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1. Les écosystèmes hydrothermaux océaniques profonds 
 
L'océan profond constitue l'environnement le plus étendu de notre planète, et c'est pourtant 

l'un des moins étudiés. L'écosystème abyssal couvre 307 millions de km2, soit les 2/3 de la 

surface du globe terrestre. A cause du froid et de l'absence de lumière, cet écosystème a 

longtemps été considéré comme l'un des plus pauvres de la planète. Cependant, cette vision 

d'un monde abyssal fut ébranlée à la fin des années 70 lors d'une exploration sous marine 

menée sur la dorsale du Pacifique au large des Iles Galápagos. C'est à 2500 m de profondeur 

que des géologues embarqués à bord du sous-marin américain Alvin découvrirent avec 

stupéfaction l'existence de communautés luxuriantes de bivalves, de vers gigantesques et 

autres organismes, réparties tout autour de sources chaudes (Corliss and Ballard, 1977; 

Lonsdale and Lawver, 1980). La découverte des sources hydrothermales océaniques 

profondes a bouleversé nos connaissances en océanographie biologique ainsi que notre vision 

de l'océan profond. 

 

1.1. Contexte géologique général et localisation 

 

L’enveloppe superficielle du globe terrestre, ou lithosphère, est formée de plaques 

relativement rigides, épaisses d’une centaine de kilomètres, flottant sur le manteau plastique 

(ou asthénosphère) (Figure 1). Dans le noyau terrestre, la désintégration radioactive 

d’éléments chimiques produit un flux de chaleur qui se dissipe vers la surface, engendrant des 

cellules de convection dans l’asthénosphère à l’origine du mouvement des plaques. C’est le 

long des frontières séparant les plaques que les phénomènes tectoniques sont les plus 

importants. Il existe trois types de limites :  

- Les zones d’expansion du plancher océanique, ou rifts océaniques, conséquences de 

la remontée de magma dans les zones de convection de l’asthénosphère, 

- Les zones de subduction, formées par le passage de la lithosphère océanique sous 

une autre lithosphère océanique ou sous une croûte continentale  

- Ajoutons à ces phénomènes celui des points chauds, dus à une remontée localisée de 

magma à travers le plancher océanique, engendrant ainsi des séries de volcans (archipels). 

La carte (Figure 2) présente une liste non-exhaustive des sites hydrothermaux étudiés jusqu’à 

présent et pour lesquels une faune associée a été observée. La profondeur de ces sites varie 

entre 700 et un peu plus de 4000 m (4200 m pour le site Ashadze sur la Dorsale Médio-

Atlantique). 
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Figure 1 : Principe général de la tectonique des plaques d’après http://ggl.ulaval.ca.personnel/. 

 
Les sites hydrothermaux océaniques sont situés dans des zones à forte activité tectonique, le 

long des dorsales médio-océaniques (Atlantique, Pacifique oriental, Océan Indien), à 

proximité de zones de subduction, ainsi qu’au niveau des bassins arrière-arcs du Pacifique 

occidental (Bassin de Lau, Bassin Nord-Fidjien, Bassin de Manus). Les sites du Pacifique ont 

été les plus visités, par rapport à ceux de l’océan Atlantique ou Indien. Sur une longueur totale 

de 60000 km, seules quelques centaines de kilomètres de dorsales ont été explorées à ce jour. 

A l’image des sites hydrothermaux récemment découverts dans l’océan Indien (Van Dover et 

al., 2001) et l’océan Atlantique (Ashadze)(Mozgova et al., 2008), de nombreux sites restent 

probablement à découvrir. 
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Figure 2: Localisation des dorsales océaniques et des sites hydrothermaux marins étudiés par les biologistes. Les points localisent les sites hydrothermaux. Modifié 
d’après http://www.ifremer.fr/droep  
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1.2. Géochimie et Minéralogie 

 

1.2.1. Composition du fluide hydrothermal  

 

A l’échelle d’un champ hydrothermal, l’activité tectonique des dorsales se manifeste par 

l’émission de fluide hydrothermal issu de la circulation de l’eau de mer à travers la croûte 

océanique. La composition chimique des fluides hydrothermaux est un facteur très important 

qui peut avoir une influence directe sur la distribution de la biocénose hydrothermale 

(Desbruyères et al., 2001). Plusieurs facteurs déterminent sa composition (Von Damm, 1995). 

La température et la pression sont deux paramètres influant largement la thermodynamique 

des réactions d’oxydo-réduction et donc la composition chimique des fluides hydrothermaux. 

Ainsi, au cours de sa circulation dans la croûte océanique, l’eau de mer rencontre une grande 

variété de conditions de température et de pression, influençant ses échanges avec le substrat 

minéral (Figure 3). La séparation de phase, c’est-à-dire l’état physique dans lequel un fluide 

est à la fois liquide et gazeux, est atteinte dans des conditions de température et de pression 

rencontrées dans la croûte océanique. Ce processus physique, à l’origine de l’enrichissement 

du fluide hydrothermal en chlorure de sodium, est celui ayant l’influence la plus marquée sur 

la composition chimique du fluide hydrothermal (Von Damm, 1995). 

La composition chimique des fluides hydrothermaux est également liée à 

l’environnement géologique. Des sites hydrothermaux distants seulement de quelques 

dizaines de kilomètres peuvent émettre des fluides ayant des compositions chimiques très 

différentes. Par exemple, le champ hydrothermal Rainbow (36°N, MAR, 2300 m) repose sur 

un socle composé de roches ultramafiques issues du manteau (Fouquet et al., 1988). 

L’interaction du fluide hydrothermal avec ces roches (serpentinisation) libère de fortes 

concentrations en méthane, en hydrogène, en CO2, en métaux et en éléments traces avec des 

concentrations en méthane et en hydrogène élevées (Charlou et al., 2002; Douville et al., 

2002). En revanche, le champ voisin Lucky Strike (37°N, MAR, 1700 m) reposant sur un 

socle basaltique, est caractérisé par des fluides avec de faibles teneurs en H2S. 

Le fluide hydrothermal ainsi formé rejaillit au niveau du plancher océanique en des 

points focalisés constituant les sources hydrothermales. Selon la nature des roches traversées 

et selon le degré de mélange du fluide hydrothermal avec l’eau de mer avant son émission, la 

composition, la température et le débit du fluide en sortie peuvent varier d’un site à l’autre, et 

même selon les points d’émission, sur un même site.  
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1.2.2. Edification d’une cheminée hydrothermale  

 

Après s’être infiltrée dans les fissures lithosphériques, l’eau de mer s’enfonce à plusieurs 

kilomètres dans la croûte océanique. Sous l’effet de la température et de la pression, le fluide 

change d’état physique et interagit avec la roche mère (basalte, péridotite, gabbros). 

L’édification d’une cheminée hydrothermale se déroule en plusieurs étapes (Fouquet et al., 

1988). Lorsque le fluide ne subit pas de dilution avec l’eau de mer, sa température au point 

d’émission est très élevée (350°-400°C) et son débit important. Au contact de l’eau de mer se 

forme une matrice poreuse de sels de sulfates, BaSO4 (barytine) et CaSO4 (anhydrite) à partir 

des ions sulfates de l’eau de mer dont le fluide est dépourvu. La paroi de l’édifice croît 

verticalement par dépôt des sulfures métalliques de cuivre, zinc et fer (chalcopyrite, 

pyrrhotite, pyrite et sphalérite) sur la surface externe. La porosité de cette paroi diminue 

progressivement au cours du temps, créant une séparation physique entre le fluide 

hydrothermal et l’eau de mer. La température augmente au centre de la cheminée. Des 

sulfures de cuivre et fer (pyrite, marcassite, pyrrhotite, chalcopyrite, isocubanite) précipitent 

sur la paroi interne de l’édifice pour former le conduit central. La cheminée commence à 

croître latéralement par remplacement progressif de l’anhydrite par des sulfures comme la 

chalcopyrite plus stable dans les nouvelles conditions de température de la cheminée. Dans le 

gradient de température ainsi créé, les minéraux s’organisent de manière concentrique, 

stabilisant ainsi la structure de la cheminée. La cheminée croît à la fois vers l’intérieur et vers 

l’extérieur. Les cheminées sont schématiquement représentées comme des structures cylindro-

coniques, mais dans la réalité, ce sont des structures irrégulières présentant de nombreux 

canaux et cavités. Des expansions latérales ou "flanges" peuvent également se former. On 

estime que la durée de vie d’une cheminée peut atteindre plusieurs dizaines d’années, mais 

elle peut être plus courte (1 à 5 ans) sur des zones très actives telles que la dorsale du 

Pacifique oriental.  

 
1.3. Les sites hydrothermaux de la Dorsale Médio- Atlantique : Caractéristiques 
géologiques et biologiques. 
 
Les sites de la ride médio Atlantique (MAR) ont été visités dans les années 1980’, les 

océanographes ne pensaient pas qu’un hydrothermalisme actif contemporain pouvait être 

associé à une dorsale lente (expansion de 1 à 2 cm par an contre 18 cm sur les dorsales du 

Pacifique) (Figure 4). 
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Figure 3 : Représentation schématique d’une source hydrothermale océanique (Baross and J.D., 1985; 
Jannasch and Taylor, 1985; Erauso, 1994). 

 

L’exploration de cette dorsale océanique a débuté sur une section limitée par la zone « Vema 

fracture » (11°N) au Sud, et par le plateau des Açores (38°N) au nord, avec pour exception 

quelques zones actives décrites à la périphérie de l’Islande. Depuis 1985, neuf zones actives 

ont été étudiées sur la ride Médio Atlantique avec du Nord au Sud : Ménez-Gwen, Lucky 

Strike, Rainbow, Broken Spur, Lost City, TAG, Snake Pit, Logatchev, Liliput et plus 

récemment Ashadze (Charlou et al., 2000; Pimenov et al., 2000; Charlou et al., 2002; 

Douville et al., 2002; Kelley et al., 2005; Perner et al., 2007). Les conditions 

environnementales qui caractérisent les sites hydrothermaux des sites de l’Atlantique sont très 

différentes d’un site à l’autre. Ces différences sont liées d’une part aux variations observées 

dans les profondeurs le long de l’axe et à la nature des roches. Les zones les plus profondes 

(>4000 m) sont relativement stables. Ainsi une activité hydrothermale de 26000 ans a été 

rapportée pour le site de TAG. Au contraire, les zones situées à moins de 3000 m de 
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profondeur, en particulier Rainbow et Ménez Gwen, sont instables dans le temps et l’espace 

(Desbruyères et al., 2001). Le Fe et le Mn sont les métaux de transition les plus abondants 

dans les fluides hydrothermaux des sites de l’Atlantique. La variabilité de la composition du 

fluide serait largement influencée par la séparation de phase à haute température et à la nature 

des roches.  

 La plupart des sites hydrothermaux MAR reposent sur une sous-couche basaltique. 

Toutefois, 3 sites hydrothermaux reposent sur des roches du manteau terrestre (roches 

ultramafiques) : Logatchev, Rainbow et Ashadze. Les fluides de ces sites présentent des 

concentrations en CH4 et en H2 élevées par rapport aux fluides des sites sur substrat basaltique 

(Charlou et al., 2002; Douville et al., 2002). 

 

 

 

Figure 4 : Localisation des principaux sites de la Dorsale Médio-Atlantique 

 

• TAG (Trans Atlantic Geotraverse)  

 

Le site de TAG se situe à 26°08'N et à une profondeur d’eau d'environ 3620 m sur la croûte 

océanique basaltique de 100.000 ans. Les caractéristiques principales du champ de TAG ont 

été récapitulées par Humphris et coll (Humphris et al., 1995). Le segment volcanique TAG a 

la morphologie d'un sablier (Purdy et al., 1990; Sempere et al., 1990) se rétrécissant et 
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remontant vers le centre du segment. A 26°10'N, la largeur du plancher de la vallée est 

d'environ 6 à 9 kilomètres. A cet endroit la vallée du rift forme un dénivelé de 2000 m de 

profondeur. Le mont hydrothermal actif « Black Smoker Complex » appartient à une vaste 

zone sur laquelle plusieurs monts de dimensions similaires mais plus anciens et inactifs ont 

été localisés. A des zones d’activité de basse température correspondant à l’émission de fluide 

dilué sont associées des dépôts d’oxyde de manganèse (Rona, 1984).  La faune hydrothermale 

est dominée par la crevette Rimicaris exoculata. La présence de vers polychètes et 

d’anémones par exemple a été reportée (Rona et al., 1986). L’activité biologique est 

grossièrement corrélée au gradient hydrothermal (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   (A )                                                                        (B) 

Figure 5: Fumeur noir sur le «  Black Smoker Complex » (A) et crevettes Rimicaris exoculata sur le site 
TAG (B). 

 

• Rainbow  

 

Le champ hydrothermal Rainbow (36°13,80’ N) situé sur le segment nord de la dorsale 

médio-atlantique est la plus profonde  des zones actives (2270 et 2320 m) du point triple des 

Açores. Le champ hydrothermal couvre une surface de 250 m x 60 m (Fouquet, 1997). Il est 

situé à l’intersection de la ride et d’une faille non-transformante ; des roches ultrabasiques y 

affleurent et seule une veine de basalte située à un kilomètre à l’est du champ hydrothermal a 

pu être localisée (Fouquet, 1997). Ce contexte ultrabasique et les processus de séparation de 

phase conduisent à un enrichissement des dépôts en cuivre et en zinc ainsi qu’à des fluides 

chauds (360° C) de forte chlorinité (> 750 mmol/kg), de faible pH (< 3), très enrichis en gaz 

(par exemple, CH4 jusqu'à 2,2 mmol/kg (Donval et al., 1997) mais relativement pauvres en 

H2S (< 2.5mmol/kg (Charlou, 1997). Le mélange de ce fluide surchauffé avec l’eau de mer 
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environnante dont la température est de 3,76°C provoque une intense précipitation minérale 

(Figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       (A)                                                                      (B) 

Figure 6: Les crevettes Rimicaris exoculata (A) et la cheminée « Thermitière » (B) sur le site Rainbow 

 

• Lost City  

 

Le site de Lost City est situé à 750 m de profondeur, il a été découvert en 2000 par les équipes 

américaines (Von Damm, 2001). Ici c’est la dislocation du massif qui a conduit à 

l’exportation de roche ultramafique riche en magnésium. La circulation du fluide dans le 

massif est conditionnée par des réactions de serpentinisation et par le refroidissement des 

roches du manteau.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Edifices carbonatés caractéristiques du site Lost City 

 

A B IFREMER - Exomar 2005 IFREMER - Exomar 2005 
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Ces réactions entrainent des conditions de pH alcalin (pH compris entre 9 et 11) et des 

températures qui varient de 40 à 91°C. Le fluide est caractérisé par de fortes concentrations en 

hydrogène dissous et méthane. Le mélange entre les fluides chauds à pH élevé entraine la 

précipitation de carbonates et la formation de surprenantes cheminées blanches qui s’élèvent à 

60 m de hauteur (Figure 7). 

 

• Lucky Strike et Ménez Gwen  

 

Les sites de Lucky Strike et Ménez Gwen situés respectivement à 37’18N et 37’50N ont été 

découverts en 1993 et 1994 lors des campagnes FAZAR et DIVA1. Ces deux systèmes sont 

relativement peu profonds comparés aux autres sites de la dorsale médio-Atlantique avec des 

profondeurs de 1700 m et 850 m respectivement. 

Dans le segment Lucky Strike (37° N à 37°35’ N), la vallée axiale est large (~15 km) et 

profonde (~ 950 m). Au centre de cette vallée se trouve un volcan composite qui forme un 

haut topographique d’environ 430 m d’altitude et de 13 km de long sur 7 km de large. Ce 

volcan est divisé en deux parties par une vallée axiale orientée N-S ; la partie occidentale est 

composée de trois cônes volcaniques entourant un lac de lave d’environ 300 m de diamètre et 

présentant des laves très fraîches. Le champ hydrothermal Lucky Strike, qui encercle ce lac, 

est l’un des champs hydrothermaux les plus étendus connus actuellement dans l’océan 

atlantique. Ses caractéristiques principales sont une profondeur relativement faible (~ 1700 m) 

et le contrôle du système hydrothermal par ce lac de lave (Fouquet, 1997; Charlou et al., 

2000). 

 

 

Figure 8: Modioles Bathymodiolus azoricus sur Lucky strike 
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Les fluides hydrothermaux dont la température est comprise entre 170°C et 324° C ont de 

faibles teneurs en H2S (< 3 mmol/kg), en métaux ainsi qu’une forte concentration en baryum 

et en gaz (CH4 jusqu'à 0,85 mmol/kg). La chlorinité du fluide est voisine de celle de l’eau de 

mer (500-520 mmol/kg). Les caractéristiques des fluides (température, chlorinité et teneur en 

gaz) sont variables selon les sites. Au contraire, les fluides de Ménez Gwen sont clairs avec 

une température d’émission relativement uniforme de 285°C, et des chlorinités inférieures à 

celles de Lucky Strike.  

La faune sur ces deux sites est dominée par la modiole Bathymodiolus azoricus qui forme des 

moulières importantes (Figure 8). De nombreux poissons profonds, comme les requins ou les 

chimères, rôdent autour des sites où ils viennent se nourrir. Des tapis importants de bactéries 

filamenteuses peuvent couvrir les parois des édifices hydrothermaux et les assemblages de 

moules. 

 
1.4. Découverte des micro-organismes associés aux sources hydrothermales 

 

Les premières études portant sur les micro-organismes associés aux sources hydrothermlaes 

remonte aux années 1980, avec notamment l’enrichissement et l’isolement de trois micro-

organismes sulfo-oxydants appartenant au domaine des Bacteria et issus de sources 

hydrothermales des Galapagos (Ruby et al., 1981). La même année, une activité chimio-

autotrophe fut mise en évidence dans le trophosome du vers Riftia pachyptila (Felbeck, 1981). 

Par la suite, les études de microbiologie, avaient permis d’établir le rôle des micro-organismes 

dans la chimiosynthèse (Baross et al., 1982; Jannasch, 1985) en tant que producteurs 

primaires notamment dans le cadre d’associations symbiotiques avec la macrofaune 

(Cavanaugh et al., 1981; Felbeck, 1981) et d’expliquer ainsi le développement des 

communautés animales de fortes densités au voisinage des émissions de fluides malgré la 

présence de conditions physico-chimiques à priori peu propices à la vie (température élevée, 

présence d’éléments toxiques).  

Parallèlement à la découverte des sources hydrothermales les microbiologistes commencaient 

à isoler et à décrire des micro-organsimes thermophiles provenant essentiellement  des 

écosystèmes chauds terrestres et littoraux (Brock et al., 1972; Zeikus and Wolfe, 1972; Stetter 

et al., 1981; Jones et al., 1983; Kawasumi et al., 1984; Fiala and Stetter, 1986; Huber et al., 

1986; Lauerer et al., 1986; Zillig et al., 1986). Dans ce contexte il a été assez rapidement 

admis par la communauté scientifique que les sources hydrothermales abyssales étaient 

propices à l’isolement de microorganismes hyperthermophiles qui constituaient une source 
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potentielle d’enzymes thermostables utiles au développement d’applications industrielles 

(Deming, 1986; Ng and Kenealy, 1986). Les premières espèces hyperthermophiles 

hydrothermales décrites sont :  

Methanococcus jannaschii, autotrophe méthanogène (Jones et al., 1983) isolée à partir 

d’échantillons du bassin de Guaymas,  

- Staphylothermus marinus, une Archaea hétérotrophe anaérobie sulfo-réductrice isolée d’une 

source hydrothermale de la Ride du Pacifique Oriental (Fiala et al., 1986)  

- et deux souches S et SY, hétérotrophes anaérobies sulfo-réductrices, hyperthermophiles 

appartenant au genre Desulfurococcus (Jannasch et al., 1988).  

Depuis le nombre de micro-organsimes décrit n’a cessé de croître. Nous reviendrons sur la 

description de ces communautés microbiennes dans la partie 2.2 de ce chapitre. 

 

2. Diversité des procaryotes 
 

Il est désormais établi que les procaryotes dominent la biosphère. Partout où il y a de la vie, il 

y a des procaryotes. Ces derniers, prospèrent dans les habitats trop froids, trop chauds, trop 

salés, trop acides ou trop alcalins pour n’importe quel eucaryote. Les procaryotes sont des 

organismes microscopiques mais leur activité a une incidence colossale sur la Terre et les 

organismes qu’elle abrite. 

Les procaryotes assurent entre autre le recyclage du carbone et d’autres éléments chimiques 

essentiels. Si les procaryotes «disparaissaient », les cycles biogéochimiques qui entretiennent 

la vie s’arrêteraient et toutes les formes de vie eucaryote s’éteindraient.  

Bien qu’invisibles à l’œil nu, les procaryotes n’en sont pas moins abondants dans la 

biosphère. Leur nombre total est estimé entre 4 x 1030 et 6 x 1030 cellules, ce qui correspond 

en termes de carbone à plus de la moitié du carbone total contenu dans les plantes (Whitman 

et al., 1998b). On les retrouve aussi bien dans les environnements aquatiques, terrestres, 

souterrains ou aériens, qu’en étroite association avec des eucaryotes (Whitman et al., 1998a). 

Les procaryotes sont responsables des transformations essentielles au fonctionnement de la 

biosphère. Ainsi grâce aux réactions d’oxydo-réduction qu’ils catalysent, les procaryotes 

influencent ou initient les cycles biogéochimiques des éléments majeurs tels que le carbone, le 

soufre, l’azote et le fer. Au sein des écosystèmes, ils peuvent être des producteurs primaires, 

constituant le premier maillon de la chaîne trophique, ou encore jouer le rôle de 

décomposeurs, responsables de la reminéralisation de la matière organique. Outre 

l’importance vitale des micro-organismes dans la biosphère, ceux-ci ont parfois un impact 
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majeur dans des secteurs comme l’agro-alimentaire, l’agriculture, la santé, et 

l’environnement. On sait par exemple que les micro-organismes présents dans les rizières 

contribuent au quart des émissions mondiales de méthane, un des principaux gaz à l’origine 

de l’effet de serre et du réchauffement climatique. Aujourd’hui, le rôle primordial des 

procaryotes dans la biosphère ne fait aucun doute. Cependant en terme de diversité spécifique, 

les 7100 espèces de procaryotes décrites à ce jour (Achtman and Wagner, 2008) représentent 

une part quasiment négligeable du nombre total d’espèces vivantes connues. Les différentes 

estimations du nombre total d’espèces procaryotiques indiquent également que nous n’en 

connaissons qu’une infime partie (0,05 à 10 % selon l’écosystème considéré) (Amann et al., 

1995). 

 

2.1. Diversité métabolique : besoins énergétiques et métabolisme cellulaire chez les 
procaryotes 

 

Le métabolisme correspond à l’ensemble des réactions biochimiques se déroulant dans une 

cellule. C’est un processus faisant intervenir des processus de dégradation (catabolisme) et de 

synthèse organique (anabolisme) (Figure 9).  

 

Figure 9 : Réactions métaboliques majeures d’après (Karl, 1995) 

Tous les organismes cellulaires possèdent un métabolisme particulier. Les cellules utilisent les 

nutriments de leur environnement et les transforment. Elles conservent une part de l’énergie 
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présente dans ces substances sous une forme assimilable et les éléments nécessaires à la 

synthèse de macromolécules puis elles éliminent les déchets. 

On peut classer les procaryotes selon la manière dont ils se procurent de l’énergie et du 

carbone (Figure 10). Les deux voies de production d’énergie sont la phototrophie et la 

chimiotrophie. 

