverting
droplets in an electric field. The droplets are sorted into tubes or wells of microtiter
plates, although sorting microorganisms directly onto agar plates is also possible
(Fig. 15.6). A standard FACS can achieve high cell throughputs (>10* cells/s), but
large samples are needed, not all cells are fluorescent, it is difficult to isolate all
individual cells in a sample, and it is often not possible to guarantee that the
droplets contain single cells. A number of alternative cell sorters, many of them
based upon miniaturization and making use of Microelectromechanical systems
(MEMS) and Laboratory-on-a-Chip technologies, has been or is being developed in
order to overcome these problems. Often their throughput of these miniaturized cell
sorters is lower than FACS, enabling slower and more detailed cell analysis tech-
niques such as image analysis or Raman spectroscopy to be used rather than
fluorescence alone.

(a) Vol (b)

Cell sample = L) (=1
o® o

Fig. 15.5 Sketches of methods of isolation of cells with micropipettes. Cells can be isolated either
by aspiration onto the tip of a narrow capillary (a), or into the body of the capillary itself (h).
Aspiration onto the tip is more suitable for larger cells and filamentous organisms, but the risk of
mechanical damage is greater
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Fig. 15.6 Schematic of a fluorescence activated cell sorter (FACS). A FACS is made up of three
main systems: fluidics, optics, and electronics. Fluidics: A sample of cells is hydrodynamically
focused using a sheath flow. As cells flow along the stream of liquid, a laser scans them. Optics:
Laser light scattered by the cell is collected by a detector such as a photo multiplier tube and is used
to count cells and to measure the size and granularity of the cell. Laser light is also used to excite
fluorescence from specifically labeled sub-populations of cells. Electronics: The light signals are
converted into electronic signals and a computer processes the information to determine which cells
are to be sorted. The electronics system controls the charging and deflection of particles. Droplets,
each containing a single cell, are created at the output nozzle by vibrating the nozzle at an optimal
frequency and an electrical charge (—) is applied to the droplets to be collected as they exit the
nozzle. The charged droplet is then deflected left towards the positive electrode (+) into a collection
tube. Droplets that contain no cells or cells that are not to be collected pass straight through into the
waste tube. The collected population is a pure population for the criteria determined when setting up
the experiment (for example cells with above a certain threshold of fluorescence emission)
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These cell sorters include inkjet printer-based systems with integrated image
analysis (Stumpf et al. 2015; Yusof et al. 2011), dielectrophoretic cell sorters (Hu
et al. 2005; Zhang et al. 2015), optical force-based cell sorters (Enger et al. 2004;
Keloth et al. 2015; Landenberger et al. 2012), and various valve-based microfluidic
cell sorters fabricated with soft lithography (Fu et al. 2002; Robert et al. 2011).

15.9.3 Mechanical Micromanipulation Techniques

The use of mechanical micromanipulation techniques for the isolation of microbial
cells has a long history, and reviews on early techniques have been given by
Johnstone (1969, 1973), and more recently by Frohlich and Kénig (2000). Early
techniques used micro-needles or microcapillaries for the isolation of microor-
ganisms, but success was limited by the technology then available. The develop-
ment of improved micromanipulators with accurate pneumatic or hydraulic pressure
control systems and improved microscopy techniques have made the isolation of
cells with these techniques much more straightforward, and many examples of the
use of mechanical micromanipulators for the isolation of microbial cells can now be
found in the literature (Frohlich and Konig 1999; Ishey et al. 2006). Either the
entire cell is drawn into a micropipette that is much larger than the cell, or held at a
pipette tip that has an opening that is smaller than the cell diameter (Lu et al. 2010)
(Fig. 15.7). Microfabrication nowadays makes it possible to manipulate single cells
with pressure force in a massively parallel way (Nagai et al. 2015), although
pressure forces on mechanically isolated cells can be large, and can lead to damage
to shear-sensitive cells.

An alternative approach to mechanical cell isolation using needles or pipettes
involves the use of an externally applied physical field force to move the cells.
Forces used for cell manipulation have been reviewed by Yun et al. (2013) and
include optical, electric, magnetic and acoustic forces. To date acoustic forces have
mainly lacked the resolution needed for single-cell manipulation. Most biological
materials, including most cells, are diamagnetic and show little to no response to
externally applied magnetic fields unless modified by the attachment of (super)-
paramagnetic particles or suspended in a paramagnetic suspending fluid (Safarik
and Safarikova 1999). The response of cells to electrical or optical forces is strong,
however, and can be achieved without modification of the cells.
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Fig. 15.7 Schematic of optical tweezing for cell isolation (i, ii and iii). Micrographs of optical
tweezing (iv and v) and isolation (vi) of single cells. A tightly focused near infrared laser beam is
used to trap and move a single cell in three dimensions away from surrounding cells, either in an
environmental sample (schematic shown in 7) or from a laboratory culture of cyanobacteria (iv).
The selected cell is physically removed by optically tweezing the single cell away from the other
cells via a narrow meandering channel (ii and v) to a region where there are no other contaminating
cells, such as a culture chamber in a customized chip or a microcapillary (iii and vi). Cell selection
and isolation can now be automated to decrease the burden on the operator. The isolated cell can
be used to start a pure culture or can be joined in the chamber with a second, or any number of
selected cells for co-culture
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15.9.4 Cell Manipulation with Electric Fields

Cells can be moved by direct (DC) and alternating currents (AC); DC fields move
cells through electrophoresis because cells have a net (negative) charge, and AC
fields induce movement of the cells by the interaction between the induced dipole
moment and electric field gradient (dielectrophoresis). Cell manipulation with high
frequency (>10 kHz) AC fields is generally preferred over cell manipulation with
DC fields as it suffers less from interference by local fluid streaming induced by the
strong electric fields near the electrodes. Dielectrophoresis has been extensively used
to create aggregates of microorganisms for the study of microbial interactions in
biofilms, including metabolic interactions, quorum sensing, and resuscitation of
dormant cells (Andrews et al. 2006; Mason et al. 2005; Zhu et al. 2010). However, to
achieve the resolution needed for single-cell manipulation, structures are required of
a size similar to that of a single cell. As a result, the manipulation of single cells with
electric fields puts high demands on microfabrication skills. The electric field rapidly
declines away from the electrode structures, and the electrode structures therefore
have to be close to the cell to be isolated. Electric forces are strongly dependent on
the composition of the medium, in particular its conductivity. The use of low salt
media is often essential, although this can be to some extent alleviated using high
frequency electric fields (Schnelle et al. 1999). Despite all this, various examples of
single-cell manipulation and isolation with electric fields can be found in the liter-
ature (Graham et al. 2012; Hsiao et al. 2010; Schnelle et al. 1999; Yang et al. 2010;
Zhang et al. 2015). On the whole, however, single-cell manipulation is simpler with
optical techniques than with electrical techniques, and therefore preferable.