 

 La phototrophie, c'est-à-dire l’utilisation de l’énergie lumineuse comme source 

d’énergie est largement répandue chez les procaryotes. Les organismes phototrophes, 

capables de réaliser la photosynthèse sont souvent également autotrophes c'est-à-dire capable 

d’utiliser le CO2 comme source de carbone. Il existe également des micro-organismes 

photohétérotrophes qui utilisent une source de carbone organique. Grâce à des pigments 

photosensibles (chlorophylle) ou bacteriochlorophylle, les micro-organismes utilisent 

l’énergie lumineuse pour produire de l’ATP. Chez les bactéries, la photosynthèse est souvent 

anoxygénique, en effet les donneurs d’électrons nécessaires à la régénération des NAD+ ou 

NADP+ sont des composés inorganiques autres que l’H2O (production d’O2) tels que H2S, S0, 

S2O3
2-. 

 

 Les micro-organismes chimiotrophes utilisent une source d’énergie chimique. On 

distingue dans ce groupe, les chimio-organotrophes qui obtiennent leur énergie grâce à 

l’oxydation des composés organiques, l’énergie s’accumule dans la cellule sous forme de 

composés riches en énergie (ATP, acétylphosphate, acétyl-CoA, PEP) et les chimio-

lithotrophes quant à eux tirent leur énergie de l’oxydation de composés inorganiques réduits 

tels que le fer (Fe2+), l’ammonium (NH4
+), le dihydrogène (H2) ou l’hydrogène sulfuré (H2S). 

 

La chimioorganotrophie est le métabolisme le plus commun au sein des micro-organismes, 

la croissance en chimioorganohétérotrophie se produit souvent en condition aérobie avec 

l’oxygène (O2) comme accepteur terminal d’électrons. Cependant, en absence d’oxygène, la 

croissance est possible, par fermentation ou par utilisation d’un autre accepteur terminal 

d’électrons tels que NO3-, NO2-, Mn4+, Fe3+, SO4
2- ou S0 

Dans tous les environnements marins, les sulfates SO4
2- sont présents à de fortes 

concentrations et représentent en absence d’oxygène l’accepteur d’électron préférentiel. 
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Figure 10: Diversité des métabolismes chimiotrophes. La croissance des procaryotes en fonction des 
donneurs d’électrons organiques ou inorganiques est exprimée comme des pourcentages variables 
d’énergie totale et de carbone nécessaire. Modifié d’après (Karl, 1995). 

 

Les micro-organismes chimioorganohétérotrophes peuvent utiliser une large gamme de 

composés organiques pour leur croissance. Par exemple, un cas extrême est représenté par 

certaines bactéries du genre Pseudomonas, qui peuvent se développer sur plus de 80 

composés organiques différents (Stanier et al., 1966). A l’opposé certains micro-organismes 

ne peuvent utiliser qu’un ou deux composés organiques comme source d’énergie et de 

carbone (Smith and Hoare, 1977). Un autre avantage du métabolisme 

chimioorganohétérotrophe est la capacité des organismes à utiliser plus d’un substrat à la fois 

grâce à des voies métaboliques variées. Certains procaryotes ont la capacité à mettre en œuvre 

outre un métabolisme chimioorganohétérotrophe un métabolisme énergétique chimio-

lithotrophe et d’utiliser le CO2 comme source de carbone (autotrophie).  

 

La chimiolithotrophie 

 
Les micro-organismes chimiolithotrophes utilisent des substances inorganiques comme source 

d’énergie. Les chimiolithotrophes obligatoires ont nécessairement besoin de composés 
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inorganiques réduits comme source d’énergie pour pouvoir se développer. De nombreux 

micro-organismes chimiolithotrophes obligatoires sont capables d’utiliser le carbone 

inorganique (CO, CO2 par exemple) comme unique source de carbone. D’autres procaryotes 

sont capables d’utiliser une large gamme de substances organiques en plus ou à la place de 

composés inorganiques. Les principaux donneurs d’électrons sont H2, Fe2+, H2S S°. La figure 

11 ci-dessous présente les couples d’oxydo-réduction et les potentiels redox associés.  

 

 

Figure 11: Principaux couples d’oxydo-réduction d’après « Brock Biologie des micro-organismes » 
Chapitre 5 (Madigan and Martinko, 2007) 

 

2.2. Diversité phylogénétique et métabolique des micro-organismes thermophiles et 
hyperthermophiles 

 

La découverte des procaryotes hyperthermophiles à la fin des années 1970 coïncide avec la 

découverte de l’existence du domaine des Archaea, « le troisième domaine du vivant », grâce 

aux travaux pionniers de Karl Woese (Woese and Fox, 1977; Woese et al., 1990). Les micro-
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organismes procaryotes thermophiles et hyperthermophiles isolés des zones d’activités 

geothermales terrestres et marines appartiennent aux deux domaines Bacteria et Archaea. Ces 

procaryotes présentent des caractéristiques physiologiques et métaboliques très diverses et 

interviennent dans la plupart des grands cycles biogéochimiques, notamment celui du soufre.  

 

 

 

 

 

Figure 12: Arbre phylogénique du vivant d’après Woese modifié d’après Stetter (2006) (Stetter, 2006). 

 
2.2.1. Les Bacteria 

 

Les micro-organismes thermophiles au sein du domaine des Bacteria appartiennent à 

plusieurs lignées. Certaines lignées comportent à la fois des espèces mésophiles et des espèces 

thermophiles alors que trois lignées positionnées à la base de l’arbre phylogénétique des 

Bacteria ne comportent que des espèces thermophiles et hyperthermophiles. 
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Au sein des Cyanobactéries on trouve quelques espèces thermophiles dont les représentants 

les plus thermophiles sont des espèces des genres Chloroflexus et Synechococcus, qui sont 

pour certaines espèces des thermophiles modérés phototrophes bien représentés dans les 

systèmes hydrothermaux terrestres (Ferris et al., 1996). Au sein des bactéries Gram positives 

un certain nombre d’espèces thermophiles appartenant à l’ordre des Bacilliales ou celui des 

Clostridiales ont été décrites telles les espèces des genres Thermoanaerobacterium, 

Caminicella, et Tepidibacter (Liu et al., 1996; Alain et al., 2002b; Slobodkin et al., 2003; 

Fardeau et al., 2004; Urios et al., 2004a; Kublanov et al., 2007). Ces organismes sont des 

fermentaires anaérobies. Des espèces appartenant au groupe Thermus-Deinococcus, telles que 

les espèces des genres Thermus, Rhodothermus, Meiothermus, Vulcanithermus et 

Oceanithermus ont été isolées aussi bien d’environnements chauds continentaux que marins 

(Brock and Freeze, 1969; Alfredsson et al., 1988; Sako et al., 1996; Miroshnichenko et al., 

2003c; Miroshnichenko et al., 2003d). Ces organismes sont des chimioorganotrophes 

aérobies. Récemment des espèces thermophiles appartenant à la classe Epsilon des 

protéobactéries ont été isolées d’écosystèmes hydrothermaux sous marins profonds. Ces 

micro-organismes, telle l’espèce Caminibacter hydrogenophilus sont des autotrophes 

anaérobies sulforéductrices réduisant le soufre, ainsi que les nitrates et/ou l’oxygène pour 

certaines d’entre elles (Alain et al., 2002b). 

Les trois lignées (Thermotogales, Thermodesulfobacteriales et Aquificales), situées à la base 

de l’arbre des Bacteria, et constituées de un ou plusieurs genres principaux, comportent 

principalement des espèces thermophiles et hyperthermophiles anaérobies ou microaérophiles. 

L’ordre des Thermotogales comporte plus d’une vingtaine d’espèces isolées à partir d’un 

grande de variété d’écosystèmes chauds. Thermotoga et les genres proches sont des bactéries 

hyperthermophiles, chimioorganotrophes fermentatives, dont la température optimale de 

croissance se situe vers 80°C, Ces organismes ont été isolés aussi bien de sources chaudes 

terrestres (Thermotoga, Fervidobacterium) (Windberger et al., 1989; Huber et al., 1990b) que 

de sources hydrothermales côtières ou profondes (Thermotoga, Thermosipho, Marinitoga) 

(Huber et al., 1986; Antoine et al., 1997; Wery et al., 2001a; Alain et al., 2002a; Postec et al., 

2005c; Nunoura et al., 2007b) que de puits de pétrole (Petrotoga) (Lien et al., 1998; 

L'Haridon et al., 2002; Miranda-Tello et al., 2004; Miranda-Tello et al., 2007) et présentent la 

caractéristique commune de posséder une enveloppe externe semblable à un fourreau : la 

« toga ». Les espèces du genre Thermodesulfobacterium (Jeanthon et al., 2002) et 

Thermodesulfatator (Moussard et al., 2004; Alain et al., soumis) sont des bactéries sulfato-

réductrices thermophiles (optimum, 70°C) qui se positionnent comme une lignée isolée entre 
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Thermotoga et Aquifex. Les micro-organismes des genres Aquifex, Persephonella (Gotz et al., 

2002; Nakagawa et al., 2003) et Desulfurobacterium (L'Haridon et al., 1998; Alain et al., 

2003; L'Haridon et al., 2006b) sont des chimiolithoautotrophes hyperthermophiles et sont les 

plus thermophiles de toutes les Bacteria connues avec une température optimale de croissance  

de 85°C (Huber et al., 1992). Différentes espèces d’Aquificales utilisent H2 comme donneur 

d’électrons (organismes hydrogénotrophes) mais peuvent également utiliser S0 ou S2O3
2- 

comme donneurs d’électrons et O2 ou NO3
- comme accepteurs d’électrons. Ces organismes 

qui peuvent croître jusqu’à 95°C ne tolèrent que de très faibles concentrations en O2 mais 

restent (avec quelques espèces d’Archaea) les rares hyperthermophiles aérobies (ou plus 

exactement microaérophiles) connues.  

 
2.2.2. Les Archaea  

 

De nombreuses espèces thermophiles et hyperthermophiles appartiennent aux deux 

embranchements principaux du domaine des Archaea : les Euryarchaeota et les 

Crenarchaeota. Au sein des Crenarchaeota, les hyperthermophiles se regroupent à la base de 

l’arbre phylogénétique et comportent une majorité de micro-organismes chimiolithotrophes 

autotrophes et quelques espèces chimiorganotrophes. Les Euryarchaeota regroupent des 

Archaea hyperthermophiles physiologiquement diverses telles que les Methanoarchaea 

productrices de méthane et des espèces chimioorganotrophes. Trois autres embranchements se 

positionnent également dans l’arbre des Archaea : l’embranchement des Korarchaeota qui 

regroupe un ensemble de micro-organismes non cultivés dont le positionnement à la base de 

l’arbre des Archaea, ainsi que leur découverte dans une source chaude du parc du 

Yellowstone (Auchtung et al., 2006) laisse présager un caractère thermophile, les 

Nanoarchaea tel que Nanoarchaeum equitans (Hohn et al., 2002; Paper et al., 2007, Hohn, 

2002 #1789). et les Thaumarchaea (Brochier-Armanet et al., 2008) récemment identifiés 

comme une lignée indépendante regroupant les Crenarchaeota mesophiles.  

 

• Euryarchaeota hyperthermophiles  

 

Les Methanoarchaea (méthanogènes) hyperthermophiles appartiennent pour la plupart à 

l’ordre des Methanococcales qui comporte 4 genres hydrogénotrophes, Methanococcus, 

Methanocaldococcus, Methanothermococcus et Methanotorris (Huber et al., 1982; Takai et 

al., 2002; L'Haridon et al., 2003; Takai et al., 2004b). Ces espèces ont été isolées 



 38 

d’environnements hydrothermaux sous marins ou terrestres. Des espèces thermophiles 

appartenant à l’ordre des Methanosarcinales, pour la plupart acétoclastes, ont également été 

décrites. Les Thermoplasmatales comportent des organismes thermophiles parmi les plus 

acidophiles connus. Les espèces de l’ordre des Thermococcales appartiennent à 3 genres, 

Thermococcus, Pyrococcus et Paleococcus (Fiala and Stetter, 1986; Zillig et al., 1987; Erauso 

et al., 1993; Godfroy et al., 1997; Takai et al., 2000). Ce sont des hyperthermophiles qui ont 

été isolées de sources hydrothermales océaniques profondes et côtières, mais également des 

eaux de gisements pétroliers et de sources thermales continentales. Elles constituent un 

groupe métabolique homogène. Ce sont des chimioorganotrophes capables de se développer 

très rapidement sur des substrats complexes de type protéique ou des sucres, et qui réduisent 

le soufre élémentaire en hydrogène sulfuré. Elles sont parmi les espèces thermophiles dont la 

physiologie a été le plus étudiée. Le séquençage des génomes de plusieurs espèces a été 

réalisé.  

Au sein de l’ordre des Archaeoglobales, les espèces du genre Archaeoglobus sont les seuls 

organismes sulfato-réducteurs au sein du domaine des Archaea (Huber et al., 1997; Henstra et 

al., 2007). Les 2 autres genres Geoglobus et Ferroglobus sont des organismes impliqués dans 

le métabolisme du fer (Hafenbradl et al., 1996; Kashefi et al., 2002). 

 

• Crenarchaeota hyperthermophiles  

 

Au sein des Crenarchaeota, les Thermoproteales et les Sulfolobales semblent spécifiques des 

habitats thermophiles terrestres alors que les organismes de l’ordre des Desulfurococcales 

semblent coloniser les habitats volcaniques sous marins. Parmi les Sulfolobales, les espèces 

des genres Sulfolobus et Acidianus ont été isolés de divers habitats volcaniques terrestres 

(solfatares, sources chaudes). Ce sont des espèces acidophiles, chimiolithotrophes 

facultatives, impliquées dans l’oxydation des composés soufrés (H2S ou S0) en acide 

sulfurique (Sulfolobus sp.). Par contre les espèces du genre Acidianus sont anaérobies 

facultatives et peuvent aussi bien oxyder S0 en H2SO4 que le réduire en H2S. 

L’ordre des Desulfurococales, regroupe une dizaine de genres qui possèdent des 

caractéristiques phénotypiques diverses puisqu’ on y trouve des espèces chimioorganotrophes 

aérobies (Aeropyrum, Sulfurococcus) (Nakagawa et al., 2004a ; Karavaiko et al., 2006), 

anaérobies (Hyperthermus, Desulfurococcus, Staphylothermus, Pyrodictium) (Fiala et al., 

1986 ; Zillig et al., 1990 ; Pley et al., 1991; Perevalova et al., 2005 ) ou chimiolithotrophes 

strictes (Ignicoccus, Pyrolobus) (Blöchl et al., 1997; Huber et al., 2000 ), souvent 
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sulforéductrices. Mais une des caractéristiques majeures de cet ordre est qu’il comporte les 

organismes les plus thermophiles connus à ce jour. Les espèces des genres Pyrodictium et 

Pyrolobus sont capables de se développer à des températures supérieures à 100°C (Stetter et 

al., 1983; Blöchl et al., 1997). Pyrolobus fumarii, isolé d’une cheminée hydrothermale de la 

dorsale médio-Atlantique, détient le record de température de croissance chez les procaryotes 

à 113°C (Blöchl et al., 1997). Les espèces des genres Desulfurococcus, Staphylothermus et 

Hyperthermus sont des espèces hyperthermophiles chimio-organotrophes qui métabolisent le 

soufre. Les espèces du genre Aeropyrum sont les rares espèces hyperthermophiles aérobies. 

Les espèces du genre Ignicoccus ont été isolées aussi bien de sources hydrothermales cotières 

que profondes, ce sont des organismes chimiolithoautototrophes qui utilisent S0 comme 

accepteur d’électrons. Certaines espèces du genre Ignicoccus présentent la particularité de 

vivre en association avec un petit procaryote Nanoarchaeum equitans (Paper et al., 2007). 

Cette espèce forme une lignée distincte, à la base de l’arbre des Archaea. Il s’agit de l’un des 

plus petits procaryotes connu tant de part son volume cellulaire que par la taille de son 

génome. L’absence dans son génome de la plupart des gènes codant pour les fonctions 

métaboliques classiques le rend complètement dépendant de son hôte, Ignicoccus. 

 
3. Les communautés microbiennes des écosystèmes hydrothermaux 
 

L'environnement hydrothermal, sous l'influence du mélange turbulent du fluide avec l'eau de 

mer, offre aux micro-organismes un vaste panel de conditions physico-chimiques. D'après nos 

connaissances actuelles sur les métabolismes microbiens et sur l'environnement hydrothermal, 

à savoir notamment les espèces chimiques présentes dans l'eau de mer ou dans le fluide 

hydrothermal, il est possible de lister les voies métaboliques susceptibles d'être présentes chez 

les micro-organismes des sources hydrothermales. (Tableau 1) 

Les sources hydrothermales océaniques sont composées d’habitats nombreux et variés pour la 

croissance de micro-organismes chimiolithotrophes et chimioorganohétérotrophes. Il est donc 

inapproprié de supposer que les habitats microbiens sont fixes dans le temps ou dans l’espace. 

Par exemple, des analyses de température sur divers sites hydrothermaux ont mis en évidence 

des périodicités dans les mesures variant des secondes aux heures avec une influence tidale 

claire (Chevaldonné et al., 1991). 

Cette situation entraîne un défi métabolique pour les micro-organismes associés et exposés à 

ces variations. 
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3.1. Les différents compartiments microbiens :  

 

L’écosystème hydrothermal est un biotope dynamique qui offre des gradients chimiques et 

aussi thermiques particulièrement abrupts à l’échelle du centimètre, permettant ainsi à des 

micro-organismes physiologiquement très différents de cohabiter.  

 

Différents types d’habitats des populations microbiennes peuvent être définis, (Karl, 1995): 

 

- le fluide hydrothermal où se développent des populations sous forme libres ou attachées 

à des particules. Cette microflore pourrait être issue d’une biosphère souterraine sous-

jacente aux cheminées hydrothermales, ce concept de biosphère souterraine étant 

corroboré par de récentes études (Gold, 1992; Huber et al., 2002b, , 2003; Roussel et 

al., 2008) 

- les surfaces, que ce soit celles des dépots hydrothermaux, des sédiments ou des animaux 

exposés au fluide peuvent être le support du développement de micro-organismes, 

notamment sous forme de biofilms (tapis microbiens) 

- le panache correspondant à de l’eau de mer enrichie par les minéraux communément 

présents dans les fluides  

- la faune hydrothermale (syboglinidés, polychètes, mollusques, crustacés) associée à une 

microflore par ecto, endosymbiose, ou épibiose  

- les édifices hydrothermaux actifs  

- les sédiments des champs hydrothermaux percolés par le fluide hydrothermal comme 

dans le Bassin de Guaymas. 

 

 

Cette typologie demeure toutefois théorique car les micro-organismes ne sont pas 

nécessairement inféodés à un type d’habitat. Cependant, elle permet d’orienter les stratégies 

d’échantillonnages et de décrire la structure spatiale des peuplements microbiens.  
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Tableau 1: Métabolismes microbiens possibles associés aux sources hydrothermales océaniques adapté de 
Karl 1995 (Karl, 1995). 

Type 
respiratoire 

Donneurs 
d’électrons 

Accepteurs d’électrons Source de 
carbone 

Processus métabolique 

Aérobie H2 O2 CO2 Oxydation de l’hydrogène 
 HS-,S0, S2O3

2-, 
S4O6

2- 
O2 CO2 Oxydation des composés soufrés 

 Fe2+ O2 CO2 Oxydation du fer 
 Mn2+ O2 CO2 Oxydation du manganèse 
 NH3, NO2

- O2 CO2 Nitrification 
 CH4, CO et autres 

composés en C1 
O2 CO2 Méthanotrophie, 

méthylotrophie 
 [CH2O]n O2 [CH2O]n Hétérotrophie aérobie 
     
Anaérobie H2 NO3

- CO2 Dénitrification 
 H2 S0 CO2 Sulfo-réduction 
 H2 SO4

2-, S2O3
2- CO2 Sulfato –Thiosulfato- 

réduction 
 H2 CO2 CO2 Méthanogénèse 
 CH4 SO4

2- CO2 ou CH4 Oxydation anaérobie du 
méthane 

 NH4
+ NO3

- , NO2
-, Fe3+ ? Oxydation anaérobie de 

l’ammoniac 
 S2-, S0, S2O3

2- NO3
- CO2 Dénitrification, Sulfo-

oxydation 
 [CH2O]n NO3

- [CH2O]n Dénitrification 
 [CH2O]n S0, SO4

2-, S2O3
2- [CH2O]n Hétérotrophie, réduction de 

composés soufrés 
 [CH2O]n [CH2O]n [CH2O]n Fermentation 

 

3.2. Des communautés microbiennes hydrothermales très diverses 

 

En absence totale de lumière, le réseau trophique de l'écosystème hydrothermal repose 

presque exclusivement sur la chimiosynthèse microbienne. La mise en évidence de 

photorécépteurs chez une crevette hydrothermale (Van Dover et al., 1989), et de pigments 

photosynthétiques chez une bactérie isolée du panache d'un fumeur noir (Yurkov and Beatty, 

1998) ont amené certains auteurs à émettre l’hypothèse de l'existence d'organismes pouvant 

convertir les radiations électromagnétiques en source d'énergie. Ces résultats sont cependant 

très controversés. Les micro-organismes chimiolithotrophes sont sans aucune ambiguité les 

producteurs primaires de ces écosystèmes. Par définition, la chimiosynthèse désigne la 

fixation du CO2 à l'obscurité, par analogie avec le terme photosynthèse (Jannasch, 1985). 

Ainsi, au sein de l'écosystème hydrothermal marin profond, les éléments apportés par le fluide 

hydrothermal (CO2, CO, CH4, H2, H2S, N2...) et par l'eau de mer (O2, SO4) permettent la 

croissance d'organismes chimiolithoautotrophes, qui obtiennent leur énergie de l'oxydation 

des composés réduits apportés par le fluide hydrothermal (Jannasch, 1995; Karl, 1995). 

Les conditions environnementales extrêmes : fortes pression hydrostatique et température, 

ainsi que les gradients physico-chimiques abrupts expliquent la grande diversité 

physiologique des micro-organismes isolés de cet environnement.  
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Les souches isolées des environnements hydrothermaux profonds représentent souvent de 

nouveaux taxons et le nombre d’espèces bactériennes et archéennes isolées est en constante 

augmentation. Celles-ci sont recensées dans les tableaux 2 et 3 présentés ci-après.  

De nombreux inventaires ont été réalisés sur des échantillons de fluides hydrothermaux, de 

fragments de fumeurs noirs, de diffuseurs et de sédiments provenant de sites actifs et ont 

révélé une diversité phylogénétique très importante. Dans l’ensemble les analyses 

phylogénétiques portant sur les communautés archéennes présentes au niveau des cheminées 

hydrothermales ont révélé la présence d’une très importante diversité d’Archaea appartenant 

aux Thermococcales, Methanococcales, Methanopyrales, Archaeoglobales, Desulfuroccales 

et Ignococcales (Takai and Horikoshi, 1999a; Reysenbach et al., 2000; Takai et al., 2001; 

Huber et al., 2002b; Nercessian et al., 2003; Schrenk et al., 2003; Nercessian et al., 2004). Des 

études récentes ont montré une évolution temporelle dans la colonisation des cheminées 

hydrothermales (McCliment et al., 2006; Page et al., 2008; Takai et al., 2008). A 9°N, il 

semblerait que les Ignococcales soient les premières colonisatrices (McCliment et al., 2006). 

Des modules de colonisation ont également été déposés sur un site du bassin de Guaymas, les 

études moléculaires effectuées 4 jours après leur dépôt mettent en évidence dans un premier 

temps une colonisation par des micro-organismes autotrophes. Cependant sur un site du 

Bassin de Lau, plus riche en matière organique, les premiers colonisateurs semblent être des 

hétérotrophes (Takai et al., 2008). 