15.9.5 Optical Manipulation

Optical trapping of dielectric particles from tens of nanometers in diameter to tens of
micrometers by a single-beam gradient force trap (also known as optical tweezers)
(Ashkin et al. 1986; Ashkin and Dziedzic 1987) uses the phenomenon of optical
force, or radiation pressure. A laser beam focused through a high numerical aperture
objective lens is tightly focused and results in a three-dimensional gradient of laser
intensity due to the Gaussian intensity profile of the laser in the transverse direction
and the tight focusing in the longitudinal direction. A cell or any other microscopic,
dielectric material with a refractive index greater than that of the surrounding
medium will experience an optical pressure from transverse and longitudinal gra-
dient forces that draws the cell towards the region of highest intensity—the laser
beam focus. The scattering force also acts on the particle and the net effect can be
stable trapping of the cell near the focal point. Optical tweezers are straightforward to
implement, compatible with other microscopy techniques, and have been used to
trap, position, and manipulate cells and molecules in a variety of experiments
(Fig. 15.8). The wavelength of laser light can be selected to minimize photothermal
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Fig. 15.8 Microfluidics with integrated optics for single-cell isolation. Top schematic of a
working device created using ultrafast laser inscription and selective chemical etching and
micrographs of the device. The cell sample is hydrodynamically focused using a sheath flow (i).
The optical force from the laser beam emanating from the integrated waveguide deflects a single,
selected cell (if), which is collected from a side channel. The single isolated cell can be used to
create a pure culture or other cells can be selected and deflected to create a co-culture.
A micrograph of the device is shown in panel iii

and photochemical damage to cells (Haro-Gonzalez et al. 2013; Liang et al. 1996;
Neuman et al. 1999). Cells are trapped at the focal point of a microscope objective
lens, therefore working at a distance is possible, and as such experiments can be
performed in enclosed, sterile sample chambers. There is no mechanical contact that
can introduce risk of contamination, and subcellular organelles or endophytes can be
manipulated within the cell by focusing the laser beam through the membrane
(Sacconi et al. 2005). In addition, optical tweezers provide the ability to accurately
measure small forces in biology, down to the level of piconewtons (Block et al.
1989).

Optical tweezers have been used for cell sorting (Ericsson et al. 2000) to select
single cells and position them in patterns on a microscope slide, immobilize them,
and study their viability. There have been several studies reported in the literature
on the development of automated optical tweezers for manipulating and precise
positioning of microspheres (Banerjee et al. 2010; Ozcan et al. 2006), diatoms
(Tanaka et al. 2008), and eukaryotic cells (Grover et al. 2001; Hu and Sun 2011;
Wang et al. 2013). In addition to using a tightly focused beam, laser light can be
loosely focused, collimated or diverging and can exert a guiding force on a cell to
push it in the direction of beam propagation (Arlt et al. 2001; Ashkin et al. 1970;
Imasaka et al. 1995).
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A novel, microfluidic device with integrated channels and waveguides fabricated
using ultrafast laser inscription combined with selective chemical etching
(Choudhury et al. 2014) is being developed in order to enable sorting and isolation
of biological cells using the optical force of laser light (Fig. 15.8). The complex
three-dimensional microfluidic structures within the device allow the injected cell
population to focus in a hydrodynamic flow (Keloth et al. 2015; Paie et al. 2014).
Continuous wave laser in the near infrared light is coupled into the integrated
waveguide in the device. The laser light emerges from the waveguide into the
microfluidic channel and is used to exert radiation pressure on the selected cells
(Keloth et al. 2015) as these cells in the focused stream flow past the waveguide.
The optical scattering force then pushes the cell from the focused stream into the
sheath fluid. Thus, individual cells can be controllably deflected from the focused
flow to the side channel for downstream analysis or culture.

15.9.6 Single-Cell Culture and Modification of Its
Microenvironment

A large variety of methods has been or is currently under development for culture of
single cells. In many cases, the work is done not with cells from the marine
environment but with model organisms such as Escherichia coli that are easy to
culture and readily modified. However, the work described can often translate well
to working with (marine) uncultured microorganisms. Working with natural or
artificial seawater is in itself not usually an issue when working in miniaturization;
the most common materials used such as the photoresist SU8 and the polymer
PDMS are highly biocompatible and resistant to seawater. The long incubation
times can be an issue as dehydration is a recurrent danger when working with small
volumes but can be controlled by ensuring samples remain well isolated and
humidity levels are controlled. Also, PDMS is a material that is highly permeable to
small molecules.

Prominent amongst single-cell culture methods are those based on micro-droplet
formation in microfluidic devices (Eun et al. 2011; Joensson and Andersson Svahn
2012; Liu et al. 2009; Pan et al. 2011). Typically a stream of suspended cells is
introduced into a stream on a non-miscible biocompatible fluid such as a mineral or
vegetable oil or a fluorocarbon carrier fluid. Droplet formation is controlled by the
interaction between hydrodynamic and interfacial forces, although electric fields
may also be used to control the timing of droplet formation and droplet size (Link
et al. 2006). An alternative is the formation of arrays of individual droplets by
interfacial effects, for example at micro-wells in an SU8 surface (Boedicker et al.
2009). Although in each case, whether you have a single cell in a droplet or not is
mainly determined by chance. The technique has great merit because it facilitates
high-throughput experimentation and also automation is straightforward (Khorshidi
et al., 2014). Of particular interest for the study of uncultured microorganisms is
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also the chemistrode, which allows sampling and formation of nanoliter volume
droplets directly from the environment (Liu et al. 2009). Droplet microfluidics has
allowed the investigation of the effect of cell number (Boedicker et al. 2009) on cell
growth and quorum sensing responses. Confining a cell to a(n) (insulated)
micro-droplet is essentially equivalent to increasing the cell density more than a
thousand fold compared to having a cell in a Petri dish (Boedicker et al. 2009;
Vincent et al. 2010). As a result, when confining cells to micro-droplets, Boedicker
et al. (2009) found that the single cells confined in micro-droplets were able to
induce a quorum sensing response. This raises the question whether quorum
sensing actually is a community response. Such confinement of microorganisms to
micro-droplets or micro-chambers, which have no mechanism of exchange of
signaling molecules, could help inducing growth of uncultured microorganisms
(Ma et al. 2014; Vincent et al. 2010). At the same time, if there is exchange, then it
can be fast due the high surface to volume ratio of devices at the microscale
(Boitard et al. 2015). This could be used to advantage, for example, to more
effectively remove accumulated toxins.

Miniaturized methods that use compartmentalization can eliminate competition
among species (Ma et al. 2014). However, as interactions between microorganisms
are thought to be an important factor for cell culturability, the ability to control
interactions between cells is highly attractive. A micro-droplet-based example is
that developed by Park et al. (2011) for parallel co-culture of cells. Kim et al. (2008)
developed a system of interconnected micro-chambers in which three of them are
located close to each other but communication could only occur by diffusion. When
Kim et al. (2008) constructed a community of three different species of wild-type
soil bacteria with syntrophic interactions using this device they found that the
spatial separation of the different species was essential for the community to sur-
vive: if the cells mixed then competition between the different species would cause
the community to collapse.

The micromanipulation techniques described in the previous part of this chapter
allowed one to select cells from a mixture rather than leaving the choice of cells to
be investigated by chance. Yasuda et al. (Umehara et al. 2003; Wakamoto et al.
2003; Yasuda et al. 2013) have taken this approach further and used laser tweezers
to move single cells of E. coli into individual chambers in a micro-chamber array
(Wakamoto et al. 2003). After a cell had divided, the authors moved one of the two
daughter cells to a vacant chamber, allowing differences between generations to be
studied. In later sets of experiments, the same group also developed methods for
observing the adaptation of single cells, tweezed into individual micro-chambers, to
changes in nutrient concentrations (Umehara et al. 2003). The ability to change the
response of cells to changes in nutrient concentration is also important for studies of
culturability. Also of interest is therefore the work by Eriksson et al. (2007) who
used optical tweezers to move single (yeast) cells in a gradient created within a
microfluidic device, thus exposing cells to different environments and allowing the
detection and analysis of rapid changes.
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Annexe 2 : Préparation des solutions de lyse et dénaturantes.

Tampons a préparer sous hotte stérile. Filtrer les tampons a 0,2um et aliquoter aux volumes

souhaités, selon I'utilisation de chacun.

Tampon de lyse (Vf=10mL)

Concentration Concentration
Volume S° mére
S° mere Se fille
KOH ™M 4 mL 400 mM
EDTA 0,5M 200 uL 10 mM
DTT 1™ 1mL 100 mM
Eau Milli Q Qsp 10 mL (= 4,8 mL)

KOH 1M (1L, Sigma, Réf 35113, stockage a TA)
EDTA 0,5 mM pH 8,0 (stockage a TA)
DTT 1M (10mL, Sigma, Réf 43816, stockage a +4°C)

Tampon de neutralisation (Vf=10mL)

Concentration Concentration
Volume S° mére
S°mere S fille
HCI 12M 330 pL 400 mM
Tris-HCI ™M 6 mL 600 mM
pH7,5
Eau Milli Q Qsp 10 mL (= 3,670
mL)

HCI 12M (100mL, Sigma, Réf H1758, stockage a TA)
Tris-HCI pH 7,5 (1M, Life technologies (Invitrogen™ Ultrapure™), Réf 15567-027, stockage a TA)
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Annexe 3 : Table de Mac Crady

Table pour 2 tubes par dilution
Nombre ggmbre
caractéristique cellules
000 0.0
001 0.5
010 0.5
011 0.9
020 0.9
100 0.6
101 1.2
110 1.3
111 2.0
120 2.0
121 3.0
200 2.5
201 5.0
210 6.0
211 13.0
212 20.0
220 25.0
221 70.0
222 110.0
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Annexe 4 : Préparation des solutions dénaturantes pour la DGGE.

Composition des solutions dénaturantes utilisées pour réaliser les gels DGGE a 8 % d’acrylamide

(V/v).

% dénaturant

Solutions 0 20 | 30 | 40 | 60 | 70 | 80
Acrylamide/Bis (37,5 :1)

20 20 20 20 20 20 20
40% (BioRad), en mL
TAE 50X (BioRad), en mL 2 2 2 2 2 2 2
Formamide désionisé

0 8 12 16 24 28 32
(Sigma), en mL
Urée (BioRad), en g 0 8,4 126 | 16,8 | 25,2 | 29,4 | 33,6
Eau MilliQ gsp 100 mL
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microbiology

Annexe 5: Présentation de I’article (La Cono et al., 2011) avec les
résultats des approaches culturales.
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Summary

In September 2008, an expedition of the RV Urania
was devoted to exploration of the genomic richness
of deep hypersaline anoxic lakes (DHALS) located in
the Western part of the Mediterranean Ridge. Approxi-
mately 40 nautical miles SE from Urania Lake, the
presence of anoxic hypersaline lake, which we named
Thetis, was confirmed by swath bathymetry profiling
and through immediate sampling casts. The brine
surface of the Thetis Lake is located at a depth of
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correspondence. E-mail michail.yakimov@iame.cnrit; Tel. (+39)
(090) 669 003; Fax (+39) (090) 669 007.
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3258 m with a thickness of ~157 m. Brine composition
was found to be thalassohaline, saturated by NaCl
with a total salinity of 348%., which is one of highest
value reported for DHALs. Similarly to other Mediter-
ranean DHALSs, seawater-brine interface of Thetis rep-
resents a steep pycno- and chemocline with gradients
of salinity, electron donors and acceptors and pos-
seses a remarkable stratification of prokaryotic com-
munities, observed to be more metabolically active in
the upper interface where redox gradient was sharper.
['*C]-bicarbonate fixation analysis revealed that
microbial communities are sustained by sulfur-
oxidizing chemolithoautotrophic primary producers
that thrive within upper interface. Besides microaero-
philic autotrophy, heterotrophic sulfate reduction,
methanogenesis and anaerobic methane oxidation
are likely the predominant processes driving the eco-
system of Thetis Lake.