Les communautés bactériennes semblent coloniser de nombreuses niches de l’écosystème 

hydrothermal. Les Epsilon Protéobacteria sont particulièrement dominantes et diverses. Elles 

sont détectées dans des habitats variés : les zones de mélange entre le fluide hydrothermal et 

l’eau de mer (Reysenbach et al., 2000; Corre et al., 2001; Huber et al., 2003), les sédiments 

hydrothermaux (Teske et al., 2002) et les tapis microbiens (Moyer et al., 1995; Longnecker 

and Reysenbach, 2001). Des Epsilon Protéobacteria sont également trouvées en association 

épi-symbiotiques avec des métazoaires (Polz and Cavanaugh, 1995; Lopez-Garcia et al., 

2002). Malgré leur présence et leur distribution importantes, la physiologie de ces micro-

organismes est peu connue de part la difficulté à les isoler en culture. Un autre groupe de 

chimiolithotrophe représenté par les Aquificales utilisent le même couple d’accepteurs et 

donneurs d’électrons que les Epsilon Protéobacteria (Nakagawa and Fukui, 2003). La 

diversité bactérienne comprend également des espèces des groupes des Firmicutes, 

Verrumicrobia, Thermales et CFB. Les Verrumicrobia ont été détectées dans de nombreux 

sites hydrothermaux (Alain et al., 2002c; Lopez-Garcia et al., 2002; Teske et al., 2002). Des 

clones de bactéries vertes non-sulfureuses ont également été trouvés dans les études de 
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diversité (Alain et al., 2002c; Lopez-Garcia et al., 2002; Teske et al., 2002). Plus récemment, 

plusieurs études ont montré la diversité des bactéries réduisant les sulfates (SRB) en utilisant 

des approches fonctionnelles (Dhillon et al., 2003; Hoek et al., 2003; Nakagawa et al., 2004b). 

Il a été suggéré que ces bactéries réduisant les sulfates pouvaient avoir un impact localisé sur 

la chimie et la minéralogie de l’environnement et jouaient un rôle sur la précipitation et 

l’altération des sulfures dans les écosystèmes hydrothermaux. 

De nombreuses études, ont été menées au niveau des écosystèmes hydrothermaux ont permis 

l’isolement et la description de nouvelles espèces et de nouveaux genres appartenant aussi 

bien aux domaines archéens que bactériens. Pour tous ces micro-organismes, des aspects du 

métabolisme ont été décrits tels que les sources de carbone, les donneurs et accepteurs 

d’électrons, les températures optimales de croissance. Des études de diversité moléculaire du 

gène codant pour l’ARNr16S ainsi que l’étude de certains gènes fonctionnels ont été réalisées 

et ont pu apporter des informations complémentaires sur les métabolismes énergétiques. Ainsi 

les micro-organismes des écosystèmes hydrothermaux contribueraient au fonctionnement des 

grands cycles biogéochimiques. Néanmoins nos connaissances sur le fonctionnement de ces 

cycles dans l’écosystème hydrothermal restent incomplètes.  
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Tableau 2 : Bacteria isolées des sources hydrothermales océaniques profondes (modifié d’après Alain, Postec et Godfroy) 

 
 Genre Espèce Métabolisme Origine T° opt (°C) Référence 

Aquificales Persephonella P. marina microaérophile, autotrophe, sulfo- 
thiosulfato- et hydrogeno-oxydante, 
dénitrifiante 

Pacifique (EPR 9°N 
104°W) 

70 (Gotz et al., 2002) 

  P. guaymasensis microaérophile, autotrophe, sulfo- 
thiosulfato- et hydrogeno-oxydante, 
dénitrifiante 

Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

70 (Gotz et al., 2002) 

  P. hydrogeniphila microaérophile, autotrophe, 
hydrogeno-oxydante, dénitrifiante 

Suiyo Seamount, 
Pacifique 

70 (Nakagawa et al., 
2003) 

 Hydrogenivirga H. okinawensis Sulfo-oxydante chimiolithotrophe Yonaguni Knoll IV, 
Southern Okinawa 
Troughv 

75 (Nunoura et al., 
2008b) 

 Thermosulfidibacter T. takai Anaérobie, chimiolithotrophesulfo 
réductrice, hydrogène oxydante 

Yonaguni Knoll IV, 
Southern Okinawa 
Troughv 

70 (Nunoura et al., 
2008a) 

Desulfurobacteriales Desulfurobacterium D. thermolithotrophum Anaérobie, autotrophe, sulfo-
réductrice 

Snake Pit, Atlantique 
(MAR)  

70 (L'Haridon et al., 
1998) 

  D. crinifex Anaérobie, autotrophe, sulfo-
réductrice et dénitrifiante 

CASM, Pacifique 
(JdFR) 

60-65 (Alain et al., 2003) 

  D.atlanticum anaerobie, chimiolithoautotrophe 
stricte, réduit le soufre et les 
nitrates 

23°N MAR 70-75 (L'Haridon et al., 
2006b) 

  D.pacificum anaerobie, chimiolithoautotrophe 
stricte, réduit le soufre, les 
thiosulfates et les nitrates 

13°N EPR 75 (L'Haridon et al., 
2006b) 

 Balnearium B. lithotrophicum Anaérobie, autotrophe, hydrogeno-
oxidante, Sulforéductrice 

Suiyo seamont, 
Pacifique 

70-75 (Takai et al., 2003b) 

 Thermovibrio T . ammonificans Anaérobie, autotrophe,Nitrate et 
sulforeducteur 

EPR 9.50°N  75 (Vetriani et al., 
2004) 

  T.guaymasensis anaerobie, chimiolithoautotrophe 
stricte, réduit le soufre et les 
nitrates 

Guaymas basin 75-80 (L'Haridon et al., 
2006b) 

Thermotogales Marinitoga M. camini Anaérobie, hétérotrophe, 
fermentaire, sulfo-réductrice 

Ménez-Gwen, 
Atlantique (MAR) 

55 (Wery et al., 2001a) 

  M. piezophila Anaérobie, hétérotrophe, 
fermentaire, sulfo-réductrice 
 

Grandbonum, 
Pacifique EPR 13°N 

65 (Alain et al., 2002a) 
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 M. okinawensis Héterotrophe anaérobie stricte, 
réduit le soufre qui stimule la 
croissance 

Southern Okinawa 
Trough 

55-60 (Nunoura et al., 
2007b) 

  M. hydrogenitolerans  Anaérobie, hétérotrophe, 
fermentaire, sulfo-réductrice 

Rainbow MAR 60 (Postec et al., 
2005c) 

 Thermotoga Thermotoga sp.  Anaérobie, hétérotrophe, 
fermentaire, sulfo-réductrice 

Snake Pit, Atlantique 
(MAR) 

80 (Marteinsson et al., 
1997) 

 Thermosipho T. melanesiensis Anaérobie, hétérotrophe, 
fermentaire, sulfo-réductrice 

Bassin de Lau, 
Pacifique 

70 (Antoine et al., 
1997) 

  T. japonicus Anaérobie, hétérotrophe, 
fermentaire, sulfo- et thiosulfato-
réductrice 

Bassin de Iheya 
(Okinawa), Pacifique 

72 (Takai and 
Horikoshi, 2000a) 

  T. atlanticus Anaérobie, hétérotrophe, 
fermentaire 

Mid-Atlantic Ridge 
Menez Gwen 

65 (Urios et al., 2004b) 

Thermodesulfobacteria Thermodesulfobacte

rium 

T. hydrogeniphilum Anaérobie, autotrophe, sulfato-
réducteur  

Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

75 (Jeanthon et al., 
2002) 

 Thermodesulfatator T. indicus Anaérobie autotrophe, 
sulfatoreducteur 

Central Indian Ridge 70 (Moussard et al., 
2004) 

 Thermodesulfatator T. atlanticus Anaerobie, sulfato-réducteur Mid-Atlantic Ridge 
Rainbow 

65-70 
 

Alain 2008 
submitted 

Nouvelle lignée Caldithrix C. abyssi Anaérobie, mixotrophe, fermentaire, 
dénitrification couplée à oxydation 
d’hydrogène ou d’acétate  

Logatchev, 
Atlantique (MAR) 

60 (Miroshnichenko et 
al., 2003a) 

Groupe des Thermus-

Deinococcus 

Thermus T. thermophilus GY1211 Aérobie, hétérotrophe Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

75 (Marteinsson, 1999) 

  Thermus sp. Aérobie, hétérotrophe Bassin de Guaymas, 
Pacifique et Snake 
Pit, Atlantique (MAR) 

70-80 (Marteinsson et al., 
1995) 

 Marinithermus M. hydrothermalis Aérobie, hétérotrophe Suiyo Seamount, 
Pacifique 

67 (Sako et al., 2003) 

 Oceanithermus O. profundus Microaérophile, lithotrophe 
facultative oxydant l’hydrogène, 
organohétérotrophe,  

Pacifique (EPR 
13°N) 

60 (Miroshnichenko et 
al., 2003c) 

  O. desulfurans 

 

Microaérophile, chimiohétérotrophe, 
réduit O2, NO2

-, NO3
- et S0 

Suiyo Seamount, 
Pacifique 

60 (Mori et al., 2004) 
 

 Vulcanithermus V. mediatlanticus 

 
Microaérophile, lithohétérotrophe 
réduisant O2 et NO3

- 
Rainbow, Atlantique 
(MAR) 

70 (Miroshnichenko et 
al., 2003d) 
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Deferribacterales Deferribacter D. desulfuricans Anaérobie, hétérotrophe, réduisant 
le soufre, les nitrates et l’arsenate 

Suiyo Seamount, 
Pacifique 

60-65 (Takai et al., 2003a) 

  D. abyssi Anaérobie, litho ou organo-
autotrophe, réduisant S°, NO 3

- et 
Fe3+ 

Rainbow et Ménez-
Gwen, Atlantique 
(MAR) 

60 (Miroshnichenko et 
al., 2003b) 

  D. autotrophicus SL50  Ashadze  Slobodkin non 
publié 

Firmicutes Caloranaerobacter C. azorensis Anaérobie, fermentaire Lucky Strike, 
Atlantique (MAR) 

65 (Wery et al., 2001b) 

 Caminicella  C. sporogenes Anaérobie, fermentaire Elsa, Pacifique (EPR 
13°N) 

55-60 (Alain et al., 2002d) 

 Clostridium C. caminithermale Anaérobie, fermentaire, capable de 
réaliser la réaction de Stickland 

Ménez-Gwen, 
Atlantique (MAR) 

45 (Brisbarre et al., 
2003) 

  C. tepidiprofundi Anaérobie, thermophile, fermentaire EPR 13°N 50 (Slobodkina et al., 
2008) 

 Tepidibacter T. thalassicus Anaérobie, fermentaire, réduisant 
S° 

Pacifique (EPR 
13°N) 

50 (Slobodkin et al., 
2003) 

  T. formicigenes Anaérobie fermentaire Menez Gwen(MAR) 45 (Urios et al., 2004a) 

 Carboxydobrachium C. pacificum Anaérobie, fermentaire. Capable de 
croissance par lithotrophie sur CO 

Pacifique (Okinawa) 70 (Sokolova et al., 
2001) 

 Bacillus Bacillus sp. Aérobie, hétérotrophe Bassins de Guaymas et 
de Lau, Pacifique  
et Snake Pit, Atlantique 
(MAR) 

60-80 (Marteinsson et al., 
1996) 

 Exiguobacterium E. profundum Fermentative  produit ac lactique 
réduit les nitrates en nitrites en 
condiciotns anaérobies 

Pacifique (EPR 
13°N) 

45 (Crapart et al., 
2007) 

 Vulcanibacillus  V. modesticaldus Chimioorganohétérotrophe avec les 
sucres, proteins et acides 
organiques avec le nitrate comme 
accepteur d’électron. 

Rainbow (MAR) 55 (L'Haridon et al., 
2006a) 

Alpha Proteobacteria Indéterminé Souche JF-1 Aérobie pratiquant la 
photosynthèse anoxygénique  

Pacifique (JdFR) 30 (Yurkov and Beatty, 
1998) 

Beta-Proteobacteria       

 Thiobacillus T. hydrothermalis Aérobie, autotrophe, oxydant le 
thiosulfate, le tetrathionate, le 
soufre et le sulfure d’hydrogène en 
sulfates 
 
 

Bassin Nord Fidjien, 
Pacifique 

35 (Durand et al., 
1993) 
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Delta-Proteobacteria Geothermobacter G. ehrlichii Anaérobie, réduisant le fer ferrique 
et les nitrates 

Bag city, Pacifique 
(JdFR) 

55 (Kashefi et al., 
2003) 

 Desulfovibrio D. hydrothermalis Anaérobie, mixotrophe, sulfato-, 
sulfito-, thiosulfato-réductrice 

Grandbonum, 
Pacifique  
(EPR 13°N) 

35 (Alazard et al., 
2003) 

 Desulfonauticus  D.submarinus H2/CO2 et formate comme donneur 
d’électron avec acetate comme 
source de carbone. Sulfate, sulfite, 
thiosulfate et soufre élémentaire 
comme accepteur terminal 
d’électron pendant l’oxydation de H2 

Alvinella and Riftia 
13°N East-Pacific  

Rise 

45  (Audiffrin et al., 
2003) 

 Desulfothermus D. okinawensis Thermophiles, hétérotrophes, réduit 
les sulfates 

Yonaguni Knoll IV in 
the Southern 
Okinawa Trough 

50 (Nunoura et al., 
2007a) 

Gamma-Proteobacteria Thiomicrospira T. crunogena Aérobie, autotrophe, oxydant le 
thiosulfate, le soufre et le sulfure 
d’hydrogène en sulfates et soufre 
élémentaire 

Pacifique (EPR 
21°N) 

28-32 (Jannasch et al., 
1985) 

  T. thermophila Microaérophile, sulfoxidante,  
chemolithomixotrophe  

Mariana Arc, Ouest 
Pacifique 

35-40 (Takai et al., 2004c) 

  Thiomicrospira sp., strain 

MA-3  

Aérobie, autotrophe, oxydant le 
thiosulfate, le soufre et le sulfure 
d’hydrogène en sulfates et soufre 
élémentaire 

TAG, Atlantique 
(MAR) 

28-32 (Wirsen et al., 
1998) 

  Thiomicrospira sp., strain L-

12 

Aérobie, autotrophe, oxydant le 
thiosulfate, le soufre, le sulfure 
d’hydrogène en sulfates  

Galapagos,Pacifique 25 (Ruby and 
Jannasch, 1982) 

 Amphritea Amphritea atlantica Aérobie, dégradationde la matière 
organique 

Logatchev 
hydrothermal vent field 

31 (Gartner et al., 
2008) 

 Vibrio V. diabolicus Anaérobie facultatif, hétérotrophe Pacifique (EPR 
13°N) 

30-45 (Raguénès et al., 
1997) 

 Alteromonas A. macleodii subsp. fijiensis  Aérobie, hétérotrophe Bassin Nord Fidjien, 
Pacifique 

25-35 (Raguénes et al., 
1996) 

  A.. infernus Aérobie, hétérotrophe Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

25-35 (Raguenes et al., 
1997) 

  A. macleodii subsp. fijiensis 

biovar medioatlantica 

Aérobie, hétérotrophe Snake Pit, Atlantique 
(MAR) 

35-40 (Raguénès et al., 
2003) 

 Halomonas H. neptunia  Aérobie, hétérotrophe 
 
 

Pacifique 2 (Kaye et al., 2004) 
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  H. sulfidaeris Aérobie, hétérotrophe Juan de Fuca, 
Pacifique 

20 (Kaye et al., 2004) 

  H. axialensis Aérobie, hétérotrophe Juan de Fuca, 
Pacifique 

20 (Kaye et al., 2004) 

  H. hydrothermalis Aérobie, hétérotrophe South pacific Ocean, 
Pacifique 

20 (Kaye et al., 2004) 

Epsilon-Proteobacteria Caminibacter C. hydrogeniphilus Anaérobie, autotrophe, sulfo-
réductrice, dénitrifiante 

Elsa, Pacifique (EPR 
13°N) 

60 (Alain et al., 2002b) 

  C. profundus Microaérophile, anaérobie 
autotrophe sulforéductrice, 
dénitrifiante 

Rainbow (MAR) 55 (Miroshnichenko et 
al., 2004) 

  C. mediatlanticus 

 

Anaérobie, autotrophe, sulfo-
réductrice, dénitrifiante 

Rainbow (MAR) 55 (Voordeckers et al., 
2005) 

 Nautilia  N. lithotrophica Anaérobie, autotrophe, sulfo-
réductrice 

Pacifique (EPR 
13°N) 

53 (Miroshnichenko et 
al., 2002) 

  N. profundicola Anaérobie, autotrophe, sulfo-
réductrice 

Pacifique (EPR 
13°N) 

40 (Smith et al., 2008) 

  N. abyssi Anaérobie, sulfo réductrice, 
autotrophe 

Pacifique (EPR 
13°N) 

60 Alain 2008 sous 
presse 

 Sulfurospirillum Sulfurospirillum sp. Am-N Anaérobie, hétérotrophe Pacifique (EPR 
13°N) 

41 (Campbell et al., 
2001) 

 Sulfurimonas S. autotrophica Autotrophe soufre oxydante Mid-Okinawa Trough 
Pacifique 

25 (Inagaki et al., 
2003) 

  S. paralvinella Anaérobie facultative croissance 
avec H2, S

0 ou thiosulfate comme 
seule source d’énergie et CO2 
comme source de carbone  

Mid-Okinawa Trough 30 (Takai et al., 2006) 

 Hydrogenimonas H. thermophila Microaérophile anaérobien 
autotrophesulforéductrice, 
denitrifiante 

Central Indian ridge 55 (Takai et al., 2004a) 

 Sulfurovum  S. lithotrophicum Microaérophile anaérobie  
autotrophe, soufre et thiosulfate 
oxydante 

Okinawa Trough, 
Japon 

28-30 (Inagaki et al., 
2004) 

 Thioreductor T. micantisoli Autotrophe anaérobie 
sulforéductrice, dénitrifiante 

Okinawa Trough, 
Japon 

32 (Nakagawa et al., 
2005) 

 Lebetimonas L. acidiphila Autotrophe anaérobie 
sulforéductrice 

Mariana Arc, 
Pacifique 

50 (Takai et al., 2005) 
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Tableau 3 : Archaea  isolées des sources hydrothermales océaniques profondes (modifié d’après Alain, Postec, Godfroy) 

 Genre Espèce Métabolisme  Origine T° opt (°C)  Référence 
Nanoarchaeota Nanoarchaeum N. equitans Enrichie en conditions d’anaérobiose et 

d’autotrophie 
Pacifique (EPR 9°N 
104°W) 

90 (Huber et al., 2002a) 

Crenarchaeota Desulfurococcales Desulfurococcus 

sp S et SY 

Anaérobie,hétérotrophe, sulforéducteur EPR 11°N 85 et 90 (Jannasch et al., 1988) 

 Ignicoccus I. pacificus Anaérobie, autotrophe, sulfo-reducteur Pacifique (EPR 9°N 
104°W) 

90 (Huber et al., 2000) 

 Staphylothermus S. marinus Anaérobie, hétérotrophe, sulfo-réducteur Pacifique (EPR 
11°N) 
 

85-92°C (Fiala and Stetter, 1986) 

 Pyrodictium P. abyssi Anaérobie,  hétérotrophe, fermentaire, sulfo-
réducteur 

Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

97 (Pley et al., 1991) 

  Souche 121 Réalise l’oxydation du formate couplée à la 
réduction du fer ferrique (formation magnétite) 

Mothra (Finn), 
Pacifique  (JdFR) 

Gamme 
T° : 85-
121°C 

(Kashefi and Lovley, 2003) 

 Pyrolobus P. fumarii Anaérobie facultatif, autotrophe oxydant l’hydrogène 
et réduisant les nitrates, le thiosulfate et les faibles 
concentrations d’oxygène 

TAG, Atlantique 
(MAR) 

106 (Blöchl et al., 1997) 

 Aeropyrum A. camini Hétérotrophe aérobie Suyio Seamount, Izu 
Bonin Arc, Pacifique 

85 (Nakagawa et al., 2004a) 

Euryarchaeota 

 

      

Methanococcales Methanocaldococcus M. jannaschii Anaérobie, méthanogène Pacifique (EPR 
21°N) 

85 (Jones et al., 1983) 

  M.Jannaschii str 

FS406-22 

Anaérobie, méthanogène Fixatrice d’azote Pacifique Axial 
volcano Juan de 
Fuca 

90 (Mehta and Baross, 2006) 

  M. infernus Anaérobie, méthanogène 
 

Logatchev, 
Atlantique (MAR) 

85 (Jeanthon et al., 1998) 

  M. vulcanius Anaérobie, méthanogène 
 

Pacifique (EPR 
13°N) 

80 (Jeanthon et al., 1999) 

  M. indicus Anaérobie, méthanogène 
 

Central indian Ridge 85 (L'Haridon et al., 2003) 

 Methanothermococcus 

 

M. okinawensis 

 
 

Anaérobie, méthanogène 
 
 
 
 

Iheya Ridge,  
Pacifique (Okinawa) 

60-65 (Takai et al., 2002) 
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 Methanotorris M. formicicus Anaérobie, méthanogène Central indian Ridge 75 (Takai et al., 2004b) 

Methanopyrales Methanopyrus M. kandleri Anaérobie, méthanogène, sulfo-réducteur 
réduisant le CO2 ou le CH4 

Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

98 (Burggraf et al., 1991; Kurr et 
al., 1991) 

Thermococcales Thermococcus T. guaymensis Anaérobie, hétérotrophe, fermentaire, sulfo-
réducteur 

Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

88 (Canganella and Jones, 
1994; Canganella et al., 
1997; Canganella et al., 
1998) 

  T aggregans  Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

88 (Canganella et al., 1998) 

  T. barossi  
 

Pacifique (JdFR) 82 (Duffaud et al., 1998) 

  T. fumicolans  Bassin Nord Fidjien 
(Pacifique) 

85 (Godfroy et al., 1999) 

  T. hydrothermalis  Pacifique (EPR 
21°N) 

85 (Godfroy et al., 1997) 

  T. peptonophilus  
 

Pacifique 85-90 (Gonzalez et al., 1995) 

 

 

 T. siculi  Pacifique (Okinawa) 85 (Grote et al., 1999) 

  T. chitonophagus  Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

85 (Huber et al., 1995b) 

  T. barophilus  Snake Pit, 
Atlantique (MAR) 

85 (Marteinsson et al., 1999) 

  T. atlanticus  TAG, Atlantique 
(MAR)  

85 (Cambon-Bonavita et al., 
2003) 

  T. gammatolerans  Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

88 (Jolivet et al., 2003) 

  T. marinus  Snake Pit MAR 88 (Jolivet et al., 2004) 

  T. radiotolerans  Bassin de Guyamas 
, Pacifique 

88 (Jolivet et al., 2004) 

  T. coalescens  Suiyo Seamount 87 (Kuwabara et al., 2005) 

  T. celericrescens  
 

Suiyo Seamount, 80 (Kuwabara et al., 2007)  

  T.thioreducens  Rainbow (MAR) 83-85 (Pikuta et al., 2007) 

  Thermococcus sp 

ES1 

 

 
 
 
 
 

Juan de Fuca , 
Pacifique 

82 (Pledger and Baross, 1989) 
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  Thermococcus sp 

DT-1331 

 Minami-ensei Knoll, 
Mid-Okinawa  

 (Kwak et al., 1995) 

  Thermococcus sp  
 

EPR 11, 13 et 21°N  (Raguénès et al., 1995) 

  Thermococcus sp  Bassin de Guyamas 
EPR 

 (Antoine et al., 1995) 

  Thermococcus sp  Bassin de Guyamas 
EPR 

 (Lepage et al., 2004) 

  Thermococcus sp. CO oxydation avec H2    (Sokolova et al., 2004) 

  Thermococcus sp   Juan de Fuca Ridge, 
Pacifique 

 (Holden et al., 2001) 

 Pyrococcus P. abyssi  Bassin Nord-Fidjien, 
Pacifique  

96 (Erauso et al., 1993) 

  P. glycovorans  Pacifique (EPR 
13°N) 

95 (Barbier et al., 1999) 

  P. horikoshii  Pacifique (Okinawa) 98 (Gonzalez et al., 1998) 

  Pyrococcus sp 

GBD 

 Bassin de Guyamas 
Pacifique 

95 (Jannasch et al., 1992) 

  Pyrococcus sp ES4   Juan de Fuca , 
Pacifique 

90-99 (Pledger and Baross, 1991) 

  Pyrococcus sp   13°N EPR  (Lepage et al., 2004) 

 Palaeococcus P. ferrophilus Anaérobie, hétérotrophe, réduisant le soufre (fer 
nécessaire comme cofacteur pour sa croissance) 

Pacifique 
(Ogasawara) 

83 (Takai et al., 2000) 

Archaeoglobales  Archaeoglobus A. profundus Anaérobie, mixotrophe, sulfato-réducteur Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

82 (Burggraf et al., 1990) 

  A. veneficus Anaérobie, croissance en lithoautotrophie avec 
les sulfites ou le thiosulfate comme accepteurs 
ou respiration organotrophe des sulfites 

Snake Pit, 
Atlantique (MAR) 

75-80 (Huber et al., 1997) 

 Geoglobus G. ahangari Anaérobie, mixotrophe, croissance en 
lithoautotrophie ou en organohétérotrophie avec 
le fer ferrique comme accepteur d’électrons 

Bassin de Guaymas, 
Pacifique 

88 (Kashefi et al., 2002) 

 Geoglobus G. abyssalis  EPR  Slobodkin non publié 

DHVE2 ‘Aciduliprofundum A. Boonei Heterotrophe anérobie réducteur soufre et fer 
thermoacidophile 

Mariner vent field 
Bassin de Lau 

70 (Reysenbach et al., 2006) 
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4. Fonctionnement des principaux cycles biogéochimiques : 
Généralités et cas du pôle chaud de l’écosystème hydrothermal 
 

Parmi les principaux cycles biogéochimiques présents au niveau de l’écosystème 

hydrothermal on retrouve principalement les cycles du Fer, de l’Azote, du Carbone et du 

Soufre. Pour chaque cycle, après une présentation générale de leur fonctionnement 

notamment dans le milieu marin, un état des lieux des connaissances de leur fonctionnement 

dans l’écosystème hydrothermal et principalement à haute température sera réalisé.  