Introduction

The first finding in Eastern Mediterranean Sea of deep
depressions filled by NaCl-saturated brines (Tyro and
Bannock brine lakes) is dated by 1983-1984 (Jongsma
etal, 1983; Cita etal, 1985). In 1994-1995 in a very
limited area located in the Eastern part of the Mediterra-
nean Ridge and called ‘Medriff corridor’, Urania,
L’Atalante and Discovery brine lakes were discovered in
three research cruises and were correspondingly titled
after the names of three research vessels that performed
these cruises (Medriff Consortium, 1995). Atter discovery
of these brine lakes, Medriff Consortium (1995) specu-
lated about the existence of further of deep hypersaline
anoxic lakes (DHALSs) in this area. All these Eastern Medi-
terranean Sea deep-sea hypersaline anoxic lakes were
likely formed during strong tectonic events by submarine
dissolution of outcropping Messinian evaporites followed
by accumulation of high-density brines at the bottom of
collapsed basins. Second possibility is a tectonically
driven expulsion on the seabed of large quantities of
interstitial evaporated seawater present in sub-bottom
evaporite deposits (Vengosh and Starinsky, 1993; Cita,
2006; CIESM, 2008). Whatever the case, the brines of
DHALs originated from dissolution of 5.9- to 5.3-million-
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DHALSs are thalassohalime (seawwa
rMmajor omns) vwithh total salimity 7—10O 1
ofF the searvwwaaterr. Aaamong MMediterranmn
Discovwverys Lake is filled almost e>>xclo
arnd it is therefore omne of the salt
wwater bodyw recorded im matuaral em
et =f., 199 7).

Because of a comtrast im densities
DHAL s are separated from the owe
sharp (Jess tharm 2 m thick) imterfaace
tTo bhbe the hot spot Ffor biological actin
olithoautotropihy (Daffomnchio e =,
2007 a) . Imn our prewvious studies,
MMediterrameanmn DHAL s, 1Im spite of be
est ecosysterms omn Earth, arre imhal
Prokarwyotic =Tale] mMmicroseu ik aaryotic L]
oMy distamtiy simibdar o those frorm
amnd hypersalime anoxic sedimrmeaents
Aldexxander et =/, 2009; Borim =i =/f., =
halophilic proka ryotes, these micrc
corntaim thhe organisrms distamtiy relad
mnaetic clades. (Groups forrmedcd by T
Mmarmecd "“PVISBL. (Mediterraameaanm Sea
date diwvisiomns" (wvaarm der WwWielemn =& =0
11 of such deep-bramnchimng MSEL
observed ir PMediterraamneasnm DAL
200 ; Borim e =2, 2009 ) .

Im this study we presemnt the resc
armndd Mmicrobiological amnalysis of the
sohalime DHAL located SE of thheae
wvwwe mnarmecd after the CRMR O research
cally sumk o the Srad of Auagust
coast of Sicily. T he depressiomn wwith
Deaeaeyo) exists at the seabed of Rex
doaes Mmoot coomntaim brimeae (FPierret e &
hemrmiistry oOof mowel lake was foumd
that ¥ o rewiao s Iy studcdiedc £ T AAr= S
e =, 2007a). The vertical distrilouti
otic groups vwas inmnvestigated im rela
cal emnwvirormnmMmenrnt im or-dder to unmndeaers
T irmportamnt mMmetabolic Prathvwer sy
sulfur oxidatiomn, sulfate reduucticom,
anmnacerobhic oxidatiormn of methame . A
fimgerprimtimaocg. 1 &= i S =rwcd Foar
library:: amnalyses., autotrophic actiwit
cultivatiom, thhe T hhrhetis EProkaryotic
highly stratified anmnd metabolically mn
iNmnterface compared with the owerlay
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1000 m [——

2000 m —1-

3000m —.

:
|

/ i
A

I"ATALANTE
2 DISCOVERY
unmud
Skm

Fig. 1. Location of the Thetis Lake in the Eastern Mediterranean Sea. The map was constructed with Ocean Data View software (Schlitzer,
2010). The detailed map of the lake profile and seawater/anoxic water interface obtained by R/V Urania CHIRP SBP is shown (bottom left).
Superimposed to the seismic section are the CTD profile, salinity data (blue) and temperature data (red) at the interface and at the bottom of
the anoxic lake. 3D reconstruction of perspective relief of the swath bathymetry at Thetis Lake area. The shape of the lake is highlighted by
blue colour.

© 2011 Society for Applied Micrabiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 13, 2250-2268

262



325 TF S

S258 .0

2585

E szsae.o
=
.
—
259 .5
2660 .0
e T By I R
Seq 1S 0
L I N
b e Ty
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Pperoaofilimg is showwrn by solid lime amnd opaermn s
solid limne and inNndicated by word “Cells'; sa

Frorm three MNMiskim bottles iNndicated im thhe fi
Frihrerhrs bhody bhrime .

—rofa o tice aberrraarrce arral Brovaeaoled

At the depthh of 3258 .20 m, wihere t
face (LI occurs, thhe cell comncenmnmtra
frormrm D63 >< 1T == 1 ._13 > 10O0% cell rml
ter’'s wvalues) to =211 > 10% = 1.3 »<
20 crm of thhe L) (Fig- 2). For thhe meae
NmnurMmMbers are high anmnd thern graduus
imnterface (LI} to 7F.11 > 10% —— &S 71 :
rermainm Quite comstamt wwithiim thhhe T Ffre
rmacsirmoarm value im cell density (S
celll o rmill Ty owas observed at the sal
corresponads to the urmnderrmost pa
(Fig. 2%, vwhiich was considered fuurtihn
arnd L1, Strikimg differences imn thhe
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Table 1. Chemical composition of the Eastern Mediterranean thalassohaline brines, 10-fold evaporated seawater brine (ESWB) and average

seawater (ASW).

Thetis L'Atalante Bannock® Tyro® Urania ESwB® ASwWe
Density, kg m™ 1.223 1.231 1.213 1.209 1.134 1.21 1.027
Temperature, °C 15.06 14.34 15.12 14.17 18.32 - -
Salinity, g I'' 348 352 323 321 240 318 38.5
Na' 4760 4670 4200 5300 3505 4480 480
Cl 5300 5290 5380 5350 3730 5080 560
Mg** 604 533 644 711 315 519 545
K* 230 300 127 19.2 122 101 10.4
Ca®* 9.0 5.9 16.3 35.4 31.6 5.5 10.5
SO 265 323 135 52.7 107 180 28.9
HS- 212 2.9 29 21 15 0 0
Br 6.0 5.0 9.0 1.28 9 79 0.86
H:BO; 4.0 4.0 4.5 1.0 10.7 4.3 0.43
NH.* 275 2.87 3.35 1.3 2.87 0 0
Li*, umol I* 89 76 280 75 420 260 26

a. These data were taken from De Lange and colleagues (1990).
All concentrations in mmol I' unless otherwise stated.

LI (256—284%., layer T2) and BB (348%., layer T3).
Archaeal and bacterial 16S rRNA clone libraries for each
fraction were constructed. A total of 277 and 246 clones
were obtained for archaeal and bacterial libraries respec-
tively (Table S2). All analysed archaeal sequences were
affiliated with two phyla of Archaea. One group of organ-
isms was limited to the upper part of the halocline while

3258.0

the majority of euryarchaeal groups were found in the
more saline and anoxic layers including the brine (Fig. 4).
At a lower taxonomic level, archaeal community of the
Thetis Lake was characterized by the presence of seven
different phylogenetic groups: Thaumarchaeota Marine
Group | (MGI), Halobacteriaceae, MSBL1 (van der Wielen
etal., 2005), Halophilic Cluster 1 [HC1, (Jiang etal.,

Salinity, g I''
300

3258.5

3259.0

Depth, m

3259.5

3260.0

3380.0

0 0.5 1.0 15
Mean cell volume, pm?

Salinity

Upper interface, 3258.50m

Upper Interface, 3258.75m

Fig. 3. Depth profile of mean volume of DAPI-stained microbial cells along the halocline and brine of Thetis Lake and micrographs of
microbial cells collected at the maximum of mean volume. Scale bar corresponds to 10 um.
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2007 3]. Shabam Deaep Aachasea grou
=.a=, (Eder e =/, 200231 Z=rvcd =
Sippenaauaser LW leleld 1 [S M, ({Rudcdco
rmermibhbers of last diwvisionmn represennmte
(HKorrmas =r =/, 2009 f=Tale] im =_|o
ments of RMapoli muoud volcamno (Heijs
fouwurmndad imn Miediterramneanmn DHAL s pria
e S1). MNome of the archacsal phhw
fourmd to be presermt withim all thhrese

T he clomnes obtalimed from the bhbac
liDbhbraries vwere more diverse anmnd clus
tar»a: COCylfopfragales, (Grecermn momn-soal
mmryycertes, (Garmrrmra—-, Delfta- anmndad Eposir
CTCanmndidate Diwvisionmns Kebrit Deep B
e =r . 200221 . MNMSE L - P11 e i
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climne seaemms to be habitat for asrob
aarchhaea amnd bacteria. Indeaed, rmen
T Fhr=errmrarohacsof=s rAACS] =Tale] Tt e
Fourmnd exclusiwvely im this layer. T Ffr=u
dormimnaantt fractiomn of marimese bObacteric
seavwater, as typical for the DObbacteria
im deep-sea wwater amd sediments
T he Mmeaetabolisrm of these archaea
debate, Bt the successTTul isolax
genorme anmnalysis comnwimcinmngly der
rmeaermibers T PSSl POSSess thre 2
olithoauutotrophicaliy =RV acerobic =]
(H<SOoOmnmeke = =2, 2005 ; Hallarm = =
200 ; Yakinmow e =2f.,, 200 7Fa; 2011 ;
wWwalkker e =, 201 0). ASAdditiornally, th
tionmns of heterotrophlic lifestwle of ce
eofsm (Hermdl e =0, 2005 ; AAQocine e
twpe oOof Mmetabolisrm, rather thanmn th
characteristic for T freffs thauurmarch
of thhheir kew fumnctiomnal gemnes it
Fiatiormn oOor arrmarmoniurnm oxidatiormn ha
Bbeloww). MRermaining 2692« of all arches
sequenccedc frorm LI were affiliated it
= losirrrneolfae>x armid = loterrigerrrsa (F
case wwith [ " Afamliamfte Lake (wakirmm
O O L > acerobic heterotrophic (]
mMmaarroww wwindcdows of haloclime amnd the
annd decapaer ZZones is probhbabhily prer
aand the anoxia respectively.
MMetabholically active mMmeaemiibbeaers ofF 1
thhe Ul cormmmunity vwere affiliated to

genaetic grouprs wwith a45<2s of all b
Epsifomproftaeobactieri= (Fig. =4)». LN el
T eaacih other = rwcd clos ey relat

Saeguuencoes recowered from rmarinmnes
LA r=mimrrite lake (949 590 Oof sirmiilarity
Mo mearest cultivable represemnmtatiov
groupPp detected was KB camndid=t
clomnes amnalysed). Together wwitihhh &anm
cdate diwisiomn SBEB 1 this diwvisiomn acc
bacterial clomnes (Fig. 44). Sirmiilariy fc

T = = | limeage. the EPresaeniae (=5 3
Bacteroidaaeres meaemrmibers omilly irm LI w
saalirvity, wwihnereas HKEB1-related o rc
exxtrermme B roada halotoleramncaoe_ [ == ]
C1 3o of all clomnes) were associate
ety retriewved frormmm hot Sprimnc
bbearimg sub-seafloor sedirmeaents, ric
ZAarnd anmnoxic Zome of the Cariaco Ba
1998 PrMadrid = =, 2001 ; Hulber

er =, 20068) .