 

4.1. Le cycle du Fer  

 
Le fer (Fe) est un élément chimique nécessaire à la vie. Chez les procaryotes, il joue un rôle 

clé dans les métabolismes aérobies et anérobies, c’est un composant essentiel des 

cytochromes, protéines fer-soufre [ferredoxines], et de certaines enzymes telles que les 

catalases, peroxydases, oxygénases. Pour de nombreux micro-organismes se développant dans 

les eaux, les sols et les sédiments, son rôle se prolonge bien au-delà. Le fer ferreux (Fe II) est 

utilisé comme donneur d'électrons par les micro-organismes ferro-oxydants aussi bien en 

conditions aérobies qu’anaérobies. Le fer ferrique (Fe III) est utilisé comme accepteur 

terminal d'électrons dans des conditions d’anoxie par les micro-organismes ferro-réducteurs.  

A pH neutre ou basique le fer existe principalement en tant que minerai insoluble et sous 

forme de fer ferreux Fe (II) ou fer ferrique Fe (III). La solubilité du Fe (III) augmente avec 

une diminution de pH (Cornel and Schwertmann, 2003). Des valeurs de pH décroissantes 

augmentent également la stabilité du Fe (II), et au-dessous de pH 4.0, le Fe (II) existe 

principalement sous forme dissoute (Stumm and Morgan, 1996). Deux réactions principales 

composent le cycle du fer, l’oxydation du fer ferreux Fe2+ et la réduction du fer ferrique Fe3+ 

(Figure 13). 

 

4.1.1. Oxydation du fer ferreux Fe (II) : 

 

Le rôle des micro-organismes dans l’oxydation du Fe (II) dans les environnements acides est 

bien établi. La transition entre le fer ferreux Fe (II) et le fer ferrique Fe (III) a un rôle 

fondamental dans la chimie de l’environnement et était probablement un processus 

biogéochimique important sur la Terre primitive. Avant que ces réactions rédox ne soient 

mises en évidence, on a longtemps pensé que les mécanismes abiotiques dominaient la chimie 

du fer.  
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Figure 13: Principales réactions du cycle du Fer d’après « Brock Biologie des micro-organismes » 
Chapitre 19 (Madigan and Martinko, 2007) 

 

De plus le seul accepteur d’électrons capable d’oxyder spontanément Fe2+ est O2. L’oxydation 

biologique la plus importante du fer ferreux s’effectue à pH acide car dans ces conditions il 

est stable et non oxydé spontanément. Dans les habitats très acides, le chimiolithotrophe 

Acidithiobacillus ferroxidans oxyde Fe2+ en Fe3+. Cependant cette réaction est très lente et 

n’est pas énergétiquement rentable car très peu d’énergie est générée et ces bactéries doivent 

donc oxyder beaucoup de fer pour leur croissance. 

En milieu hydrothermal, Hafenbradl et coll. ont isolé la première Archaea hyperthermophile 

ferro-oxydante Ferroglobus placidus d’une source hydrothermale cotière en Italie 

(Hafenbradl et al., 1996). Elle est capable d’oxyder le fer ferreux en condition anaérobie à pH 

neutre et à 85°C. Paleococcus ferrophilus quant à elle requiert du fer ferreux Fe2+ et du soufre 

élementaire S0 pour sa croissance mais n’utilise pas le fer ferreux comme accepteur ou 

donneur d’électrons (Takai et al., 2000). 
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4.1.2. Réduction du fer ferrique Fe (III)  

 

Le potentiel redox du Fer III est situé entre celui de l’oxygène O2 et celui du nitrate NO3
- 

(Lovley and Phillips, 1986). Par conséquent l’utilisation de cet accepteur d’électrons est 

énergétiquement favorable dans les habitats dépourvus d’oxygène. De nombreux micro-

organismes peuvent utiliser l’ion ferrique comme accepteur terminal d’électrons. Il s’agit 

essentiellement de micro-organismes chimioorganotrophes et chimiolithotrophes. 

L’insolubilité naturelle du Fer (III) à pH 4 crée un dilemme métabolique pour les micro-

organismes utilisant le Fer (III) comme accepteur terminal d’électrons. De nombreux micro-

organismes, aussi bien au sein des Archaea que des Bacteria, seraient capables de croître en 

utilisant le Fer (III) et ce dans des conditions physico chimiques variées, montrant ainsi 

l’ubiquité de ce métabolisme. Parmi les micro-organismes isolés d’écosystèmes marins et 

formellement décrits, on retrouve des Archaea et des Bacteria thermophiles, psychrophiles, 

acidophiles et alcalinophiles (Lovley et al., 2004).  

Dans les environnements anaérobies chauds, les micro-organismes hyperthermophiles 

peuvent oxyder l'hydrogène et métaboliser les acides organiques à longue chaîne et les 

composés aromatiques en employant le Fe (III) comme accepteur d'électrons (Kashefi et al., 

2008). De nombreux hyperthermophiles disponibles en culture pure peuvent réduire le Fe 

(III), suggérant que cette capacité de réduction du Fe (III) est une caractéristique fortement 

conservée chez les micro-organismes hyperthermophiles (Kashefi et al., 2002; Kashefi et al., 

2003). 

Plus précisément, au sein des Archaea hyperthermophiles, au sein de l’ordre des 

Archaeoglobales, l’espèce du genre Geoglobus ahangari isolée d’une cheminée 

hydrothermale du bassin de Guaymas oxyde le dihydrogène, le pyruvate, les peptides et de 

nombreux autres éléments, et réduit le Fer (III) en condition anaérobie (Kashefi et al., 2002). 

Dans les édifices hydrothermaux actifs, la présence de Fe(III) est vraisemblablement due à 

l’oxydation du Fe (II) par l’eau de mer froide et oxygénée ou à la réduction couplée des 

sulfates de l’eau de mer au Fe (II) à haute température (Jannasch and Mottl, 1985). 

 

 Bien que les micro-organismes impliqués dans ces métabolismes soient omniprésents, 

la réduction du Fe (III) et l'oxydation du Fe (II) demeurent une énigme, car aucune ferro-

réductase n’a pu être identifiée (Weber et al., 2006). 

La présence de micro-organismes capables de réduire du Fe(III) dans les édifices 

hydrothermaux actifs a été montrée (Slobodkin et al., 2001). La capacité des Thermococcales 
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et des Thermotogales à réduire le Fe (III) a été mise en évidence chez plusieurs espèces de ces 

groupes (Vargas et al., 1998; Slobodkin et al., 2001). La capacité à reduire le Fe (III) a 

également été démontrée chez les organismes du genre Deferribacter (Greene et al., 1997 ; 

Miroshnichenko et al., 2003b; Takai et al., 2003a). Une souche dont la croissance serait 

encore possible à 121°C utilise le Fer (III) comme accepteur d’électrons (Kashefi and Lovley, 

2003). 

Si la réduction du Fer (III) a été mise en évidence dans les édifices hydrothermaux notamment 

par l’isolement d’espèces telles que Geoglobus et Geothermobacter aucun micro-organisme 

oxydant le Fer (II) n’a été détecté. L’oxydation du fer a probablement lieu à plus basse 

température dans les zones oxygénées de l’écosystème. Certaines espèces ferro-oxydantes 

sont également capables d’oxyder le fer en anaérobiose en utilisant le nitrate comme 

accepteur terminal d’électrons (Edwards et al., 2003). Des études récentes ont mis en 

évidence que des micro-organismes ferro-oxydants étaient associés à la crevette Rimicaris 

exoculata, induisant la formation de dépôt d’oxyhydroxyde de fer conséquent dans la cavité 

branchiale de l’animal (Corbari et al., 2008) (Schmidt et al., soumis). 

 

4.2. Le cycle de l’Azote  

 
Cette partie est développée de façon plus précise dans cette revue bibliographique afin 

d’introduire la partie 1 de cette thèse sur le métabolisme anammox. 

 L’azote, constituant important des acides nucléiques, des acides aminés, de la 

porphyrine et de nombreux sucres, est un composé clé de nombreux cycles biogéochimiques 

(Falkowski et al., 1998). Il partage également avec de nombreux autres éléments un rôle 

important dans les phénomènes de réduction et d’oxydation en milieu marin (Hulth et al., 

1999). Il est fortement affecté par les activités anthropiques. Dans l'environnement marin, 

l'azote est présent principalement sous 5 formes :  

- Le diazote N2 qui est la forme la plus stable. 

- Les nitrates NO3
-  qui sont la forme la plus oxydée de l’azote, la forme dominante et 

la plus assimilable dans les environnements oxygénés. 

- L’ammonium NH 4
+ qui est la forme la plus réduite de l’azote, mais aussi la forme 

dominante assimilable dans les environnements anoxiques. 

- L’azote organique sous forme particulaire est prédominant au niveau des 

sédiments et souvent associé à de l’azote inorganique (Brandes et al., 2007). 

- Les nitrites  
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Nitrate, nitrite, ammonium et azote organique sont regroupés sous le terme « azote fixé » bien 

que chaque forme ait un degré différent de réactivité. Ces différents composés sont liés par un 

ensemble de réactions.  

 

4.2.1. Principales réactions du cycle de l’azote 

 

 

Figure 14: Diagramme du cycle de l’azote d’après Jetten (Jetten, 2008).  

• La Fixation de l’azote. (1) sur la Figure 14 

 
Certains organismes sont capables d’utiliser N2 comme source d’azote. Cette capacité leur 

confère un avantage écologique significatif. Des micro-organismes fixateurs d’azote sont 
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libres (Azotobacter, Rhodobacter, les Cyanobactéries), d’autres forment des associations 

symbiotiques avec des plantes (Rhizobium, Bradirhizobium, Frankia). 

 

• La Dénitrification (Shapleigh, 2006). (2) sur la Figure 14 
 
C’est une respiration anaérobie où les nitrates NO3

- sont réduits en NO2
-, NO, N2O, et N2. 

L’azote disponible biologiquement, généré dans les environnements marins ou terrestres, est 

fixé par les bactéries fixatrices d’azote. Cet azote fixé se trouve alors parmi le pool d’azote 

disponible pour la nitrification de l’ammonium en nitrates par les bactéries. Lorsque les 

formes intermédiaires, telles que le nitrite et le N2O sont présentes, elles sont considérées 

comme des indicateurs de l’activité du cycle de l’azote (Codispoti et al., 1986; Ward, 2000). 

La dénitrification est considérée comme un processus par lequel le nitrate est utilisé comme 

accepteur terminal d’électrons dans l’oxydation de la matière organique une fois que 

l’oxygène dissous était utilisé. Cette réaction est conduite par des organismes anaérobies 

facultatifs (Codispoti and Christensen, 1985; Devol, 2003). La dénitrification, seule voie du 

cycle connue pour engendrer des pertes d’azote, est confinée au niveau des sédiments et de la 

colonne d’eau. 

 

• La nitrification (3) sur la Figure 14 

 

La nitrification correspond à l’oxydation de NH3 en NO3
-. Elle est réalisée par l’activité des 

bactéries nitrifiantes. Ces bactéries sont largement distribuées dans les sols et les eaux. Par 

exemple, un groupe de bactéries les nitrosantes du genre Nitrosomonas par exemple (Hunik et 

al., 1993) oxyde l’ammoniac en nitrites et un autre groupe les nitratantes avec notamment les 

espèces du genre Nitrobacter (Grundmann and Normand, 2000) oxyde les nitrites en nitrates. 

 

• DNRA (Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium) (Shapleigh, 2006) (4) 

sur la Figure 14 

 
Ce processus correspond à la réduction des nitrates en ammonium en milieu naturel (Francis 

et al., 2007). Celui-ci a pris de l’importance ces dernières années en tant que réaction majeure 

dans les environnements marins et terrestres. Elle a été mise en évidence dans des sédiments 

anoxiques et des sédiments contenant des sulfures (An et al., 2001). Les organismes les plus 

connus utilisant les nitrates appartiennent aux genres Thioplaca et Thiomargarita, retrouvés 
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dans les sédiments à la base de la zone suboxique et dénitrifiante de la colonne d’eau de la 

Mer d’Arabie, du Pacifique Est Tropical et de la Namibie (Thamdrup and Dalsgaard, 2002). 

Ces organismes peuvent coupler la réduction des nitrates en ammonium avec l’oxydation des 

composés soufrés réduits. Les genres Thioplaca et Thiomargarita sont tous deux capables de 

concentrer les nitrates jusqu’à 0,5M dans de larges vacuoles pour une oxydation ultérieure des 

sulfures (McHatton et al., 1996). Le devenir de l’ammonium produit par DNRA n’est pas 

encore bien compris. Dans l’environnement lorsque des taux élevés de sulfures (sulfure 

d’hydrogène, etc) inhibent la nitrification et la dénitrification conventionnelle, le processus 

DNRA permet de faire un cycle de l’azote plus court, préservant l’azote fixé dans ces 

environnements et permettant de meilleurs taux de productivité (An et al., 2001). 

 

4.2.2. Anammox (5) sur la Figure 14 

 

La dénitrification est accompagnée d’une libération d’ammonium à partir de l’utilisation de la 

matière organique. Il a été noté par Richards en 1965 que l’accumulation de l’ammonium 

n’avait pas lieu. Ces observations ont permis de proposer une réaction de Van Slyke et la 

possibilité d’une oxydation anaérobie de l’ammonium (Richards, 1965). Il a été suggéré en 

tenant compte de la distribution de l’ammonium et des nitrates que l’oxydation anaérobie de 

l’ammonium avait lieu en environnement peu oxygéné. Un exemple de ce type de distribution 

est le bassin anoxique de la Mer Noire, où l’oxygène est épuisé à partir d’une profondeur de 

60m et le nitrate présent jusqu’à 80m, l’ammonium qui diffuse est également totalement 

utilisé. Ces profils suggèrent une diffusion à la fois des nitrates et de l’ammonium dans une 

zone de réaction commune où ils sont utilisés tous les deux. A partir de cette évidence en 

faveur de l’oxydation anaérobie de l’ammonium en N2, Broda supposa qu’un organisme 

pouvant réaliser cette réaction « manquait dans la nature » (Broda, 1977). 

Ce n’est qu’à partir de 1995 que la réaction anammox a été mise en évidence dans un 

bioréacteur par l’observation de la disparition du nitrite et de l’ammonium avec apparition de 

N2 (Mulder et al., 1995). Quatre années plus tard, la découverte de micro-organismes capables 

de réaliser la réaction anammox dans un système similaire de bioréacteur (Strous et al., 

1999b) a conduit à la description des espèces « Candidatus Kunenia stuttgartiensis » et 

« Candidatus Brocadia annamoxidans ». La présence en milieu marin du processus anammox 

fut mise en évidence pour la première fois grâce à des mesures d’activité par utilisation 

d’isotopes stables (Thamdrup and Dalsgaard, 2002). La première bactérie anammox marine, 

« Candidatus Scalindua sorokinii », provenant de la Mer Noire, a été détectée par analyse du 
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gène codant pour l’ARNr16S. Des bactéries similaires ont été isolées à partir de sédiments 

estuariens au Danemark (Rysgaard and Nøhr Glud, 2004). Les bactéries anammox décrites 

sont considérées des micro-organismes chimioautotrophes, anaérobies stricts, fixant le CO2 et 

utilisant les nitrites comme donneur d’électrons. Même de faibles concentrations en oxygène 

(à partir de 1,1 µM) inhibent la réaction anammox (Strous et al., 1999a). 

 

Reaction anammox: 

 

NH4
+ + NO2

-                         N2 + 2H2O                 ∆G°’ = -357kJ/mol 

 

4.2.2.1. Les Planctomycètes : phylogénie et compartimentation cellulaire 

 
Les Planctomycètes constituent un phylum divergent au sein du domaine des Bacteria. 

Ce phylum est important pour la compréhension de l’évolution bactérienne et l’organisation 

cellulaire des eucaryotes. La structure des cellules est différente de celle de la plupart des 

procaryotes. L’ADN est entouré par une membrane intra-cytoplasmique.  

Les Planctomycètes comportent 10 genres dont 6 possèdent des représentants en 

culture pure (Pirellula, Rhodopirellula, Blastopirellula, Planctomyces, Gemmata et 

Isosphaera) et 4 ne possédent pas à ce jour de représentant isolé Candidatus « Kuenenia», 

Candidatus « Scalindua», Candidatus « Anammoxoglobus» et Candidatus « Brocadia» 

(Fuerst, 2005).  

Les analyses phylogénétiques effectuées à partir de séquences d’ARNr16S ont 

confirmé que les Planctomycètes formaient bien un groupe monophylétique distinct au sein 

des Bacteria. Ceci a contribué à l’élévation de ce groupe au rang de phylum au même titre 

que les Proteobacteries ou les Cyanobactéries (Woese, 1994). Une des plus récentes études 

montrerait que les Planctomycètes sont en effet un phylum avec un « embranchement 

profond », peut être plus ancien que les hyperthermophiles Aquificales (Brochier and 

Philippe, 2002), mais ces données sont controversées.  

Toutes les Planctomycètes possèdent une organisation cellulaire similaire (Lindsay et al., 

2001), mais il existe quelques différences au sein du phylum. 

La compartimentation se fait par le biais de membranes internes. Le compartiment majeur 

contenant le nucléoïde est appelé pirellulosome bien distinct chez les espèces Pirellula et 

Blastopirellula (Lindsay et al., 2001). Chez d’autres espèces comme par exemple Gemmata 

obscuriglobus, le nucléoide est également entouré d’une membrane formant un autre 
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compartiment cellulaire, le «corps nucléique», analogue du noyau chez les eucaryotes 

(Lindsay et al., 2001; Fuerst, 2005). La compartimentation la plus simple est retrouvée au sein 

des genres Pirellula, Blastopirellula, Rhodopirellula et Isosphaera chez qui une seule 

membrane sépare le cytoplasme en deux compartiments : le pirellulosome et le 

paryphoplasme (Fuerst, 2005). Les genres Kuenenia, Scalindua et Brocadia par exemple 

possedent un anammoxosome (Figure 15). 

 

4.2.2.2. Les Planctomycètes anammox 

 

Des études sur différentes stations de traitement des eaux usées ont été effectuées à 

l’aide de techniques de biologie moléculaire et plus particulièrement en amplifiant le gène 

codant pour l’ARNr16S avec des oligonucléotides spécifiques. Elles ont permis de mettre en 

évidence la présence d’au moins deux genres de bactéries anammox : Candidatus « Kuenenia 

stuttgartiensis », Candidatus « Scalindua wagneri » et Candidatus « Scalindua brodae » 

(Figure 16). Les genres proches de Candidatus « Scalindua spp » contribueraient de façon 

significative aux pertes d’azote dans les environnements marins (Kuypers et al., 2003; 

Kuypers et al., 2005; Francis et al., 2007; Schmid et al., 2007). 

Candidatus « Anammoxoglobus propionicus », Candidatus « Brocadia fulgida » des bactéries 

anammox pouvant co-oxyder les acides organiques ont été enrichies à partir de boues issues 

de stations de traitement des eaux résiduaires en utilisant un milieu de culture contenant de 

l’ammonium, du nitrite, du propionate (Candidatus « Anammoxoglobus propionicus ») ou de 

l’acétate (Candidatus « Brocadia fulgida ») (Kartal et al., 2007b; Kartal et al., 2008). 
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Figure 15: Compartimentation cellulaire chez les Planctomycètes : (a) Pirellula (e.g., Pirellula staleyi), 
Isosphaera (e.g., Isosphaera pallida)) et (b) “ Candidatus Brocadia anammoxidans, Gemmata (e.g., G. 
obscuriglobus). Sur ces schémas sont montrés la variabilité de la compartimentation cellulaire chez les 
Planctomycètes ainsi que les similitudes au niveau de leur organisation interne. 

 
Trois des quatre genres anammox décrits ont été enrichis à partir d’un échantillon de boue 

(Strous et al., 2006; Kartal et al., 2007a). Le genre Candidatus « Scalindua » est jusqu’à 

présent le seul genre de bactéries anammox détecté dans un environnement naturel (Penton et 

al., 2006; Schubert et al., 2006; Schmid et al., 2007).  

 

 Les bactéries anammox comportent une organelle à simple membrane appelée 

« anammoxosome », siège de la réaction anammox. La membrane est formée majoritairement 

de laddéranes, lipides constitués de 3 à 5 cycles butanes concaténés (Sinninghe Damste et al., 

2002). L’anammoxosome représente une part importante du volume cellulaire (Lindsay et al., 

2001).  
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Figure 16: Arbre phylogénétique mettant en évidence les relations entre les espèces de bactéries anammox 

connues (Kuenen, 2008) 

 

Les bactéries anammox ont une croissance lente, le temps de doublement varie de 11 à 

20 jours à 43°C, cependant elles sont très bien adaptées à la transformation de leurs substrats. 

Elles sont inhibées de façon réversible par des faibles taux d’oxygène (<1µM) et de façon 

quasi-irréversible par des concentrations fortes en nitrites (>10mM). 

La première hypothèse de voie métabolique pour le processus anammox fut basée sur 

des expériences d’utilisation d’azote 15 (15N). Un modèle définissant l’hydrazine et 

l’hydroxylamine comme intermédiaires de la réaction anammox a été proposé (van de Graaf 

et al., 1995). 