L owvevrer fryferface. Nhhe aarchaeaal ool
layer wvwas more diwverse, comntaiming
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NTrcrobral aOfmversity samalyvsis e T hetis

T he muurmiber Oof operatiomnal tascomormi
aofF thhe diversity iNndices obtaimnaed for
showver im Table S2. AAs iNndicated by «
cormfirrmed | = W LIBSHURRF (Simnglet
DGEGG E fimngerprimtimg amnalvwses (Fig
feremnce was observed betvwesrm U
cormpared wwithh those of LT armnd BB

terial communities of all three depth
genaeral armd very simiilar, im particuls
LI (Fig. S3). Despite of exitrerme sali
BB is imnhabited by the comple>x rmuic
28 total phwlotypes (979 sSseguenc
bacterial =T aTe B archaseal (=l o RV
Nnmized anmnd compared with those of
PMMediterramnean Sea DHALsSs borime s

rewvealed a high percemntage of T Ffrefs
thhat accoumnted for Mmore thanmn $490<9%% o
im this lake. As corraoborated with och
thie bhrimes., the T hreftirs LLake shhared
rmicroibia=al Phywlothywpaes Wit hyppoaers.
sy rroaceis, wwihereas i Iy =igiht T
fournd to be cormrmorm wwwithh those

Chrr=mi= LLake (Fig. Sa) .

BrirocchermycasS pratHhhvways iy T hetis L=

Avs shhowwwm abowe, thhe T ihrhaeffis Lake is
steep chermo- and redoxclime betww
wwater anmnd dense anmnoxic hhywpersalime
spot of Mmiicrobial actiwvity. As imn ot
remnce of elewvated miicrobial bbiommas
be exxplainmned by the presence of a r
tThhat may supply emnaergy 1o ocormrmo
sedirmentation of organmnic detritus frc
ter, sulfide, elermeaenmtal sulfur, reduucec
Ffrorm =T =1 Fa iV V) T Ffrael chermoauto
By -—products frormrm cherrmoauutotrop i
2006 ; Borim e =, 2009 ). T Hheftrs brim
meernt wvwwith HS S comncentrations drop
the lower part of cheaermoclimne most
BDiological oxidatiomn. Memibers of O
o roreobhacteri= affilimated ity [
organisrms wwere fournd im both oxic
chermoclime. To imnterpret thheir possi
cCaEance im chermolithoautotrop by =1
T Hhrefis ecoswysterm, wwe looked at
Aactiwvity amnd monitored the presenc
tTures of autotrophy. T his was achis
[" Tl bicarbomnate assimiilationmn rate s
the e ErMMEYITIeS s imwvolved irmn the
reductiwve citric acid CO-—-Ffiximg owcle
1. S-bisphosphate carboxwylase/ oxxwg
Citrate Iyvase) respectively.
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chermolithoauutotrophiic usimng thhe 3
hyw dro>xywiuatywrate (SB-HFP/3-HE) LoVl e |
T hausr, 2007 ). Specially desigmed
Prirmer pairs (see Table S1) wwere
presence of rmRNASG of the genes o
acetwl-CoaA carboxylase ) &
oS dehnydratase (- HEBL[D), the 1
autotrophic pathwvway (“vYakirmow e =
2010, MNeithheaer oo mor <3 - a0l e
wwihereas PCR amplification product
total DNA collected at all thhree TF
showrn). Omne of the possible expls
[aW L= | T Fr=crrrmrarch haceola are tranmnspc
sSaeawvwater wwith simnkimg organic de
ecoswsterm amndad are Mmoot thhe meaemiber
thhomous mMmiiTocrobDial oo ity

To amnalyse the possible imwolwemn
bacteria to OO fixationmn process, tr
genes imnvolvyad im the autotrophic re
mMmonitored across all depths amnalys
T his O -—Fixim o Pathyvww ey i=s Wil e
mMmeaermbers of Eosifomnporofteolbacteri=
rmMmiicroasasaeropebhilic o aaanmnaserobhic latw ]|
Z20010a . b)) ATRF citrate lyvase is thhe ke
anrnd thhe transcocripts of thhe genmne codinrn
CoAaMaclB) were subjected o the amnalws
wwith oo, RT-PCR products were «
owerlyimg less salime anmnd more o>
SequenicoCes retriesweo (Fig. SS5SBEB) “
affiliated i C=] == genae s «—»F free-
mMmearmibers o F = siforreorofecobHhactiaeriv
hydrothermrmal vents (Hoagler = =7,
Seguenoes were also retriewed fronm
Frorm the tTotal 2 P mTMhe lack of
wwiitbhim this layver is imn conoorcdancces
O —Tfixating activity, thus, suggest
comnditiomn s amnd elevated salimity =0
teobacteriea wenre mot metabolically =
img heterotrophicaliy. Indeed. the
hawve recenmntly been recognized as §
mMmMiotrophic organmnisrms ubiguitouwus. ir
ecoswysSterrm s (CTTamipbhaell et &=, 2000
Ppossibility F= Thhat CEFERrTrrTrrEe— =
Ffowurnd im LI rmay be symibiomnts of la
isMms. FZubkow anmnd colleagues (199
BEBlack Sea omne group of ciliaates (s
order Scorticocifisiiaoa) populated the
=orme and that a signmificamt o ropoortis
ectosywywmbiotic bacteria. Im the hMedi
elevated comncentratiomns of flagellad
ZFoAanNs wwere ewidently presemnt bhoth
lesser externt im =B (Adexxanmndaer =
e =, 2009). Analy=img the diversity
thhe T Hhefis Lake, wwe hawve dermonstr
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OoOrganisrnms rewvealed | =W 16 ri=r
T2 11 anmnd TZ2E C10O riboclomnes
poimnted at thhhe evemntual imnteractiomn
karyotic amnd prokarryotic orgamnisrm
ecoswysterrmi. Forty —si»x cClomnes T
affilimated to STy KNowwrn SRS el
segueno@es wvwwere highly simiilar o ea
tight cluster, distanmntiy related to a&am
recovwe recl Frormm sedirments o F Ttk
Cooromng (South Aauastralia) (Fig. Sa0
depiths of T Ahrelfis were significamtiy
tramnscoripts,  belomngimng to this cluste
oF =il L N Ll anrmnd BB clomaes amnalys
Il=aci< «—F cultivabhle relative s P re
assigmnmeaent of this cluster o thio—-o>»x
b acteria, especially because of =0
tramnsfer of the s&Spos-AA genae, wwihich
sulfate-reducinmng bacteria (Friedrich
Ihm comntrast to the 165 rilRNkNS dats
assigmned T sulfate - reducimnog L0
Ffowurmnd at all depths of thhe T Ahetis e
genmnated U (1 8<9o of all LUV claomes) ww
mance im BB (S299% clomeas). T he om
Ilayer of Meaediterramneaearmn DHAL LrAr=r
tures attributed to sulfate reducer
described prewviouwusily (vanmn der WiwWie
anmnd proposed to bhhbe associated o C
reducaers. Mo sT «—»F e ff= oo e
transcripts (F39%) were organized il
ters wwith less tharm 752e of similari
reductase gemnes anmnd likely represe
speaecific group of sulfate reducers., f
im othhaer hMlediterramneanmn DHALs . T he

W e affiliated Wit Twwre OQroup s
retriewed Frorr hy drotherrmal weerait
(HOgler =t =25 . 201 O). T he sl l=1}
(2. 12 Mmrmold 7)), detected im thhe T FAre

ence of MRS molecules of aer-A g
lake suggested thhat sulfate-reducinm
Mmities playwy am active role im thhe fumc
ecOoOSsSwsSterrm.

NFf=rframnogetesis ama Zrmraaerobic rrre

FPrewious meaeasuraermaants of rmethharee
durimg imcubatiomn of samMmples from €
DHAL s imndicated thhat sulfate reduc
Mogenaesis are rmajor rmicrobial act
rmaermt {Drafformchico =i =r. . 20006 ; =B a
latterr process is carried out exoaclusiw
Errrymrof racea anmnd could bhbe rmonitor
expressiomn of oA genmne, encacocdimc
of mMmethwyl-coemnz=zyrrme P o recductase. 7
tThhe Fimaal resuctiom ir tThhe biogemnic
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Fig. &. A curmulative SSILY rilRNA-bhbacsed oy
Lake. The distributiomn of the groups alomng
circles); lowvwwer imterface (shaded circles); b
crossed circles., Scale bhar represents O.1 r

microiiaal life irmn this Ilake wwas per
elucidatiomn of warious Senwiromnrmenry
hydrochermical amnd redo>x ocomnmditior
dennce that arrmomg muuarMmerouns recdoao>
cyclimg is likely a major process drin
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this area of the Easterm hMMediterranm
cherrmolithoautotrophy, sulfate reduouc
arnd anaserobic rMmethanmne oxidatiorn =
processes Tunctiomimg im the Thatis
im othhaer hMediterramneanmn Sea DHAL s,
cal barrier other thamn the density, 1
chermoclimne forced the ewolutiom
mMmicraolial Ccormimunities highily ada
enwircomrmmernt. Aarmormcg 20O phwlogem
Oy twvwo bhbacterial groups vwenre rec
saed depths (Fig-. 4. hMost of T hefis
thhe canmndidate diwvisionmns fourmnd exxocef
=l aAaanNnoxic emnviromnrments woari Mo
wwihich preciude anmny speculationmns al

T he origim of DHA L -imhabhitimg rmiic
aand canmn be seaenmn as a part of & re
halophilic organism s isolatedd frorm
ity e =/f., =2000). A most imtriguainmg
these DHAL —specific halophiles ar
PpPopulations that became trapped im
wwihnermn the evaporite s forrmedd rmillicormms
thhe case the more profournd studies
hhow thhhey have beenmn survivimg or
salty subterrameanmn realrm.

Experimtmental procedures

e s rrmaeaagraeor e ama geoperyvwsiics o cF
T hetis Lake adepressiony

T he morpho-DbDathyrrmetric digital terrrai
MMediterramnean Sea at SO0 m resoluti
the conmnfimed depressions deeper or ec
imtaerfaces (oM average 3P200—3S300 rmy)
thherefore imnestigated wwith the RN O
tranmnsducer Bentos 3.5 KHZ= CThirpp sww
Airmimg at olbtaimimg =1 Pperfectiy stre
usually prodduced by the shharp salimity
seawvwaterdorime iNnterface. amnd comfimen

Sarrryeolfirtg ofFf P rafoclfirre s=rryaf Hrirre fry

Sampelimg of the T hrheaetirs Lake was o
Lrr=myre at Ilocaticom e P N ST St B e N | =gl

oceanographic cruises i Saept
(PRI E=EO8) =lals] Septermiber 2005
{(http A ocshg. omnb . ocsic.es rmMmarmbadinmnde s
collected usimog 121 Pliskir bottlies
(Gemnaral Oceaniocs, PhMi=crmi, —L.. L
11 plus conductivity —tenmpeaerature—-dae -
=Eird Electronmnics, BEBaellewwie Nl wr
oW iOen conocentrationmn at chosen deptlr
the WWinkler method wwithh arm auuatorms
burette 716 DMNS Titrimo (Metrohrm A
Samples for determmimimg mrmajor iom o
lected iry 1 0O0O0 MMl darkk polyaethwlemne (L
mMoOorT termmperature. Aldtermatively, 110
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salimity of thhe samples, dafferemnt comce
useed. T he basal mediurnm comntaimed e
200 g. VMIigCTil . SHO a4 g, M SO L. 7 HIO
a5 g, CTaCl.2H O O 14 g, Trace =ler

4 = DS . Fe(PNHF A =S, =2 rowgy.
Casarmino acids O.=2 g, rNaHCOD s S
rmaeclivarnm was preparaed uamnder 809 |
atmMmospheaere. Adfter sterilizationmn, 1O rm

(P edivarm 1 <21 DSMhVE) wwas added. Tco
acetoclastic [=lagls] methylotrophic laal=]
rmeaeclicarm was corresporitdimgly sup e laerr
=20, 200 kkKPa), A rrmalhva 17 acaetate Fir
20 kv 17 trirmethhwilarmimne (T 1A T o«
reducers, thhe basal mMmediurm vwas sSug
acetate (10 rmih) anmd Taactate (20 rmh
(1O mibhd 17 anmnd propiomnate (10 b 1
=i slelalellele ] LY supplernmented Wity Ty e
(1O v 17, =lerrmeaental swalfoar {= C
(10O i 1) R == usaedcd to ernrich et
isms. Autotrophic amnasrobes were en
suppPplaermaentec ity thhree differermt
elemental sulfur (3 g | ). Mmitrate (10 N
Fed(lll) oxide (D0 rmbha 1773 T he gas pha:
200 kKFa. The pH of the differemt rme
BDefore imocualaticom wewrii i 41 ruul (=3 sSar
rmeaeclivarm . T he cultures were iNmncubatec