Durant les dix dernières années de recherche sur les bactéries anammox, trois types 

d’approches ont été utilisées pour leur recherche et leur détection dans les stations de 

traitement des eaux usées et dans l’environnement (Kuypers et al., 2003; Rysgaard and Nøhr 

Glud, 2004; Rysgaard et al., 2004; Jetten et al., 2005; Kuypers et al., 2005; Kartal et al., 

2007a) : 

- les techniques moléculaires 

- la détection des lipides 

- les mesures d’activité par l’utilisation des isotopes de l’azote 
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4.2.2.3. Les méthodes d’étude  

 

• Les techniques moléculaires : 

 

Les techniques moléculaires basées sur la réaction de polymérisation en chaîne (PCR) et 

d’hybridation in situ ont été les méthodes utilisées pour la détection et la quantification des 

bactéries anammox. 

La détection de ces bactéries dépend fortement du choix des amorces de PCR utilisées. Les 

bactéries anammox sont sous-représentées dans les banques de clones du gène codant pour 

l’ARNr16S construites après amplification avec des amorces universelles Bacteria. Lorsque 

les amorces Planctomycètes ou anammox (Pla46F, Amx368F, Amx820R) sont utilisées, la 

quantité relative de séquence anammox trouvée pour un échantillon donné augmente (Jetten et 

al., 2005; Penton et al., 2006). Récemment, des amorces spécifiques ont été développées pour 

la PCR quantitative afin de quantifier la biomasse des cellules anammox dans les stations de 

traitements des eaux (Tsushima et al., 2007). 

L’hybridation in situ (FISH) est utilisée à la fois pour détecter et quantifier les bactéries 

anammox dans les échantillons environnementaux et de traitements des eaux usées. Cette 

technique permet de détecter à la fois les domaines, phyla, genres et espèces. Les sondes 

EUB338I, II, et III qui ciblent le gène codant pour l’ARNr16s bactérien ne permettent pas de 

détecter le phylum des Planctomycètes (Amann et al., 1990). La sonde EUB338IV est utilisée 

comme sonde universelle « bactérie » (Jetten et al., 2005).  

Tableau 4 : Sondes utilisées pour la détection des organismes anammox (Jetten et al., 2005) 

 

Nomenclature OPD1  Spécificité Séquence 5'-3' % Formamide/mM  
[NaCl]2 

S-D-Bact-0338-b-A-18  Bacteria GCT-GCC-TCC-CGT-AGG-AGT 0/900 

S-Planc-0046-a-A-18  Planctomycetales GAC-TTG-CAT-GCC-TAA-TCC 25/159 

S-*-BS-820-a-A-22  
Candidatus « Scalindua 
sorokini et wagneri » 

TAA-TTC-CCT-CTA-CTT-AGT-GCC 40/56 

S-*-Scabr-1114-a-A-22  
Candidatus « Scalindua 

brodae » 
CCC-GCT-GCT-AAC-AAC-TAA-AAA 20/225 

S-*-Kst-1275-a-A-20  Candidatus « Kuenenia » TCG-GCT-TTA-TAG-GTT-TCG-CA 25/159 

 
1 OPD : Oligonucleotide Probe Database. Désignation. 
2 % de formamide dans le tampon d’hybridation et concentration en NaCl dans le tampon de 
lavage 
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La sonde Pla46F, spécifique des Planctomycètes, s’hybride avec le gène codant pour 

l’ARNr16s des bactéries anammox (Neef et al., 1998). Pour une détection plus spécifique des 

procaryotes anammox il existe plusieurs sondes. La sonde Amx368 a été dessinée pour la 

détection de tous les micro-organismes anammox (Jetten et al., 2005), la sonde Amx820 pour 

la détection de Candidatus « Kuenenia spp ». et Candidatus « Brocadia spp ». Afin de 

détecter ces genres distinctement, les sondes Kst1275 et Ban162 ont été dessinées pour 

s’hybrider avec Candidatus « Kuenenia spp ». et Candidatus « Brocadia spp » 

respectivement. La sonde Apr820 s’hybride préférentiellement avec Candidatus 

« Anammoxoglobus spp » (Kartal et al., 2007b). Les découvertes récentes de Candidatus 

« Scalindua spp » dans les environnements naturels et les stations de traitement des eaux 

usées montrent que les sondes utilisées jusqu’à présent ne sont pas suffisantes (Jetten et al., 

2005). Aujourd’hui il existe des sondes spécifiques pour toutes les espèces anammox 

connues.  

 

• Les lipides laddéranes 

 

Les bactéries anammox ont des membranes constituées de lipides uniques appelés 

laddéranes qui sont d’excellents biomarqueurs (Kuypers et al., 2003; Schmidt et al., 2003; 

Kartal et al., 2007b). Les bactéries anammox produisent également des hopanes et des acides 

gras, cependant ils ne sont pas spécifiques des bactéries anammox (Sinninghe Damste et al., 

2005). Les lipides des bactéries anammox sont caractérisés par un épuisement du 13C par 

rapport à la source de carbone (CO2) (Schouten et al., 2004). 

 

Figure 17: Schéma de la structure de lipides laddéranes (Sinninghe Damste et al., 2005) 
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• Mesure d’activité par des isotopes stables 

 

Depuis la découverte du processus anammox, les bactéries anammox ont été détectées 

dans de nombreux écosystèmes naturels et sont pour le moment considérées comme des 

acteurs majeurs expliquant les pertes d’azote dans les océans – avec des proportions proches 

de la dénitrification (Rysgaard and Nøhr Glud, 2004; Rysgaard et al., 2004; Meyer et al., 

2005). La contribution relative de la réaction anammox et de la dénitrification aux pertes 

d’azote en milieu marin, est estimée par l’incubation de sédiments ou d’eau dans des flacons 

étanches avec un excès d’azote marqué sous forme de 15N- ammonium ou 15N-nitrate 

(Thamdrup and Dalsgaard, 2002; Kuypers et al., 2005). Basé sur la stœchiométrie des 

réactions anammox et de la dénitrification, la contribution de ces deux processus peut être 

évaluée par la détermination du pourcentage d’azote marqué sur la totalité d’azote formé. En 

effet, la dénitrification transforme le 15N- nitrate ou 15N-nitrite en 15N15N, la réaction 

anammox produit exclusivement du 14N15N (en présence d’ammonium non marqué). Les 

ratios de 15N15N et 14N15N peuvent être déterminés par des rapports isotopiques en 

spectrométrie de masse (IR-MS). Ces expériences de marquages avec le 15NH4+ et 15NO2- sont 

suffisantes pour quantifier l’activité anammox dans les échantillons environnementaux. En 

conditions anoxiques seules les espèces anammox sont capables de former du 14N15N à partir 

de 15NH4
+ et 14NO2

-. 

 

4.2.2.4. Les bactéries anammox dans les environnements naturels (Figure 18) 

 

Dans les environnements naturels, en conditions anoxiques, la dénitrification était 

considérée comme la seule voie expliquant les pertes d’azote. L’ammonium aurait donc dû 

s’accumuler en grande quantité dans la nature. Cependant, Richards en 1965 a mis en 

évidence des pertes d’azote inexpliquées (Richards, 1965). La contribution du métabolisme 

anammox dans le cycle de l’azote a d’abord été largement sous estimée à cause du temps de 

doublement très long des bactéries anammox (Ward, 2000, , 2003). Cependant, l’activité et la 

présence des bactéries anammox dans la nature a été présentée dans le bassin de la Mer Noire 

(Kuypers et al., 2003) puis au niveau de la zone de minimum d’oxygène dans les systèmes 

d’upwelling du Bengale et du Pérou, sites importants de production primaire dans les océans 

Atlantique et Pacifique. Ceci a confirmé que les bactéries anammox contribueraient alors 

significativement aux pertes d’azote (Thamdrup and Dalsgaard, 2002; Kuypers et al., 2005; 

Hamersley et al., 2007). Les bactéries anammox et leur activité ont également été détectées 
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dans la partie anoxique de nombreux environnements marins et d’eau douce (Penton et al., 

2006; Schubert et al., 2006; Schmid et al., 2007). Ces exemples n’illustrent pas seulement 

l’importance du processus anammox pour l’écosystème marin, mais également son 

implication importante dans de nombreux écosystèmes. Ces 5 dernières années, les bactéries 

anammox ont été reconnues comme des acteurs importants dans le cycle biogéochimique de 

l’azote (Devol, 2003; Ward, 2003; Arrigo, 2005; Francis et al., 2005; Brandes et al., 2007). 

Dans toutes ces études Candidatus « Scalindua spp » exclusivement ont été détectées 

(Kuypers et al., 2003; Kuypers et al., 2005; Penton et al., 2006; Schmid et al., 2007). 

 

 

 

Figure 18: Localisation des principaux sites et écosystèmes où ont été mises en évidence des bactéries 
anammox (Schmid et al., 2007). 

 

4.2.3. Le cycle de l’azote dans les édifices hydrothermaux actifs (Figure 19) 

 

L'oxydation aérobie de l'ammonium ou nitrification a été démontrée par l'isolement des 

procaryotes nitrifiants hétérotrophes thermophiles se développant dans des conditions 

aérobies à 65°C comme par exemple Bacillus MS (Mével and Prieur, 1998; Mével and Prieur, 

2000). La détection dans des échantillons d’édifices hydrothermaux actifs de séquences des 

Mer Noire  
(Kuypers et al., 2003) 

Côtes Namibienne  
(Kuypers et al., 2005) 

lac, régions polaires  
(Rysgaard and Nøhr 
Glud, 2004)  

Mangroves  
(Meyer et al., 
2005) 

Costa Rica  
(Dalsgaard et al., 2003)  

Sédiments côtiers  
(Trimmer et al., 2003) 
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gènes nifH (codant pour une sous unité de la nitrogénase) laissait supposer une possible 

fixation de l’azote (Mehta et al., 2003). Une étude a récemment montré une possible fixation 

de l'azote à haute température par une Méthanoarchaea (Mehta and Baross, 2006). Cette 

Archaea issue de fluide hydrothermal est capable de réduire le diazote N2 en ammonium 

NH4
+ à une température de 92 °C. Le gène codant pour ARNr16S de ce fixateur 

hyperthermophile d'azote est 99% semblable à celui du Methanocaldococcus jannaschii 

(DSM 2661) qui elle ne fixe pas l’azote.  

 

 

 

Figure 19: Cycle de l’azote simplifié en milieu hydrothermal, modifié d’après Kuypers et coll. (Kuypers et 
al., 2003) 

 

En ce qui concerne la dénitrification à haute température (1) de nombreux procaryotes ont été 

isolés et sont capables de cette réaction à haute température tels que des espèces bactériennes 

des genres Deferrribacter (Miroshnichenko et al., 2003b; Takai et al., 2003a), Caminibacter 

(Alain et al., 2002b; Miroshnichenko et al., 2004; Voordeckers et al., 2005) 

Desulfurobacterium (L'Haridon et al., 1998; Alain et al., 2003; L'Haridon et al., 2006b), 

Persephonella (Gotz et al., 2002; Nakagawa et al., 2003) et l’Archaea Pyrolobus fumarii 

(Blöchl et al., 1997),espèce qui détient d’ailleurs le record de température pour la 

dénitrification (106°C). 
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De nombreux essais ont été effectués afin d’enrichir ou d’isoler des micro-organismes 

nitrifiants autotrophes dans des environnements chauds, essais qui ne se sont pas avérés 

concluants.  

 

4.3. Le cycle du Carbone 

 

Le carbone est recyclé dans l’atmosphère, le sol, les océans, les milieux aquatiques, les 

sédiments et les roches. Les sédiments et les roches représentent le réservoir le plus important, 

mais le « turn over  » y est très long. La voie globale la plus rapide de transfert de carbone se 

fait par le dioxyde de carbone (CO2) qui est la forme initiale et finale du cycle. Il est retiré de 

l’atmosphère essentiellement par la photosynthèse des plantes et y retourne par la respiration 

des animaux, des plantes et des micro-organismes chimio-organotrophes. Les organismes 

photosynthétiques sont donc à la base du cycle du carbone. Les micro-organismes 

phototrophes possèdent un pigment leur permettant d’utiliser la lumière comme source 

d’énergie. Chez les procaryotes il existe deux types de photosynthèse : la photosynthèse 

oxygénique par exemple chez les Cyanobactéries qui produit de l’O2 en utilisant l’H2O 

comme donneur d’électrons et la photosynthèse anoxygénique qui utilise un composé réduit 

soufré ou un composé organique comme donneur d’électrons, respectivement chez les 

bactéries pourpres et vertes sulfureuses ou non. Le carbone fixé par photosynthèse est 

finalement dégradé par les procaryotes et il en résulte deux formes majeures : le méthane 

(CH4) et le dioxyde de carbone (CO2). Ces deux gaz sont formés par l’activité des 

méthanogènes. Dans les habitats anoxiques, le CH4 est produit soit par la réduction du CO2 

soit à partir de composés organiques comme l’acétate. Le méthane produit dans les 

environnements anoxiques est insoluble et migre vers les environnements oxygénés où il est 

oxydé en CO2 par les méthanotrophes ou par les micro-organismes oxydant le méthane en 

anaérobiose (AOM) dans les zones de transition méthane/sulfate. 

 

Certains micro-organismes sont capables de croître en utilisant le CO2 comme seule source de 

carbone, ce sont des autotrophes. Les hydrogénobactéries par exemple fixent le CO2 via le 

cycle de Calvin suivant la réaction suivante : 

 

6H2 + 2O2
- + CO2                             (CH2O) + 5H2O                  
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Figure 20: Principales réactions du cycle du Carbone d’après Brock Chapitre 19 (Madigan and Martinko, 
2007) 

 

• La respiration et fermentation (1) et (2) sur la Figure 20 

 

Lors de la respiration, la matière organique est transformée en CO2 + H20 en présence ou 

absence de lumière, en condition aérobie ou anaérobie. 

Les chimio-organotrophes utilisent deux mécanismes de conservation de l’énergie : la 

fermentation et la respiration. Dans la fermentation, la réaction d’oxydation est couplée à la 

réduction d’un composé dérivé du donneur d’électrons. Dans la respiration c’est un accepteur 
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d’électrons exogène soit l’oxygène moléculaire (respiration aérobie) soit un autre accepteur 

d’électrons qui est réduit (respiration anaérobie). 

Concernant l’écosystème hydrothermal et plus précisément la partie chaude de celui-ci 

plusieurs micro-organismes tirent leur énergie de la respiration aérobie : c’est le cas 

d’Aeropyrum camini et des espèces du genre Thermus par exemple. Certains sont 

microaérophiles, comme Oceanithermus et Vulcanithermus.. Ils ont des températures 

optimales de croissance comprises entre 60°C et 85°C. 

De nombreuses espèces sont impliquées dans la dégradation de la matière organique par voie 

fermentaire ou par respiration anaérobie. Elles appartiennent aux deux domaines Archaea et 

Bacteria et se répartissent au sein de differents phylums; Firmicutes (Caminicella), 

Thermotogales (Marinotoga, Thermosipho), Thermales (Vulcanithermus), concernant les 

Bacteria. Les Thermococcales au sein des Euryarchaeota qui comptent plus d’une vingtaine 

d’espèces décrites toutes chimioorganotrophes, les Desulfurococcales chez les Crenarchaeota 

qui comportent à la fois des espèces chimiorganotrophes et des espèces lithotrophes. 

 

Parmi les espèces thermophiles et hyperthermophiles isolées des édifices hydrothermaux 

actifs, les espèces chimioorganotrophes sont celles pour lesquelles il existe le plus grand 

nombre d’espèces isolées et décrites notamment au sein de l’ordre des Thermococcales et 

dans une moindre mesure des Thermotogales. La physiologie et le métabolisme des 

Thermococcales sont bien connus (Neuner et al., 1990) (Miroshnichenko et al., 1989) (Zillig 

et al., 1987); (Godfroy et al., 1996) (Huber et al., 1995a); (Keller et al., 1995); (Kwak et al., 

1995); (Dirmeier et al., 1998); (Grote et al., 1999); (Marteinsson et al., 1999); (Canganella et 

al., 1998); (Miroshnichenko et al., 1998); (Gonzalez et al., 1999); (Duffaud et al., 1998); 

(Godfroy et al., 1999); (Arab et al., 2000); (Jolivet et al., 2004); (Kuwabara et al., 2005); 

(Kuwabara et al., 2007); (Pikuta et al., 2007) et de nombreux génomes ont été séquencés. 

Elles sont capables d’utiliser des composés organiques complexes tels que des protéines mais 

également des sucres simples ou complexes. Leur métabolisme est un métabolisme 

fermentaire et leur croissance est stimulée par la présence de soufre élémentaire.  

 

• Les micro-organismes chimiolithoautotrophes : Fixation du CO2 (3) sur la 

Figure 20 

 

Chez les procaryotes chimiolithotrophes, l’énergie nécessaire à la fixation du CO2 est obtenue 

grâce à un donneur d’électrons inorganique. Dans les édifices hydrothermaux, de nombreux 
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composés réduits sont susceptibles de servir de sources d’énergie pour la fixation du CO2 à 

haute température, l’hydrogène notamment est un donneur d’électrons. De nombreuses 

espèces de micro-organismes thermophiles et hyperthermophiles autotrophes ont été isolées 

des édifices hydrothermaux. Elles sont capables d’utiliser des couples donneurs/accepteurs 

très divers et appartiennent aussi bien aux domaines des Archaea : genres Ignococcus (Huber 

et al., 2000), Archaeoglobus (Huber et al., 1997; Henstra et al., 2007), Pyrolobus (Blöchl et 

al., 1997), que des Bacteria : Nautiliales (Alain et al., 2002b; Miroshnichenko et al., 2002; 

Miroshnichenko et al., 2004; Voordeckers et al., 2005), Desulfobacteriales (Jeanthon et al., 

2002), Aquificales (Nakagawa et al., 2003). 

A haute température, la fixation du CO2 est assurée par la voie de l’Acetyl CoA, par le biais 

du cycle de l’acide citrique inversé par exemple chez Thermoproteus (Schäfer et al., 1986) et 

Aquifex (Huber et al., 1992) ou par le biais du cycle de Calvin. Dans le cas du cycle de l’acide 

citrique inversé, des enzymes catalysent du CO2 en des intermédiaires du cycle de l’acide 

citrique, impliquant la carboxylation de l’acétyl-CoA en α-cétoglutarate et la carboxylation de 

l’acétyl-CoA en oxaloacétate.  

 

• La méthanogénèse (4) sur la Figure 20 

 

Le méthane issu des processus biologiques (méthanogénèse) a une grande importance dans le 

flux de carbone au sein de nombreux environnements anoxiques. La méthanogénèse est 

réalisée par un groupe d’Archaea, les méthanogènes, qui sont des anaérobies strictes. La 

plupart des méthanogènes utilisent le CO2 comme accepteur terminal d’électrons dans la 

respiration anaérobie, et le réduisent en méthane avec le di-hydrogène comme donneur 

d’électrons. 

Au niveau des sources hydrothermales, des espèces d’Archaea méthanogènes thermophiles et 

hyperthermophiles ont été isolées telles que les espèces du genre Methanocaldococcus 

jannaschii (Jones et al., 1983), Methanotorris formicicus (Takai et al., 2004b), 

Methanothermococcus okinawensis (Takai et al., 2002) Methanopyrus kandleri (Burggraf et 

al., 1991). Ces espèces sont pour la plupart des espèces qui utilisent H2 et CO2 ce qui fournit 

des données supplémentaires sur l’évidence d’un métabolisme autotrophe en milieu 

hydrothermal océanique (Jeanthon et al., 1998; Jeanthon et al., 1999; L'Haridon et al., 2003). 

Dans certains environnements hydrothermaux comme au niveau du Bassin de Guaymas, 

l'acétate provenant de la dégradation thermogénique de la matière organique sédimentée, 

durant la phase précoce de la diagénèse, présent en concentration élevée est utilisé comme un 
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substrat important de la méthanogénèse par des Méthanosarcinales (seule famille pratiquant 

la méthanogénèse acétoclastique).  

 

• L’homoacétogénèse (7) sur la Figure 20 

 

Cette réaction correspond à un métabolisme énergétique impliquant la production d’acétate à 

partir de H2 et CO2 ou à partir de composés organiques. Il n’existe pour l’instant aucun micro-

organisme hydrothermal acétogène identifié. 

 

• La méthanotrophie (6) sur la Figure 20 

 
Cette réaction correspond à l’oxydation du méthane en CO2. Les substrats carbonés en C1 

sont arbitrairement définis comme des composés contenant un carbone plus réduit que le CO2 

et ne contenant pas de liaison C-C comme par exemple CO, CH4, CH3OH, HCOOH, HCHO, 

mono, di et triméthylamine. En milieu hydrothermal, le métabolisme des composés en C-1 

atteint un autre niveau de complexité, tenant compte de la distinction entre métabolisme 

microbien auto et hétérotrophe. Pour la plupart des écosystèmes hydrothermaux océaniques, 

le CH4 est formé via des réactions abiotiques : serpentinisation et « Fischer-Tropsch-Type 

(FTT) » à hautes températures impliquant H2 et CO2 (Charlou et al., 2002). Par conséquent la 

croissance basée sur le CH4 peut être considérée comme une production primaire. A ce jour 

cependant, aucune espèce de méthanotrophe fonctionnant à haute température n’a été isolée 

de sources hydrothermales océaniques. Cependant des symbioses associant des micro-

organismes méthanotrophes et des invertebrés ont été mises en évidence dans les zones à plus 

basse température (Duperron et al., 2005; Duperron et al., 2006), des espèces méthanotrophes 

ont été également détectées grâce à des inventaires moléculaires associés aux tapis microbien 

et à la crevette Rimicaris exoculata. 

 

En plus du catabolisme aérobie du CH4, celui-ci peut également être oxydé en condition 

anaérobie au cours d’un processus a priori syntrophique impliquant la coopération d’Archaea 

nommées ANME et affiliées aux Méthanosarcinales, et de bactéries sulfato-réductrices 

(Deltaproteobacteria) ou nitrate-réductrice. 
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• L’oxydation anaérobie du méthane AOM (5) sur la Figure 20 

 

Le méthane, produit dans les sédiments anoxiques, est oxydé en CO2 par les méthanotrophes 

lorsqu’il atteint les zones oxygénées. Le méthane peut être oxydé en conditions anaérobies 

dans les sédiments marins par des consortia cellulaires contenant certaines bactéries sulfato- 

réductrices et des méthanogènes (Figure 21). La façon dont le méthane peut être oxydé par 

ces agrégats n’est pas encore connue avec précision. Cependant certaines hypothèses ont été 

suggérées, notamment la possibilité pour les méthanogènes de convertir le CH4 en acétate, qui 

serait alors oxydé en CO2 par les sulfato-réducteurs (Moran et al., 2008). Quelle que soit la 

façon dont fonctionne ce partenariat, l’oxydation anaérobie du méthane est indiscutablement 

un mécanisme de syntrophie dans lequel deux organismes coopèrent.  

 

 

Figure 21 : Oxydation Anaérobie du Méthane (AOM) d’après Brock Chapitre 19, (Madigan and 
Martinko, 2007) 

 
Le mise en évidence dans l’écosystème hydrothermal notamment au niveau des sédiments du 

bassin de Guaymas (Dhillon et al., 2005) et du site Lost City (Brazelton et al., 2006) de 

lignées ANME impliquées dans l’oxydation anaérobie du méthane, pourrait laisser supposer 

l’existence de l’AOM à des températures supérieures à celles décrites jusqu’à présent. 
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4.4. Le cycle du Soufre 

 

 

Figure 22: Principales réactions du cycle du Soufre d’après Brock, Chapitre 19, (Madigan and Martinko, 
2007).  

 

Le cycle biogéochimique du soufre et l’implication des micro-organismes dans les 

transformations de cet élément sont présentés dans la Figure 22. L’essentiel du soufre sur terre 

se trouve dans les sédiments et dans les roches sous forme de minéraux sulfatés (gypse, 

CaSO4) et sulfurés (pyrite, FeS2). Les océans constituent un des réservoirs majeurs de soufre 

pour la biosphère. 
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• Réduction des sulfates (1) sur la Figure 22 

 

 Le sulfate, la forme la plus oxydée du soufre, est l’un des anions majeurs de l’eau de 

mer. Il est utilisé comme accepteur terminal d’électrons par les bactéries sulfato-réductrices. 

Le produit final de la réduction des sulfates est l’H2S, impliqué dans de nombreux processus 

biogéochimiques. Au cours de la réduction assimilative, l’H2S formé est immédiatement 

converti en soufre organique sous forme d’acides aminés contrairement à la réduction 

dissmilative où de fortes concentrations d’H2S sont produites (Rabus et al., 2006). Une 

importante diversité morphologique et physiologique de bactéries sulfato-réductrices est 

connue. À l’exception des espèces du genre archéen Archaeoglobus, tous les procaryotes 

sulfato-réducteurs connus appartiennent au domaine des Bacteria. Ils sont très majoritairement 

affiliés à la classe des Deltaproteobacteria dans lequel on trouve les genres Desulfovibrio, 

Desulfobacter et Desulfuromonas et chez les Firmicutes avec des espèces du genre 

Desulfotomaculum (Pikuta et al., 2000). La gamme des donneurs d’électrons utilisés par les 

organismes sulfato-réducteurs est large mais la plupart utilisent l’hydrogène, le pyruvate ou le 

lactate. L’oxydation des substrats organiques chez les bactéries réduisant les sulfates peut être 

« complète » formant du CO2, ou « incomplète » avec de l’acétate et du CO2 comme produits 

finaux (Rabus et al., 2006). 

 Au niveau des écosystèmes hydrothermaux, des bactéries thermophiles 

sulfatoréductices de l’ordre des Thermodesulfobacteriales, Thermodesulfobacterium 

hydrogenophilum (Jeanthon et al., 2002) et Thermodesulfatator indicus ont été isolées d’un 

site de la « Ride Indienne » (Moussard et al., 2004). Une espèce de ce genre a été également 

isolée à partir d’échantillons de cheminée du site Rainbow (Postec et al., 2007; Alain et al., 

soumis) et est en cours de description. Ces espèces forment un phylum distinct positionné à la 

base de l’arbre des Bacteria. Au sein des Archaea des espèces du genre Archaeoglobus ont été 

isolées des édifices hydrothermaux actifs, (Burggraf et al., 1990; Huber et al., 1997; Mori et 

al., 2008). Leurs températures optimales de croissance varient de 70 à 85°C.  

 

• Sulfo-Réduction (2) sur la Figure 22 

 

Le soufre élémentaire (S0) est chimiquement stable et insoluble. La réduction du 

soufre en sulfure (une forme de respiration anaérobie) est un processus écologique majeur, 

particulièrement chez les Archaea hyperthermophiles du genre Desulfurococcus. 
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Dans les édifices hydrothermaux actifs un grand nombre d’espèces décrites sont capables de 

réduire le S0, elles présentent des métabolismes divers. En effet, certaines 

chimioorganotrophes anaérobies fermentaires telles les Thermococcales et les Thermotogales 

sont capables de réduire le S0. Cette réaction n’est pas indispensable à leur croissance mais la 

stimule. Les Thermotogales réduisent également le soufre élémentaire ainsi que des composés 

soufrés plus oxydés tels que le thiosulfate. D’autre part on trouve des espèces pour lesquelles 

le S0 est l’accepteur terminal d’electrons. Ces micro-organsimes thermophiles et 

hyperthermophiles des genres bactériens Desulfurobacterium (L'Haridon et al., 1998; Alain et 

al., 2003; L'Haridon et al., 2006b) Balnearium (Takai et al., 2003b) et Thermovibrio (Vetriani 

et al., 2004) qui forment une lignée distincte au sein des Aquificales et la Crenarchaeota 

Ignicoccus pacificus (Huber et al., 2000) sont des chimiolithoautotrophes.  

 

• Sulfo-oxydation (3) sur la Figure 22 

 

 De nombreux composés soufrés réduits peuvent être utilisés comme donneur 

d’électrons par des bactéries sulfo-oxydantes. Les micro-organismes sulfo-oxydants, dont la 

plupart sont aérobies ou dénitrifiants, peuvent catalyser l’oxydation des sulfures. Cette 

réaction se produit généralement dans la zone de contact entre la zone anaérobie qui contient 

les sulfures et la zone aérobie qui contient l’oxygène. Nombre de micro-organismes sulfo-

oxydants sont chimiolithotrophes ; ils appartiennent aux genres Beggiatoa, Thiotrix. Les 

bactéries du genre Beggiatoa oxydant l’H2S accumulent le soufre à l’intérieur de la cellule qui 

constitue alors une réserve d’énergie. Le soufre élémentaire S0 est une forme stable qui peut 

néanmoins être oxydée par des bactéries sulfo-oxydantes des genres Thiobacillus ou 

Acidothiobacillus mais également par des Archaea de l’ordre des Sulfolobales. L’un des 

produits de la réaction d’oxydation du soufre est l’ion H+, ce qui tend à diminuer le pH du 

milieu. Les bactéries sulfo-oxydantes sont ainsi capables d’entrainer une acidification du 

milieu. Les Bacteria phototrophes pourpres et quelques chimiolithotrophes sont capables 

d’oxyder les composés soufrés réduits en anaérobiose.  

Dans l’écosystème hydrothermal, la présence de concentrations élevées en composés soufrés 

réduits fait de ces substances une source d’énergie essentielle au fonctionnement de 

l’écosystème. L’oxydation des composés soufrés réduits par des procaryotes est une des 

réactions principales de production d’énergie nécessaire à la fixation du CO2. Ces réactions 

sont réalisées par des micro-organismes vivant en symbiose avec certains invertébrés 

hydrothermaux (exemple : Riftia et Bathymodiolus pour l’EPR et Bathymodiolus pour MAR) 
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mais également par des bactéries filamenteuses sulfo-oxydantes (Ordre des Thiotrichales) qui 

peuvent former d’épais tapis sur les animaux ou sur le substrat. 

Dans les édifices hydrothermaux actifs, seules deux espèces bactériennes appartenant à 

l’ordre des Aquificales Persephonella marina et Persephonella  guaymanensis ont été isolées 

sur un site du Pacifique (Gotz et al., 2002; Nakagawa et al., 2003). Elles sont capables 

d’oxyder le S0 ou le thiosulfate en microaérophilie et ont une température optimale de 

croissance de 70°C. 

 

 Les cycles biogéochimiques fonctionnent-ils à haute température au niveau des 

sources hydrothermales océaniques ? Comme nous l’avons noté précédemment de nombreux 

travaux ont été effectués et ont permis l’isolement et la description de nouveaux genres et 

espèces thermophiles et hyperthermophiles appartenant aux domaines des Archaea et des 

Bacteria. Cependant, pour certaines réactions des cycles biogéochimiques, aucun micro-

organisme thermophile ou hyperthermophile n’a encore été isolé et identifié comme étant un 

acteur de ce processus biogéochimique. Les mesures des activités microbiennes en ce qui 

concerne les cycles biogéochimiques principaux (C, N, S, etc.) sont très rares et sont 

principalement effectuées dans les parties froides des écosystèmes. En conséquence, la 

question du fonctionnement complet des cycles biogéochimiques aux températures élevées 

(>60°C) est encore ouverte. Les données métaboliques obtenues à partir des nouvelles espèces 

isolées permettent d’identifier et d’associer des micro-organismes à certaines réactions des 

cycles biogéochimiques: c'est le cas par exemple du cycle de l’azote où des thermophiles 

réduisant les nitrates ont été identifiés, mais aucun micro-organisme oxydant l’ammonium au 

dessus de 60°C n’a été isolé. Il en est de même pour les autres cycles biogéochimiques et leur 

fonctionnement à haute température. 

Lors de cette étude, notre choix s'est porté sur la recherche d’une oxydation anaérobie de 

l’ammonium à haute température. En effet, la présence de nitrate, nitrites et ammonium a été 

détectée dans cet environnement et le long du gradient de température. Ces facteurs associés 

aux conditions d’anaérobiose semblaient favorables à la présence de micro-organismes 

impliqués dans le métabolisme anammox, suggérant ainsi la possible présence de ceux-ci dans 

des environnements chauds. Les travaux réalisés pour rechercher la présence de micro-

organismes anammox ont consisté en l’analyse moléculaire des échantillons (amplification du 

gène codant pour l’ARNr16S, clonage et séquençage, et FISH) et des mesures d’activités.  

D’autre part, des cultures d’enrichissement en continu en bioréacteur ont été effectuées à 

partir d’échantillons de cheminées hydrothermales en appliquant des conditions de culture 
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spécifiques visant à se rapprocher au mieux des conditions de l’environnement. L’utilisation 

de faibles, voire très faibles concentrations en matière organique, simulant des conditions 

d’oligotrophie a été mise en place afin de limiter la croissance des hétérotrophes et d’accéder 

à de nouveaux micro-organismes de l’écosystème hydrothermal. 

 

 

 

Après un chapitre « Matériel et Méthodes », présentant en deux parties distinctes les méthodes 

utilisées, les résultats seront présentés en deux parties :  

 

 Partie 1 :  

Recherche de micro-organismes anammox (Oxydation Anaérobie de l’Ammonium) dans les 

écosystèmes océaniques profonds. 

 

 Partie 2 :  

Etude de la diversité métabolique des micro-organismes des édifices hydrothermaux actifs. 

 

Etude 1 : Etude des variations des conditions de l’environnement sur la culture de 

communautés microbiennes de cheminées hydrothermales en bioréacteur. 

 

Etude 2 : Le fluide hydrothermal utilisé comme base du milieu de culture dans une culture 

d’enrichissement en bioréacteur. 

 

 





 

Matériel et Méthodes 
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1. Recherche de micro-organismes Anammox dans les écosystèmes 
hydrothermaux océaniques profonds  
 

Une partie des manipulations a été réalisée avec un étudiant de Master II (Microbiologie) 

Valentin CREPEAU et Jean louis BIRRIEN, Ingenieur de recherche  

 

1.1. Echantillons 
 

Tableau 5 : Echantillons biologiques étudiés, localisation géographique et température mesurée sur le lieu 
du prélèvement 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les échantillons proviennent des campagnes EXOMAR en 2005, MoMARETO en 2006 et 

MomarDreamNaut en 2007 et ont été prélevés sur les sites de Rainbow (36,2°N ; 33,9°W), 

Lucky Strike (37,29°N ; 32,28°W), Lost City (30,07°N ; 42,07°W) et Menez Gwen (37,85°N 

Echantillons 
 

T°C 

Tapis microbien 
 Mat 1 
MO22 

Lucky Strike (depth: 1700m) 
Microbial mat on Bathymodiolus 

azoricus 
4-8°C 

Tapis microbien 
Mat 2 
MO23 

Lucky Strike (depth: 1700m) Microbial 
mats 

4-8°C 

Modioles 2 
Mussels 2  
MO16 E2 

Menez Gwen (depth: 850m) 
Bathymodiolus azoricus 

4-10°C 

Crevette 1 
Shrimp 1 
EXO6 E1 

Rainbow (depth :2300m) 
 Rimicaris exoculata 

4-10°C 

Cheminée 1 
Chimney 1 
EXO5 E1 

Lucky Strike (depth :1700m)  
Active chimney (iron silica) 

30°C1 

Cheminée 4 
Chimney 4 
EXO17 E1 

Lost City (depth: 750m)  
Carbonate active chimney pH 10 

91°C1 

Cheminée 3 
Chimney 3 
EXO16 E1 

Lost City (depth: 750m)  
Carbonate active chimney pH 10. 

93°C1 

Cheminée 6 
Chimney 6 
EXO13E1 

 
TAG (depth :3650m) 

 Active chimney 
 

> 100°C 

Cheminée 7 
Chimney 7 

EXO14 

TAG (depth :3650m)  
Active chimney 

> 100°C 

Cheminée 8 
Chimney 8 
 MO8 E1 

Rainbow (depth: 2300m)  
Active chimney 

> 100°C 

Cheminée 10 
Chimney 10 

MOM07 

Rainbow (depth: 2300m)  
Active chimney 

153°C 
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; 31,51°W). Le choix des échantillons à traiter est réalisé de façon à varier la nature et le lieu 

de prélèvement de ces derniers (Tableau 5) et de façon à ce que les différents biotopes de 

l’écosystème soient échantillonnés et ce le long du gradient de température.  

Les échantillons solides (cheminées et modioles) ont été prélevés par la pince téléopérée du 

ROV et transférés vers la surface dans une boite étanche décontaminée. Les crevettes ont été 

prélevées par un aspirateur à faune et les échantillons de tapis microbien grâce à un préleveur 

d’eau par pompage, puis récupérés par filtration (sur filtre à, 22 µm). 

 Pour les mesures d'activités anammox, les échantillons ont été conditionnés en 

anaérobiose sous atmosphère d’argon à 4°C. Pour les extractions d’ADN et les techniques de 

FISH, les échantillons ont été broyés puis respectivement placés à -80°C ou fixés 2 heures 

dans de l’eau de mer formolée à 3%, puis conservés dans un mélange PBS 2X/éthanol à un 

ratio 1/1) (Jetten et al., 2005). 

 

1.2. Etude moléculaire. 

 

1.2.1. Extraction de l’ADN total 

 

Les extractions sont réalisées avec le kit FastDNA® (Qbiogene, Inc, CA). Les échantillons 

conditionnés pour le FISH sont également utilisés pour les extractions d’ADN. Dans ce cas ils 

sont préalablement lavés avec une solution de PBS 1X (Phosphate Buffered Saline) afin 

d’éliminer l’éthanol dans lequel ils étaient conservés suite à la préparation pour la méthode de 

FISH. Pour chacun des échantillons, quatre extractions sont réalisées et les solutions d'ADN 

obtenues sont ajoutées et concentrées avec une unité Microcon YM-100® (Milipore, Inc). 

 
1.2.2. Amplification, clonage et séquençage  

 
 Une amplification par PCR (Polymerase Chain reaction) est réalisée avec une 

combinaison de 3 amorces spécifiques du gène de l'ARNr16S des Planctomycetes anammox : 

Pla46F (5'-GGATTAGGCATGCAAGTC-3'), BS820R (5'-TAATTCCTCTATTAGT-3') et 

Amx820R (5'-AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC-3') (Jetten et al., 2005).  

 Le programme de PCR débute par une phase de dénaturation (10 minutes à 94°C) 

suivie par 35 cycles de dénaturation (1 minute à 94°C), d'hybridation (1 minute à 56°C) et 

d'élongation (1’30’’ minute à 72°C) ; il se termine par une dernière phase d'élongation de 12 

minutes à 72°C 
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 Les fragments amplifiés par PCR sont clonés en utilisant le kit pGEM®-T Easy Vector 

System I (Promega) suivant les indications du fabricant. Le séquençage est réalisé à la Plate-

forme de séquençage génotypage OUEST-genopole®.  

 

1.2.3. Analyse des séquences et phylogénie. 

 

 L'édition, l'alignement et l'analyse des séquences pour la construction d'un arbre 

phylogénétique sont réalisés avec les programmes suivants : BioEdit version 7.0.5 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), ClustalW (Thompson et al., 1994) et 

Phylo_Win (Galtier et al., 1996). Un arbre construit avec la méthode du neighbor-joining a été 

généré. La valeur de « bootstrap » a été calculée après l’analyse de 5000 arbres. Pour 

comparaison un arbre réalisé avec la méthode du maximum de parcimonie a également été 

généré. 

 Le taux en bases Guanine et Cytosine (G+C%) des séquences utilisées lors de la 

construction de l’arbre ont également été calculées pour analyse.  

 

1.2.4. Analyse des échantillons par Hybridation Fluorescente in situ (FISH). 

 

Les échantillons conditionnés pour le FISH subissent différents traitements préalablement à la 

phase d’hybridation. Ces traitements ont pur but de s’affranchir d’une partie de l’auto 

fluorescence produite par la présence de minéraux dans l’échantillon. 

 

• Aucun traitement supplémentaire 

L’échantillon broyé et fixé dans de l’eau de mer formolée à 3% est utilisé tel quel. 

 

• Sonication 

500µL d’échantillon sont traités par sonication pendant 30 min à 47Hz en utilisant un bain de 

sonication Bransonic® ultrasonic cleaner.  L’échantillon est ensuite centrifugé 10 minutes à 

750g. Le surnageant est récupéré puis utilisé pour l’hybridation(Furtado and Casper., 2000). 

 

• Sonication et gradient de densité 

500µL d’échantillon sont traités par sonication pendant 30 min à 47Hz en utilisant un bain de 

sonication Bransonic® ultrasonic cleaner. 500µL de Percoll − une solution de silice colloïdale 
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de faibles viscosité et osmolarité − est ajoutée à l’échantillon qui est ensuite centrifugé 10 

minutes à 750g. Le surnageant contenant les cellules – du fait du gradient de densité généré 

par le Percoll – est récupéré puis utilisé pour l’hybridation. 

 

• Sonications multiples et concentration des surnageants 

500µL d’échantillon sont traités par sonication pendant 30 min à 47Hz en utilisant un bain de 

sonication Bransonic® ultrasonic cleaner. L’échantillon est ensuite centrifugé 10 minutes à 

750g. Le surnageant est récupéré et le culot resuspendu dans 500µL de PBS 1X. L’opération 

est répétée à quatre reprises, les surnageants sont ajoutés et centrifugés 15min à 15000 g. Le 

surnageant est ensuite éliminé et le culot resuspendu dans 50µL de PBS 1X (Chevaldonné and 

Godfroy, 1997). 

 

Protocoles d'hybridation. 

 Différentes sondes ciblant le gène de l’ARNr 16S de groupes spécifiques ont été 

utilisées de façon conjointe sur les échantillons (Tableau 6) (Jetten et al., 2005). 

 

Tableau 6 : Sondes utilisées lors des protocoles d'hybridation.  

Nomenclature OPD Spécificité Séquence 5'-3' % Formamide/mM 
[NaCl]2 

S-D-Bact-0338-b-A-18  
Universelles 

bactéries 
GCT-GCC-TCC-CGT-AGG-AGT 0/900 

S-Planc-0046-a-A-18 Planctomycetes GAC-TTG-CAT-GCC-TAA-TCC 25/159 

S-*-BS-820-a-A-22 
(Kuypers et al., 2003) 

Candidatus 
Scalindua sorokini et 

wagneri 
TAA-TTC-CCT-CTA-CTT-AGT-GCC 40/56 

S-*-Scabr-1114-a-A-22 
(Jetten et al., 2005) 

Candidatus 
Scalindua brodae 

CCC-GCT-GCT-AAC-AAC-TAA-
AAA 

20/225 

S-*-Kst-1275-a-A-20  
Genre Candidatus 

Kuenenia 
TCG-GCT-TTA-TAG-GTT-TCG-CA 25/159 

S-S-Kst-0157-a-A-18  
Genre Candidatus 

Kuenenia 
GTT-CCG-TTT-GCT-CGA-AAC 25/159 

 Ces sondes sont marquées à la fluoresceine (émission à 537,5nm), ou à 

l'indocarbocyanine Cy3 (émission à 507,5nm). Les hybridations ont été réalisées sur des 

lames recouvertes de téflon (PTFE) suivant le protocole défini par Amann et coll. et modifié 

par Jetten et coll (Amann et al., 1990; Jetten et al., 2005). 

 

 

 

1 OPD : Oligonucleotide Probe Database.  
2 Pourcentage de formamide dans le tampon d'hybridation et concentration en NaCl dans le tampon de lavage requis 
pour une hybridation in situ spécifique. 
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1.3. Recherche de lipides laddéranes 

 

Ces travaux ont été réalisés par Stefan Schouten et Andrea Jaeschke, Royal Netherlands 

Institute for Sea Research, The Netherlands. 

 

Les lipides ladderanes (phosphocholine-monoalkylether) sont extraits par ultrasons à partir de 

quatre échantillons de cheminée (4 grammes de poids sec par échantillon des cheminées 4, 6, 

7 et 10, tableau 5) selon une méthode modifiée de Bligh et de Dyer (1959). L’extraction se 

fait en trois phases successives en utilisant un mélange de méthanol, de dichlorométhane et de 

phosphate à pH 7,4 (2:1:0.8 v/v/v). Les extraits sont combinés et un volume de 

dichlorométhane est ajouté au mélange pour obtenir un rapport final de méthanol/ 

dichlorométhane de 1:0.9 (v/v). Les phases sont ensuite séparées. Une partie de l’extrait est 

aliquotée et dissoute dans un mélange dichlorométhane/méthanol (9:1, v/v) puis filtrée à l'aide 

d'un filtre 0.45 µm de diamètre de 4 mm. Le C20-[3]-ladderane – PC - monoalkylether 

contenant une tête phosphocholine (PC) (pour la structure voir Figure 23 est analysé par 

chromatographie liquide à ionisation-MS/MS selon la méthode modifiée de Boumann et al. 

(2006) (Boumann et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Structure du C20-[3]-ladderane –PC-monoalkylether 

 

1.4. Recherche de l'activité anammox par marquage isotopique. 
 
Ces mesures d'activité ont été effectuées à l'université de Nijmegen (Pays Bas) dans le 

«Department of Microbiology, Institute for Water and Wetland Research, Radboud University 

Nijmegen». 

La recherche d’activité Anammox est effectuée sur 5 échantillons de cheminée, les 

échantillons organiques n’ont pu être conservés dans de bonnes conditions à 4°C. Les 

protocoles utilisés sont ceux définis par Jetten 2005 (Jetten et al., 2005) et modifiés ainsi : 
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11mL d'échantillon (11 g d’échantillon) ont été placés dans des tubes exaitener de 12mL et il 

y est ajouté des nitrites marqués (15NO2
-) ou de l’ammonium (15NH4

+) de façon à obtenir une 

concentration finale de 20µM. Les tubes sont ensuite balayés à l'hélium ou l’argon afin 

d’éliminer toutes traces de diazote, puis incubés 20, 44 et 68 h à 30, 60 et 85°C. Au terme de 

l'incubation la composition de la phase gazeuse a été analysée par spectrométrie de masse 

(ThermoFinnigan Deltaplus Isotope Ratio Mass Spectrophotometer). 

 
2. Etude de la diversité métabolique des micro-organismes des édifices 
hydrothermaux actifs : Approche culturale en bio-réacteur gas lift 
 

Ces expérimentations ont été réalisées avec le soutien technique de Françoise Lesongeur. 
 

2.1. Cheminée hydrothermale et échantillonnage 

 

Les échantillons utilisés ont été prélevés lors des campagnes EXOMAR (Chef de mission : 

Anne Godfroy) en 2005 et MoMARETO (chefs de mission : Jozée Sarrazin et Pierre-Marie 

Sarradin) en 2006. Ces campagnes se sont déroulées sur la Dorsale Médio-Atlantique. 

L’échantillon EXO15E1 provient du site hydrothermal TAG et l’échantillon MO3E1 provient 

du site Lucky Strike. Les morceaux de cheminée active ont été collectés par le ROV Victor 

6000 (Remote Operated Vehicle) et remontés à la surface dans une boite étanche 

décontaminée. A bord, les cheminées ont été sous échantillonnées, broyées en présence d’eau 

de mer stérile, dans une enceinte anaérobie, sous atmosphère gazeuse N2/H2/CO2, 90:5:5 (La 

Calhene, France) puis stockée à 4°C dans des flacons pénicilline en anaérobiose (atmosphère 

gazeuse N2/H2/CO2, 90:5:5 ). Les 2 échantillons ont servi d’inoculum pour deux cultures 

d’enrichissement réalisées au laboratoire (EXO15E1) et une culture réalisée à bord du navire 

océanographique « Pourquoi pas? » (MO3E1). Des échantillons ont également été 

conditionnés à -80°C jusqu’à leur utilisation en vue de l’extraction d’ADN et ont fait l’objet 

d’une analyse moléculaire basée sur l’étude des gènes codant pour les ARNr16s. 