CChhrerrryoacrtotrtrop s Frr tfre T hetis Lak

Prirmaary produuactiom was calculated t
mMmMeasuarerTemt =1 i ["*CTl-bicarOHhomate

uptake im 40 mil wvials samples im tripl
Fied sample vwas used as blamk. Sarmy
7T o daws imn thhe dark at 1.3 ((frry Siter terr
tiomn was termimated by the additiormn oF
comceaemtratiormn e =2<o ol ) ., = vl

thhrougihh O.1 jaem polycarbHbhomate filters
wwwashed three tirmes wwith 10O mil ofF wulter:
wwater amnd them exposedcd to conmncentrec
elirminmnate any  residue of radioactive i
thhemn placed im scimntillationm wvials, filled v
({PerkimElrmer) scimtillsaticom licgueaicd =1ale
1412 anmnalyser, WVWinSpectral w3I.0 (Fe
walues obtaimneaed imn disimntegrations per
usimng thhe dsimntegrationmns per miimuute o1l
comwerted imnto rates of productiomn of c
img to Hermdl amd colleagues (2005 ).

NG =l FRNAA e rrifics oy

Total DN amad RS vwerre extracted we
Pimidi HIE (Oiagen, Pdilam, Italyw). T he e>xt
accordinmng to the manuufacturer’™s imnstr
sarmples N e exxarmimnedc | = B Jgarcs
armnd comncentrations were determrmimec
N -1 OO0 Spaectrophotormeaeter (WAWillrmirec
NS synthhesis, RANA-—comntaimimg es<tr
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Résumé. Depuis 1983, l'existence de bassins hypersalés profonds anoxiques (DHABs Deep Hypersaline Anoxic
Basin) dans la Méditerranée orientale a été révélée. Ces bassins qui représentent un environnement extréme (anoxie,
hypersalé, pression hydrostatique, absence de lumiére) font I'objet de nombreuses études microbiologiques qui se

sont intensifiées depuis une quinzaine d’années. Les approches moléculaires ont révélé I'existence de communautés
microbiennes actives mais encore incultivées (ex : lignées MSBL, Mediteranean Sea Brine Lake) dans ces DHABS,
avec notamment des métabolismes microbiens tels que la méthanogénése et la sulfato-réduction. A ce jour, aucun
représentant cultivé affilié a ces groupes d’incultivés ou réalisant les deux processus microbiens cités n’ont été
caractérisé. Les objectifs majeurs de ce travail de thése portaient sur [lidentification des principaux groupes
métaboliques microbiens et particulierement les acteurs microbiens impliqués dans les processus dominants de
méthanogénése et de sulfato-réduction. Les approches culturales ont conduit a lisolement de 3 souches de
méthanogénes halophiles modérées de trois bassins (Thetis, Kryos, Tyro) affiliées phylogénétiquement au genre
Methanohalophilus. Une caractérisation chimio-taxonomique et génomique de ces souches a été menée. Les
résultats ont démontré la capacité des souches isolées a se développer dans les conditions in situ (température,
salinité et pression). L’analyse des génomes des souches des bassins hypersalés (milieux profonds vs milieux de
surface) a révélé d’'une part une réduction de 10% de la taille des génomes des souches isolées du milieu profond et
d’autre part indique une adaptation des souches aux conditions in situ. L’isolement de microorganismes appartenant
notamment au genre Marinobacter, Halomomas et Halanaerobium permet de proposer un modeéle d’interaction
syntrophique conduisant a la production des composés méthylés nécessaires aux souches du genre
Methanohalophilus pour la réaction de méthanogénése méthylotrophe dans ces bassins. Un nouveau genre bactérien
proche de séquences issues des DHABS et appartenant au phylum des Bacteroidetes a été isolé et est maintenu en
culture stable. Ce microorganisme trés difficile a cultiver représente le premier isolat appartenant a un des groupes
d’incultivés mis en évidence dans les DHABs.

Mots Clefs : DHABs, environnement extréme, Methanohalophilus, pression hydrostatique, génome.

Abstract. Since 1983, the existence of Deep Hypersaline anoxic basins (DHABs) has been revealed in the Eastern
Mediterranean basin. These basins which represent extremes environments (anoxic, hypersalty, dark, high hydrostatic
pressure) have been under investigation and increasing interest the last fifteen years. The molecular approaches
revealed the presence of active and uncultivated microbial communities in the DHABs with two main metabolic
processes such as methanogenesis and sulphate-reduction. Until now, no representative strain of the different
uncultivated lineages thriving in the DHABs (ex : lineages MSBL, Mediteranean Sea Brine Lake) or involved in the two
processes have been yet cultivated. The main objectives of the thesis work were to (i) identify the microbial key
players in the processes of methanogenesis and sulphate-reduction, (i) isolate new microbes adapted to hypersaline
conditions and to study their physiology, (iii) to compare the genome and the physiology of the strains belonging to the
genus Methanohalophilus, isolated from three different basins (Thetis, Kryos, Tyro), (iv) attempt to cultivate and
isolate strains belonging to the uncultivated lineages described in the DHABs. Our cultivation approach allow to
cultivate and isolate three methanogenic methylotrophic moderately halophile strains belonging to the genus
Methanohalophilus from the basins Thetis, Kryos and Tyro. A chemo-taxonomic and genomic characterization of the
isolates revealed the capacity of the strains to grow under in situ conditions. Genome analysis revealed the
streamlining reduction (by 10%) of the 3 genomes of our deep sea isolates compared to the terrestrial species of the
genus Methanohalophilus and also an adaptation of the isolates to the in situ conditions. The isolate SLHTYRO
represent a new species of the genus for which we propose the name M. profundus strain SLHTYRO. Other microbial
isolates belonging to genus Marinobacter, Halomonas, and Halanaerobium obtained could be involved in a syntrophic
relationship with archaeal partners of the Methanohalophilus genus in order to produce methylated compounds from
betaine which in turn is used as catabolic substrates in the methanogenesis process. A new strain belonging to a new
genus affiliated the the Bacteroidetes phylum and phylogenetically close to clones identified in the DHABs has been
cultivated and isolated in pure culture. This hard to grow isolate represents the first cultivated members of the diverse
uncultivated lineages discovered in the DHABs.

Key words : DHABs, extreme environnement, Methanohalophilus, hydrostatic pressure, genome.
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