 

2.2. Approche culturale en bio-réacteur 
 
2.2.1. Les bioréacteurs gas-lift  

 
2.2.1.1. Le bioréacteur de laboratoire (Figure 24) 

 
Ce système de culture a été développé pour l’étude et l’optimisation des conditions de culture 

de Pyrococcus furiosus (Raven et al., 1992) puis utilisé au laboratoire de Microbiologie des 
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Environnements Extrêmes pour l’étude physiologique et la production de biomasse de 

Pyrococcus abyssi (Godfroy et al., 2000) et de Thermococcus hydrothermalis (Postec et al., 

2005a). Dans le cadre de l’exploration de la diversité des sources hydrothermales océaniques 

profondes, cet outil a été mis en œuvre pour cultiver des communautés microbiennes des 

édifices hydrothermaux actifs, afin d’accéder à de nouveaux micro-organismes.  

 

 

Description du système de culture (Godfroy et al., 2006) 

 

 

 

Figure 24:-Schéma du système expérimental pour la réalisation de cultures en continu avec le bioréacteur 
“Gas lift” (a) sonde pH; (b) contrôleur pH; (c) flacons acide et base; (d) sonde de température; (e) bain 
thermostaté; (f) système de balayage gazeux; (g) debimètre gaz; (h) condenseur; (i) piège ; (j) sortie 
effluent gazeux; (k) réservoir de milieu de culture; (l) pompe péristaltique d’addition du milieu; (m) 
culture; (n) pompe péristaltique de soutirage de culture; (o) système de prélèvement; et (p) septum 
d’inoculation 

 
La cuve en colonne fabriquée par la société Radley’s (UK) est en verre borosilicaté et 

possède une double enveloppe qui permet le maintien de la température du milieu, grâce à 

une circulation d’eau chauffée, ou éventuellement d’huile pour des températures 
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supérieures à 95°C avec un bain marie circulant (Huber). Le volume utile est de deux 

litres. Un cylindre en verre appelé « draft tube » est positionné à l’intérieur de la cuve, il 

permet d’homogénéiser le bullage gazeux au sein du milieu de culture grâce aux courants 

de convection qu’il génère. 

 

Le balayage gazeux a pour but principal d’établir des conditions d’anaérobiose et 

d’apporter H2 et CO2. Le balayage gazeux favorise également l’homogénéisation du 

milieu de culture et permet l’élimination des produits du métabolisme microbien volatils 

(acide organique, H2S,) potentiellement toxiques pour les micro-organismes. Un diffuseur 

en verre fritté à porosité optimisée, assure la distribution en gaz entrant dans la cuve du 

fermenteur sous forme de petites bulles. Il est fixé au fond de la cuve par un bouchon 

vissant en téflon. Ce bulleur est relié à un débitmètre à bille (Aalborg) par l’intermédiaire 

d’un tuyau Masterflex et d’un filtre 0.22 µm Acro50 relié à l’arrivée de gaz. Le mélange 

gazeux utilisé peut être de l’azote ou un mélange gazeux de composition définie. Dans 

notre étude un mélange N2/H2/CO2 (75/20/5) a été utilisé. Dans ce cas là, le mélange 

gazeux est réalisé grâce à des débitmètres massiques (EL-FLOW, Air Liquide, France). 

 

Une platine en Teflon est fixée sur la partie supérieure de la cuve grâce à un collier en 

inox, l’étanchéité est assurée par un joint torique. Elle est percée des entrées suivantes : 

- une entrée centrale de 12 mm destinée à l’électrode de pH 

- deux entrées de 8 mm destinées à la sonde de température et à la sortie de 

l’effluent gazeux via un condenseur en verre 

- huit entrées de 5 mm de diamètre qui sont utilisées pour l’addition d’acide, de 

base, l’entrée du milieu et le soutirage de la culture, le système de prélèvement 

et d’inoculation ; par l’intermédiaire de tubes en verre. 

L’étanchéité est assurée par un empilement de cinq joints toriques. Lorsqu’elles ne sont pas 

utilisées les entrées peuvent être condamnées par des tiges de verre plein.  

 

La sonde de température est une sonde classique PT 100 recouverte de Teflon PTFE. 

 

La sonde de pH est une électrode stérilisable à gel (Mettler Toledo) 

 

Le condenseur est un condenseur classique de chimie en verre. Il est relié à un bain 

réfrigérant contenant de l’eau refroidie à 10°C dont la circulation continue permet la 
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condensation des vapeurs d’eau de l’effluent gazeux en sortie de cuve, dues aux 

températures élevées.  

 

 Les lignes d’entrée et de sortie du milieu de culture en tuyau Tygon Silicone 

(Masterflex Norton) assurent la liaison entre le bioréacteur et les deux bidons en 

polypropylene (Nalgène). Ces bidons de 20 litres sont équipés d’un bouchon vissant percé de 

trois entrées dont un évent fermé par un filtre (0.22 µm, Gelman). Les entrées et les sorties de 

milieu sont assurées par des pompes péristaltiques (Masterflex). La pompe d’entrée permet de 

fixer le débit d’arrivée du milieu, et ainsi le taux de dilution de la culture. Lorsque le milieu 

frais contient du soufre il est placé sous agitation afin de maintenir celui-ci en suspension. 

Deux lignées d’entrées acide et base, (HCl 1N) et (NaOH 1N) sont réalisées de façon 

similaire. Les solutions sont contenues dans un flacon Nalgène de 750ml équipé d’un 

bouchon vissant à trois entrées. 

 

La régulation du pH et de la température est assurée par un système analogique de contrôle : 

le NBS BioCommand Interface (4-20 mA controller). Il est relié à un ordinateur et associé au 

logiciel NBS Local Controller. Ce logiciel collecte les mesures du pH-mètre et de la sonde de 

température d’une part. D’autre part, il commande les pompes d’addition d’acide et de base 

ainsi que le bain-marie programmable (Huber) afin d’ajuster les valeurs de pH et de 

température mesurées aux valeurs de consigne fixées par l’expérimentateur. Le logiciel 

informatique AFS BioCommand permet d’acquérir et de stocker l’ensemble des paramètres 

mesurés au cours d’une fermentation. Le système analogique et les deux logiciels sont conçus 

par la société New-Brunswick (Nijmegen, Pays-Bas).  

 

2.2.1.2. « Baby gas lift» : le bioréacteur embarquable. 

 

Le fermenteur « baby gas lift » a été conçu spécialement pour pouvoir être utilisé à bord des 

navires océanographiques. Le principe de fonctionnement est le même que le fermenteur 

utilisé au laboratoire, le volume de la cuve est de 850 ml ; les proportions hauteur /diamètre et 

diamètre du «draught tube» ont été conservées afin de maintenir des conditions optimales de 

balayage gazeux de la cuve.  

Dans le cas du baby gas-lift, la platine est en verre et percée de seulement 8 entrées réparties 

comme suit :  
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- une entrée centrale de 6 mm destinée à l’électrode de pH (Cole Palmer) 

- une entrée de 8 mm destinées à la sonde de température et  

- 4 entrées de 5 mm de diamètre qui sont utilisées pour l’addition d’acide, de 

base, l’entrée du milieu (ou l’inoculation) et le soutirage de la culture, par 

l’intermédiaire de tubes en verre (ou de pipettes en verres de 2ml). Le système 

de prélèvement est installé en dérivation sur la sortie de milieu. 

- Une entrée de 22 mm destinée à la sortie de l’effluent gazeux via un 

condenseur en verre connecté par un bouchon vissant. 

Les lignes d’addition « acide et base » sont similaires à celles décrites précédemment. Les 

seules différences concernent la ligne d’entrée du milieu qui est composée de tuyau 

Masterflex de plus petit diamètre. Les bidons de milieu et les bidons de soutirage sont des 

bidons Nalgène de volume 5 l et 750 ml respectivement. 

 
2.3. Conditions de culture et d’enrichissement 
 

La première culture d’enrichissement est réalisée en 2 parties d’une durée de 26 et 22 

jours (624h et 528h) respectivement. La première partie de la culture (F1) à 85°C, en présence 

de soufre élémentaire S° (soufre colloïdal à une concentration de 2 g/l). La deuxième partie de 

la culture (F2) a été réalisée à 60°C, en absence de soufre élémentaire après réinoculation. Les 

inoculations ont été réalisées par l’addition de 40 ml (2%) d’échantillon de cheminée 

EXO15E1. Lors des deux cultures successives le pH est maintenu à 6,5 et le balayage gazeux 

par N2H2CO2 (75/20/5) à un débit de 400 ml. h-1 (0,2 v.v.min-1).  

Pour les cultures F1 et F2, une période de batch initiale de 24 et 36 heures a précédé la culture 

en continu qui est ensuite établie par l’application d’un taux de dilution de 0,04 h-1 équivalent 

à 80 ml.h-1. Ce taux de dilution correspond à un temps de renouvellement total du milieu (i.e. 

passage de 3 fois 2 l de milieu) de 75 h. 

Une troisième culture a été réalisée à bord du navire Océanographique Pourquoi pas ? 

lors de la campagne MoMARETO 2006. Cette culture d’une durée de 450h a été réalisée à 

65°C à pH 6 avec un balayage gazeux par de l’azote avec un débit de 170 ml.h-1 (0,2 v.v.min-

1). Après une période de batch de 27h, un taux de dilution de 0,04 h-1 correspondant à un débit 

de milieu de 34 ml.h-1 a été fixé. Les inoculations ont été réalisées par l’addition de 16 ml 

(2%) d’échantillon de cheminée. 
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2.3.1. Milieu de culture:  
 

Fermentation 1 et 2  

Le milieu de culture utilisé est un milieu complexe, à base d’eau de mer, contenant des 

sources organiques complexes (extrait de levure, acide casamique), des sucres, des sels 

minéraux ainsi que du soufre (Postec et al., 2005a; Postec et al., 2005b; Postec et al., 2007). 

C’est un milieu peu sélectif conçu pour cultiver un grand nombre de micro-organismes. Dans 

cette étude, la matière organique du milieu utilisée, est diluée au 1/100 par rapport aux 

concentrations décrites par Postec et coll ce qui correspond à une concentration totale en 

matière organique de 0,031g. L-1. 

 

Tableau 7 : Composition du milieu de culture  

 

 Composants (g ou mL). L-1 
Sources 

organiques 
complexes 

extrait de levure (Difco) 
casaminoacides (Difco) 

0,01 g 
0,005 g  

Sucres 1 glucose 0,004 g  
 dextrine 0,004 g  
 D(+)galactose 0,002 g 
 dextrane 0,002 g  
 glycogène 0,001 g  
 pyruvate 

acétate 
0,002 g  
0,001 g 

Sels  NaCl 28 g 
et minéraux solution de sels de magnésium 2 10 mL 

 solution A 3 1 mL 
 solution B 4 1 mL 
 solution C 5 1 mL 
 solution D 6 1 mL 

Vitamines solution de vitamines 7 0,5 mL 
Indicateur 8 solution de résazurine (1 mg mL-1) 0,5 mL 

 Soufre 10 3 g  
 
1 : Tous les sucres sont fournis par Sigma. 
2 : Solution stock de sels de magnésium (par litre) : MgSO4, 7 H2O, 180 g et MgCl2, 6 H2O, 140 g. 
3 : Solution A (par litre) : MnSO4, 4 H2O, 9 g; ZnSO4, 7 H2O, 2.5 g; NiCl2, 6 H2O, 2.5 g; AlK(SO4)2, 12 
H2O, 0.3 g; CoCl2, 6 H2O, 0.3 g et CuSO4, 5 H2O, 0.15 g.  
4 : Solution B (par litre): CaCl2, 2 H2O, 56 g; NaBr, 25 g; KCl, 16 g; KI, 10 g et SrCl2, 6 H2O, 4 g.  
5 : Solution C (par litre) : K2HPO4, 50 g; H3BO3, 7.5 g; Na2WO4, 2 H2O, 3.3 g ; Na2MoO4, 2 H2O, 0.15 g; et 
Na2SeO3, 0.005 g.  
6 : Solution D (par litre): FeCl2, 4 H2O, 10 g dans une solution d’acide chlorhydrique 1M, qsp 1l.  
7 : La composition de la solution de vitamines a été précédemment décrite (Sharp and Raven, 1997).  
8 : La résazurine est un indicateur de l’état de réduction et permet de s’assurer visuellement du maintien des 
conditions d’anaérobiose : oxydée bleue → oxydée à 50% rose → réduite incolore.  Cet indicateur s’utilise pour 
des pH compris entre 6 et 8. 
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 Fermentation 3 :  

Des prélèvements de fluide hydrothermal, dans des poches stériles de 5l grâce au préleveur 

d’eau PEPITO (Sarrazin et al., 2006) ont été réalisés plusieurs fois pendant la campagne dans 

la zone de mélange (température d’environ 150°C) sur la cheminée MO3E1 (utilisée comme 

inoculum). 

A bord, le fluide prélevé a été filtré successivement sur filtre à 0,45µm (Millipore) et 

0,22µm (Filtres autoclavables 0,22µm Sartobran, Sartorius, France) et conservé stérilement. 

Pour cette étude le fluide auquel ont été rajoutés les vitamines et les substrats carbonés (à une 

concentration 10X, correspond à une concentration totale en matière organique de 0,31g.l-1) 

du milieu précédent a servi de milieu de culture. 

Stérillisation des milieux : 

Les milieux de cultures sont stérilisés par filtration (filtres autoclavables 0,22µm Sartobran, 

Sartorius, France) dans des bouteilles Nalgène de 5 l au préalablement stérilisées (20 min à 

121°C).  

 

2.3.2. Suivi des cultures 
 
 Le suivi de la culture est réalisé tous les jours en relevant la température, le pH, le 

débit du milieu, le débit du mélange gazeux. Des prélèvements sont réalisés toutes les 36 à 48 

heures. La concentration cellulaire de chaque échantillon a été déterminée par comptage direct 

des cellules en contraste de phase en utilisant une cellule de Thoma (0,02 mm de profondeur) 

et un microscope Olympus BX60 à contraste de phase (X400). 

 
Conditionnement des échantillons 
 

Les prélèvements sont conditionnés en fonction de leur utilisation :  

 

- 2 x 15 ml de culture sont conditionnés en fiole pénicilline, balayés avec le 

mélange N2H2CO2 (75/20/5) pour les cultures réalisées au laboratoire (F1 et 

F2) ou de l’azote pour la culture réalisée à bord (F3) afin de maintenir 

l’anaérobiose, puis conservés à 4°C jusqu’à leur utilisation pour la réalisation 

de sous cultures. 

 

- 3 x 15 ml de culture sont prélevés et centrifugés à 8000g pendant 30 minutes. 

Les culots cellulaires sont repris dans 5 ml d’une solution de lyse TE-Na 1X 
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(Tris HCl pH8, 100 mM ; EDTA pH8, 50 mM ; NaCl, 100mM). Les 

échantillons sont stockés à -80°C jusqu’à leur utilisation pour l’extraction 

d’acides nucléiques. 

 

- 12 ml de culture sont prélevés et fixés pendant deux heures en présence de 

formaldéhyde 3% (v/v). Le culot de cellules fixées est récupéré par une 

centrifugation de 10 min à 6000g, rincé avec du tampon PBS (Phosphate 

Buffer Saline) puis stocké dans un tampon PBS/éthanol v/v à -20°C. Ces 

échantillons seront utilisés lors d’hybridation sur cellules totales (Whole cell 

hybridization). 

 

2.4. Techniques moléculaires d’étude de la diversité microbienne de l’échantillon de 
cheminée et des cultures d’enrichissement 

 

2.4.1. Extraction de l’ADN total 
 

 Les extractions sont réalisées avec le kit FastDNA® (Qbiogene, Inc, CA) sur 500 µl 

d’échantillon. Plusieurs extractions sont parfois effectuées sur un même échantillon puis 

rassemblées et purifiées. Il s’agit d’une extraction standardisée par lyse mécanique des 

cellules donnant − dans nos conditions de manipulation − de meilleurs résultats que les 

protocoles d’extraction classiques utilisant le phénol-chloroforme-alcool isoamylique. Le 

protocole utilisé est celui défini et modifié par Webster, et Erwan Roussel (communication 

personnelle) afin d'optimiser l'extraction. Les modifications majeures correspondent à un 

ajout de 200 µg d’acide polyadenylique à la phase de préparation de l’échantillon, à 

l’augmentation du temps d’homogénéisation avec la « binding matrix » 25 minutes à la place 

de 2 minutes et un repos de 30 minutes à 37°C à la place de 3 minutes à température 

ambiante. De plus lors de l’élution de l’ADN extrait, l’eau DES est maintenue en contact avec 

le filtre contenant les acides nucléiques pendant 1 heure à 37°C au lieu de 3 minutes. 

 Les solutions d’ADN obtenues sont purifiées avec une unité Microcon YM-100® 

(Millipore, Inc) qui permet de concentrer et de dessaler les solutions de macromolécules. 

Pour certains échantillons dont la densité cellulaire avait été estimée comme faible, 

l’extraction est réalisée en duplicat, les solutions d’ADN obtenues sont rassemblées et 

concentrées sur les colonnes YM-100® (Milipore, Inc). Les concentrations d’ADN extrait sont 

mesurées à l’aide d’un Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific). 
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2.4.2. Amplification des gènes par PCR (Polymerase Chain Reaction)  
 
Les gènes codant pour l’ARNr16S des Archaea et des Bacteria sont amplifiés suivant le 

protocole suivant : 

Pour chaque réaction, le volume réactionnel de 25 µL contient : 5 µL de Tampon 5X, 2µL de 

MgCl2 (Magnesium chloride) à 25 mM, 0,2 µL de chaque amorce (100 picoM), 0.12µL 

(Gotaq (Promega) à 5U/µL), 0.25 µL de dNTP (désoxynucléotides) à 10mM et 1 µL d’ADN 

cible (≈100 ng). Les amorces utilisées sont répertoriées dans le tableau 8. 

Des PCR nichées (Nested-PCR) sont réalisées pour l’amplification du gène codant pour 

l’ARNr16S des Archaea de certains échantillons, dans ce cas 1 µl du produit PCR obtenu 

après la première amplification est utilisé pour la PCR nichée. 

 

Le cycle suivant est réalisé grâce au Thermocycler GeneAmp PCR System 9000 Applied 

Biosystems: 

3 min   94°C (dénaturation initiale) 

1 min   94°C (dénaturation) 

1 min 30  49°C * (hybridation) 

2 min   72°C (élongation) 

6 min   72°C (élongation finale) 

Infini ∞  6°C (conservation) 

 

*  La température d’hybridation appliquée dépend du couple d’amorces utilisé. 

 

2.4.3. Clonage-Séquençage 
 
Des banques de clones ont été construites en utilisant le kit PGEMT Easy Vector System I 

Promega à partir des ARNr16S amplifiés par PCR et obtenus à partir de l’échantillon brut de 

cheminée EXO15E1 et de 6 échantillons de chacune des deux cultures. 

Le protocole du clonage à l’aide de ce kit est celui décrit par le fabriquant. 

 

• Sélection et analyse des clones : 

La sélection des cellules possédant le plasmide recombiné se fait par la couleur des colonies. 

Lorsque le plasmide ne possède pas l’insert, le gène Lac Z n’est pas interrompu et la β-

galactosidase est exprimée (par induction à l’IPTG). La β-galactosidase hydrolyse l’X-Gal ce 

qui génère un produit bleu. Lorsque l’insert est présent, le gène Lac Z est interrompu, il n’y a 

30 cycles 
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pas de production de β-galactosidase dans ce cas et les colonies obtenues sont blanches. Les 

colonies blanches sont repiquées sur milieu + ampicilline pour conservation des clones. 

 

• Vérification de la présence de l’insert : 

Les colonies sont reprises dans 100 µl d’eau Milli-Q stérile. Les fragments insérés sont 

amplifiés par PCR à l’aide des amorces M13R et M13F (Tm=55°C). La taille de l’insert est 

vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose. 

Le séquençage est effectué en microplaque de 96 puits, traités à la plate forme OUEST-

Génopôle à Roscoff (http://www.sb-roscoff.fr/SG/). Les clones sont cultivés pendant 15 à 20 

heures à 37°C sur microplaque deep-well de 96 puits, dans 1 ml de LB 2X (10g/L-1de 

tryptone, 5g/L-1 d’extrait de levure, 10g/L-1 de NaCl) contenant 50 µg.ml-1 d’ampicilline. Les 

plaques sont ensuite centrifugées à 4000rpm pendant 15 min. les culots cellulaires sont 

conservés à -20°C. Les plasmides sont extraits et purifiés en utilisant le kit Plasmid Miniprep 

(Millipore). 

Le séquençage est réalisé grâce à un séquenceur automatique (Abi Prism 3100 GA,Applied 

Biosystem) à 16 capillaires. 

 

2.4.4. Analyse phylogénétique 
 

 L'édition, l'alignement et l'analyse des séquences pour la construction d'un arbre 

phylogénétique sont réalisés avec les programmes suivants : BioEdit version 7.0.5 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), ClustalW (Thompson et al., 1994) et 

Phylo_Win (Galtier and Lobry, 1997). Les arbres sont construits avec la méthode du 

neighbor-joining. La valeur de « bootstrap » est calculée après l’analyse de 500 arbres. 

 

2.4.5. Etude des communautés microbiennes par PCR quantitative 
 

Cette technique est utilisée dans le but d’effectuer une quantification relative des Archaea et 

Bacteria au sein des deux cultures en bioréacteur. Les réactions de PCR quantitative sont 

effectuées dans un Thermocycleur Applied Biosystem 7300 System. 

 

• Etablissement des courbes standard 

Afin de quantifier les gènes cibles recherchés, des courbes standard sont générées à partir de 

dilutions au 1/10 de quantités d’ADN connues de 100 à 10-7. Les ADNs servant de standards 
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pour la PCR quantitative proviennent de cultures pures de Thermococcus litoralis pour 

l’établissement de la courbe standard des Archaea et du plasmide de Deferribacter sp pour les 

Bacteria (Tableau 8).  

Pour chaque réaction, le volume réactionnel de 25 µl contient 12,5 µl de Absolute blue qPCR 

Rox mix (ABgene), 0,2 µl de chaque amorce (50µM), 1 µl de sonde Taqman (5µM) et 1 µl 

d’ADN (1-100 ng).  

Programmes utilisés : 

� Pour les Archea (Takai and Horikoshi, 2000b):  

2 min à 50°C  

15 min à 95°C (dénaturation initiale)  

25 sec à 95°C (dénaturation) 

60°C pendant 6 min (élongation) 

� Pour les Bacteria (Nadkarni et al., 2002): 

2 min à 50°C  

15 min à 95°C (dénaturation initiale)  

15 sec à 95°C (dénaturation) 

60°C pendant 1 min (élongation) 

Chaque échantillon est traité en duplicat voire en triplicat pour les témoins.La fluorescence est 

mesurée à chaque cycle, après l’étape d’élongation. Les résultats sont ensuite analysés à l’aide 

du logiciel 7000 System SDS Software (Applied Biosystem). 

Les témoins ont permis d’établir une courbe standard à partir de laquelle est ensuite 

déterminée la quantité d’ADN dans chacun des échantillons analysés et la proportion relative 

des micro-organismes archéens et bactériens. 

 

2.4.6. Etude des communautés microbiennes par SSCP 
 

La SSCP est une technique appropriée pour effectuer des suivis de populations. Elle peut être 

employée en écologie microbienne pour analyser le polymorphisme de conformation d’acides 

nucléiques simples brins, notamment l’ARNr16S, après amplification par PCR d’une région 

variable du gène. Ainsi la diversité microbienne d’un échantillon est représentée par un profil 

de pics ou chaque pic correspond à une séquence distincte. L’aire de chaque pic donne une 

estimation de l’abondance du micro-organisme correspondant dans l’échantillon (Godon et 

al., 2001; Leclerc et al., 2001; Chachkhiani et al., 2004). 

40 cycles 

40 cycles 
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Dans un premier temps, une PCR est réalisée dans un appareil GeneAmpPCR 

system9700 dans un volume réactionnel de 50 µL contenant 5 µL de tampon 10x Pfu Turbo 

(Stratagen), 4 µL de dNTPs (2,5 mM), 1,3 µL de chaque amorce (100 ng/µL), 0,5 µL de Pfu 

Turbo à 2,5 U/µL (Stratagen), 36,9 µL d’eau distillée stérile et 1 µL d’ADN. La Pfu Turbo est 

une Taq polymérase permettant d’obtenir des fragments d’ADN à bouts francs et possédant 

un taux d’erreur faible (1,6 x 10-6 erreurs/base). Les amorces utilisées sont référencées dans le 

tableau 8. 

Tableau 8: Liste des amorces utilisées pour l’amplification par PCR de fragments d’ADNr16S archéens et 
bactériens en vue de l’étude de diversité (ADNr16S), de la PCR quantitative, de la SSCP et du clonage. S : 
amorce sens ; AS : amorce anti-sens. 

  Amorces Sens  séquences 
16s ARNr Archaea A24F S 5’ CGG TTG ATC CTG CCG GA 3’ 

  A344F S 5’ AYG GGG YGC ASC AGG SG 3’ 

  A21F S 5' TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA 3' 

  A915R AS 5’ GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT 3’ 

  A958R AS 5' YCC GGC GTT GAM TCC AAT T 3’ 

 Bacteria E338F S 5’ACT CTT ACG GGA GGC AGC 3’ 

  E8F S 5’AGA GGT TGA TCA TGG CTC AG 3’ 

 Universelles U1407R AS 5’ GAC GGG GGG TGW GTR CAA 3’ 

  U1492R AS 5’ GTT ACC TTG TTA CGA CTT 3’ 

PCR quantitative Archaea Arch349F S 5’-GYGCASCAGKCGMGAAW-3’ 

  Arch806R AS 5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3’ 

  Sonde 
TaqMan  

 5’-GYCAGCCGCCGCGGTAAHACCVGC-3’ 

 Bacteria 331F S 5’- TCCTACGGGAGGCAGCAGT -3’ 

  797R AS 5’-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3’ 

  Sonde 
Taqman 

 5’- CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC -3’ 

Clones Vecteur M13F S 5’-GTA AAA CGA CGG CCa G-3’ 

  M13R AS 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ 

SSCP V3 ARNr16S 
Bacteria W49F 

S 
5’-ACGGTCCAGACTCCTACGGG-3’ 

  W104R AS 5’-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’ 

 V3 ARNr16S 
Archaea W116F 

S 
5’-TCCAGGCCCTACGGGG-3’ 

  W104R AS 5’-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’ 

 
 

Les produits d’amplification sont ensuite préparés pour l’analyse SSCP : 1 µL de 

produit PCR est mélangé à 18,5 µL de formamide pur (Applied biosystem) et 0,5 µL d’étalon 

interne (marqueur de taille GeneScan-400 ROX, Applied biosystem). L’ADN est dénaturé par 

chauffage (5 minutes à 95°C) puis refroidi immédiatement (10 minutes dans de la glace 

fondante). Les différentes molécules d’ADN simple brin ainsi obtenues sont alors séparées 

par électrophorèse capillaire et détectées grâce au marquage des amorces. 

L’électrophorèse est réalisée à l’aide d’un séquenceur automatique ABI PRISM 310 Applied 

(Applied Biosystem) équipé d’un capillaire de 47cm x 50µm, rempli de polymère composé de 
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5,6% de GeneScan polymère (Applied Biosystem), 10% de glycérol (Sigma) et du TBE 1X. 

Les conditions de migration sont les suivantes : 12kV et 32°C pendant 30 minutes par 

échantillon. Le calage des migrations en fonction du marqueur de taille est réalisé par le 

logiciel GeneScan® version 3.1. 

Les profils obtenus sont ensuite analysés avec le logiciel Safum 2.0 (Statistical Analysis of 

Fingerprinting Using Matlab) (Loisel et al., 2006; Zemb et al., 2007). Afin d’identifier les pics 

d’intérêt, des clones « connus » sont également amplifiés par PCR-SSCP et analysés dans les 

mêmes conditions. Les pics obtenus sont donc comparés aux pics obtenus dans les 

communautés microbiennes. 

 
2.5. Sous-culture et isolements 

 
 Des sous-cultures sont réalisées en flacons afin de tenter d’isoler des micro-

organismes détectés dans les cultures d’enrichissement. Le milieu d’enrichissement est celui 

utilisé lors des cultures en bioréacteur. Cependant, au cours des différents essais le milieu a pu 

être modifié afin de cibler la culture de certains micro-organismes. Les modifications du 

milieu sont précisées de manière appropriée dans les chapitres «résultats». Les prélèvements 

réalisés lors des cultures d’enrichissement et conservés à 4°C ont servi d’inoculum pour ces 

cultures. 

 

2.5.1. Isolement par séries de dilutions 

 

 Des séries de dilutions ont été effectuées en inoculant 9 ml de milieu en tube Hungate 

avec 1ml de culture d’enrichissement. Dix dilutions successives au 10ème ont été réalisées. La 

dernière dilution pour laquelle une culture positive est observée, sert d’inoculum pour la 

deuxième série de dilutions. En moyenne, trois ou quatre séries de dilutions successives sont 

effectuées pour l’isolement de chacune des souches. 

 

2.5.2. Isolement par étalement sur boites (pour les Thermococcales) 

 

 Dans ce cas le milieu de culture est additionné d’un agent gélifiant, le Phytagel à 1,5% 

(Sigma) pour des cultures en condition thermophile. Le pouvoir gélifiant du Phytagel se 

maintient à des températures élevées (100°C contre 65°c pour l’agar classique). Par ailleurs, 

le protocole de culture en milieu solide de micro-organismes thermophiles soufres réducteurs 
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est celui publié par Erauso et al. en 1995 (Erauso et al., 1995). Il consiste à couler une 

première couche de milieu acide (15 g.l-1 de gelrite, 23 g.l-1 de NaCl, 20 ml.l-1 d’acide 

chlorhydrique 0,1 M), puis sur cette couche durcie, à couler le milieu de culture additionné de 

15 g.l-1 de gelrite et de 2 ml.l-1 d’une solution de polysulfures. Les polysulfures servent de 

sources de soufre et d’agents réducteurs. Ils précipitent au contact de la couche acide en fines 

particules de soufre élémentaire. Cette opération permet de réduire en grande partie le milieu 

qui est par ailleurs coulé chaud. Les boites refroidies sont ensuite transférées dans l’enceinte 

anaérobie pour être inoculées et placées dans des bocaux en verre contenant du dessicateur de 

type silicagel pour piéger l’humidité. Puis ils sont incubés dans les étuves aux températures 

désirées. 

 

2.5.3. Préparation de la solution d’oxyde de Fer (poorly crystalline Fe (III) oxide) utilisée 

pour l’isolement de la souche affiliée à Geoglobus ahangari 

 

 Une étudiante de Master 1 Mathilde Le Roy (Université de Bretagne Occidentale) a 

effectué un stage de deux mois au sein du laboratoire de Jim Holden à l’Université du 

Massachusetts. Ce laboratoire maîtrise les techniques de culture de micro-organismes 

ferroreducteurs et notamment la préparation de la solution d’oxyde de Fe (III). 

Pour réaliser la solution de Fer (III), 59,4 g de FeCl3 sont pesés et ajoutés à 550 ml d’eau 

distillée. 50 ml de cette solution sont réservés et sont utilisés si nécessaire pour réajuster le 

pH. Le pH est ajusté à 7 à l’aide d’une solution de NaOH.6N. Le pH de la solution de départ 

est d’environ 1. Durant toute la préparation, le pH-mètre doit être régulièrement rincé avec de 

l’eau distillée et la solution de NaOH doit être ajoutée très lentement. Le pH joue un rôle très 

important dans la réussite de la solution car un pH de 7 correspond à la valeur optimale de 

croissance des micro-organismes ciblés dans cette étude. Si le pH dépasse 7, il est ajusté à 

l’aide de la solution de FeCl3 mise de côté en début de manipulation. Le pH stabilisé, la même 

quantité de solution est placée dans 4 bouteilles de centrifugation remplies aux deux-tiers, 

puis centrifugées à 5000g pendant 20 min. Le surnageant est éliminé. Le culot pâteux et 

marron est remis en suspension avec de l’eau distillée afin de remplir les bouteilles aux deux-

tiers. La solution est de nouveau centrifugée dans les mêmes conditions. Le nombre de 

centrifugations nécessaires peut être variable (3 à 4 en général). Après la dernière 

centrifugation, le surnageant apparaît plus jaune et plus sale que précédemment. Des petites 

taches noires sont également présentes à la surface de la pâte, qui est elle collante et rouge. Si 

une centrifugation de trop est réalisée, d’importantes tâches noires peuvent apparaître à la 
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surface du culot et la solution est alors à refaire. Durant la dernière étape, les culots sont 

rassemblés et de l’eau distillée est ajoutée afin de remplir la bouteille aux quatre cinquièmes 

environ. La solution est mise à agiter pendant une heure puis conservée à l’abri de la lumière 

à 4°C. 

 



 

Résultats 
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Partie 1 : Recherche de micro-
organismes anammox dans les 
écosystèmes hydrothermaux 

océaniques profonds 
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1. Introduction  
 
 Dans les océans le processus de dénitrification conduit à la transformation du nitrate 

en dinitrogène gazeux (N2) et donc à une perte d'azote. Cette réaction qui se produit lors de la 

décomposition de la matière organique est assurée par des micro-organismes en situation 

d’anoxie. Le dinitrogène N2 peut être également produit grâce à l’oxydation anaérobie de 

l'ammonium dans la colonne d’eau océanique (Dalsgaard et al., 2003; Kuypers et al., 2003; 

Kuypers et al., 2005). En effet, il a été récemment mis en évidence que l’oxydation anaérobie 

de l'ammonium était effectuée par des bactéries appartenant aux phylums des Planctomycètes 

(Strous et al., 1999b). Celles-ci seraient responsables d'une fraction significative de la 

production de dinitrogène (N2) au niveau des sédiments marins (Thamdrup and Dalsgaard, 

2002; Dalsgaard et al., 2003). De plus des Planctomycètes possédant le métabolisme 

anammox ont été retrouvés dans de nombreux écosystèmes géographiquement et 

écologiquement différents (Schmid et al., 2007). 

Les écosystèmes hydrothermaux sont caractérisés par des gradients physiques (température, 

pH) et chimiques (concentration en composés chimiques) abrupts qui correspondent au 

mélange entre l’eau de mer et le fluide hydrothermal ; dans ces gradients les variations de 

température sont plus ou moins corrélées aux transitions entre anaérobiose et aérobiose. 

Les approches culturales réalisées depuis une trentaine d’années ont abouti à l’isolement et à 

la description de nombreuses et nouvelles espèces de procaryotes issues de cet écosystème. 

Nombre de ces espèces sont des espèces thermophiles et hyperthermophiles isolées des 

édifices hydrothermaux actifs qui appartiennent aux deux domaines Archaea et Bacteria. 

Dans la synthèse bibliographique nous avons vu que l'oxydation aérobie de l'ammonium ou 

nitrification a été démontrée par l'enrichissement des micro-organismes nitrifiants 

hétérotrophes thermophiles (Mével and Prieur, 1998; Mével and Prieur, 2000) à partir 

d’échantillons de cheminées hydrothermales mais malgré de nombreuses tentatives aucun 

n’avait pu être isolé. La détection de gènes nif H (Mehta et al., 2003; Mehta and Baross, 

2006), ainsi que l’isolement d’une Methanoarchaea capable de fixer l’azote à 92°C (Mehta 

and Baross, 2006) suggèrent l’existence d’une fixation de l’azote dans l’écosystème 

hydrothermal. En ce qui concerne la dénitrification à haute température de nombreux micro-

organismes ont été isolés et sont capables de cette réaction. Des nitrates, des nitrites et de 

l’ammonium ont été détectés dans cet environnement et ce le long du gradient de température 

(Sarradin et al., 1999). La présence de ces composés associés à l’alternance de conditions 

aérobies et anaérobies semble donc favorable à la présence de micro-organismes impliqués 
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dans le métabolisme anammox. Les travaux réalisés au cours de cette étude ont donc porté sur 

la recherche de ces micro-organismes et la mesure de leur activité. Dans un premier temps ces 

travaux ont été axés sur l’utilisation de techniques moléculaires afin de rechercher la présence 

de micro-organismes anammox (amplification du gène codant pour l’ARNr16s en utilisant 

des amorces spécifiques des bactéries anammox, clonage, séquençage, et hybridation in situ).  

La recherche des bactéries Anammox n’a pas seulement été réalisée dans la partie chaude de 

l’écosystème hydrothermal mais le long du gradient de température. Pour cela différents types 

d’échantillons ont été prélevés et analysés. Ces échantillons sont : des animaux (modioles et 

crevettes), des tapis microbiens et des édifices hydrothermaux actifs.  

Les mesures d’activité Anammox utilisant des isotopes stables ont ensuite été effectuées et ce 

uniquement sur les échantillons «chauds» de l’écosystème (édifices hydrothermaux actifs), 

conservés à 4°C jusqu’à analyse en laboratoire. Les échantillons organiques (animaux et tapis 

microbiens) ne pouvant être conservés dans ces conditions, n’ont pu être analysés.  

Tous ces travaux ont été effectués en étroite collaboration avec des chercheurs du Laboratoire 

« Institute of Wetland and Water Ecology » à Nijmegen, auxPays-Bas. 

Les résultats obtenus au cours de ces travaux sont présentés et discutés dans un article publié 

dans ISME Journal, à la suite duquel sont exposés des résultats complémentaires. 

 

2. Résultats  
 
Article publié dans ISME Journal 31 July 2008; doi:10.1038/ismej.2008.72: 

Nathalie Byrne, Marc Strous, Valentin Crépeau, Boran Kartal, Jean-Louis Birrien, Markus 
Schmid, Françoise Lesongeur, Stefan Schouten, Andrea Jaeschke, Mike Jetten, Daniel Prieur 
and Anne Godfroy. “Presence and activity of anaerobic ammonium-oxidizing bacteria at 
deep-sea hydrothermal vents”. 
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3. Résultats complémentaires  
 

3.1. Recherche de micro-organsimes anammox dans les échantillons hydrothermaux par 
Hybridation Fluorescente in situ (FISH) 

 

 L'hybridation fluorescente in situ a été utilisée pour visualiser les Planctomycetes 

anammox éventuellement présents dans les échantillons, l'approche retenue ici est qualitative 

et non quantitative. 

 

 3.1.1. Comparaison des protocoles de préparation des échantillons. 

 

L’utilisation des techniques de FISH sur des échantillons naturels se heurte à plusieurs 

difficultés. Dans le cas des échantillons de cheminées hydrothermales on peut noter la 

présence de particules minérales, ainsi que la faible concentration de cellules d’intérêt dans le 

milieu. Différentes étapes visant à diminuer les interactions entre particules minérales et 

micro-organismes ont donc été ajoutées à l'étape de fixation, testées et comparées avant la 

réalisation du protocole d’hybridation proprement dit. (cf. Matériel et méthodes). 

Au regard des hybridations réalisées sur des échantillons sans préparation il apparaît 

qu’une étape de centrifugation est indispensable afin d'éliminer les particules minérales 

(Figure 25, A et B). Ces dernières sont responsables d'une hybridation non spécifique des 

sondes masquant les cellules et interdisant toute interprétation. Le traitement des lames à 

l'EDTA (un chélateur de cations) se montrant peu efficace, il est nécessaire d’éliminer ces 

particules minérales avant l'hybridation.  

 La sonication apparaît donc comme une solution intéressante pour libérer les cellules 

fixées aux particules minérales avant l’étape de centrifugation. Concentrer et rassembler les 

surnageants après plusieurs centrifugations permet d'augmenter efficacement le nombre – et 

probablement la diversité – des cellules présentes. Ce type d’approche déjà utilisé sur ce type 

d’échantillon (Chevaldonné and Godfroy, 1997; Harmsen et al., 1997) a été retenue pour cette 

étude. 

 Le problème de l'excès de particules minérales n'est pas rencontré avec les échantillons 

animaux (crevettes et moules). Néanmoins le traitement par sonication associé au 

rassemblement et à la concentration des surnageants apparait comme intéressant pour 

augmenter le nombre de cellules et améliorer leur visibilité.  
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 3.1.2. Principaux résultats obtenus : 

 

A B

C D

E F

20µm 20µm

20µm

20µm20µm

20µm

 

Figure 25 : Hybridation fluorescente in situ et coloration au DAPI de divers échantillons. 

A et B : échantillon EXO17E1 sans prétraitement ; sondes S-S-Kst-0157-a-A-18 (A) et S-*-Kst-1275-a-A-20 

(B) ; Gx400. 

C et D : échantillon MO8E1 avec sonication et centrifugation avec un gradient de densité au Percoll ; coloration au 

DAPI (C) et sonde S-*-Kst-1275-a-A-20 (D) ; Gx1000. 

E et F : échantillon MO8E1 avec sonication, centrifugation et concentration des surnageants ; coloration au DAPI (E) 

et sonde S-*-Scabr-1114-a-A-22; Gx1000. 

Les cellules d’intérêts sont désignées par des flèches. 
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Dans l’échantillon MO8E1 (chimney 8 dans l’article) quelques cellules sont fluorescentes à la 

fois avec la coloration au DAPI et avec des sondes spécifiques des genres Kuenenia et 

Scalindua. Il pourrait donc s’agir de bactéries anammox. Néanmoins de nombreuses 

hybridations non spécifiques des amorces empêchent de définir précisément leur nature 

(Figure 25. C, D, E et F). Le faible nombre de ces cellules peut indiquer – outre les difficultés 

de réalisation de l'hybridation spécifique – la faible concentration de micro-organismes 

anammox dans les échantillons. 

 

3.2. Mesures de l’activité Anammox : Principaux problèmes rencontrés et adaptation du 
protocole aux échantillons hydrothermaux. 

 

Au cours de ces deux années de travaux sur la mise en évidence du métabolisme anammox, un 

certain nombre de problèmes ont été rencontrés, en particulier en ce qui concerne les mesures 

d’activités. 

Les mesures d’activités du métabolisme anammox sont réalisées par incorporation d’isotopes 

stables et sont un complément indispensable des techniques de biologie moléculaire, qui nous 

renseignent sur la présence et l’identité d’organismes anammox mais pas sur leur activité. La 

réaction anammox utilise comme substrats des molécules de nitrites et d’ammonium et aboutit 

à la formation de diazote gazeux (N2). Cette molécule de diazote est composée d’un atome 

d’azote provenant de la molécule de nitrite et d’un atome d’azote provenant de la molécule 

d’ammonium. Si l’un des substrats de la réaction ici le nitrite possède un atome d’azote 

marqué (15N), la réaction aboutit à la formation de diazote de masse atomique 29 (29N2). La 

mesure par spectrométrie de masse des proportions des différents isotopes de l’azote dans la 

phase gazeuse de l’échantillon permet donc de mettre en évidence l’activité anammox. 

Les mesures d’activités ont été effectuées dans le laboratoire aux Pays-Bas en adaptant le 

protocole de Kuypers et al. (Kuypers et al., 2003). Une des phases importantes de préparation 

des échantillons au préalable des mesures d’activités est le maintien total de l’anaérobiose. En 

effet, toute contamination par de l’air et donc par de l’azote entraîne une augmentation de la 

proportion de 28N2 dans le mélange réactionnel, donc une dilution du diazote marqué. Il est 

donc important de maintenir ou recréer une atmosphère anaérobie en utilisant un gaz inerte tel 

que l’argon ou l’hélium. 

Le deuxième point important concerne la conservation des échantillons, le conditionnement, 

l’ajout des isotopes et les phases d’incubation avec les isotopes. L’ajout des isotopes et les 

incubations ont été dans un premier temps effectués à bord lors des campagnes 

océanographiques. Ces incubations réalisées dans des tubes Hungate (Hungate, Inc) de 15ml 
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fermés avec des bouchons septum épais contenant 5ml d’échantillon comportent donc une 

phase gazeuse importante de 10ml. Les tubes contenant les échantillons sont ensuite conservés 

à l’envers afin de limiter au maximum tout contact entre la phase gazeuse du tube et 

l’atmosphère extérieure. Après les premières expériences nous nous sommes rendus compte 

que les tubes n’étaient pas complètement étanches, il y avait donc eu une contamination par 

de l’air atmosphérique. Les mesures ont tout de même été effectuées, la présence de 28N2 à 

une concentration trop importante a confirmé la contamination par de l’air atmosphérique et a 

empêché la mise en évidence d’une production de 29N2, 

Lors des phases d’expérimentations suivantes, les échantillons prélevés ont été conservés en 

anaérobiose sous atmosphère inerte (hélium) à bord et les étapes de conditionnement, d’ajout 

des isotopes, d’incubation (à différentes températures) et de mesures ont été effectuées 

directement au laboratoire aux Pays-Bas.  

De plus suite aux premiers résultats obtenus par hybridation fluorescente in situ et lors des 

premières mesures d’activité, nous avons pu émettre l’hypothèse que le nombre de cellules 

anammox par échantillons était faible. Du fait de la faible densité cellulaire estimée, la 

production de diazote 29N2, proportionnelle au nombre de cellules, est donc supposée être 

faible. Le type de tube a donc été modifié de façon à diminuer le volume de la phase gazeuse 

et ainsi concentrer au maximum les gaz produits dont le 29N2. Les mesures ont été effectuées 

dans des tubes Exetainer® de 11ml avec 10ml d’échantillon et 1ml de phase gazeuse. 

En parallèle, des tests de sensibilité du spectromètre de masse ont été effectués afin de 

déterminer la limite de détection de l’appareil pour les mesures de diazote 28, 29 et 30. Les 

tests ont été effectués en utilisant une culture de Candidatus « Kuenenia stuttgartiensis » en 

effectuant des séries de dilution jusqu’à 10-6 ce qui correspondait approximativement à 100 

cellules.ml-1. Une production de 29N2 a pu être mesurée pour cette concentration cellulaire, ce 

qui a permis d’utiliser l’appareil tel qu’il était paramétré. 

Les résultats sont présentés dans le tableau 1 de la publication et sont exprimés en µM par 

jour. 

Remarque : A partir des données brutes obtenues nous avons donc pu déterminer la 

production de 29N2 pour chaque échantillon et par 24 heures. Nous avons lors de ces essais, 

également déterminé par « extrapolation » le nombre de cellules anammox actives présentes 

dans chaque échantillon environnemental. Pour cela, la concentration de 29N2 produit par les 

échantillons témoins de Candidatus Kuenenia stuttgartiensis (utilisée comme témoin lors de 

ces mesures) a été déterminée. Par ailleurs, nous connaissions la densité cellulaire de 

l’échantillon de Candidatus Kuenenia stuttgartiensis utilisé lors des mesures d’activités. Nous 
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avons donc pu déterminer la production de 29N2 par une cellule. Considérant que les bactéries 

anammox présentes dans nos échantillons produisaient la même quantité de 29N2 que les 

cellules de Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, il a été possible de déterminer la densité de 

cellules anammox dans chaque échantillon.  

 
 L’ensemble des travaux réalisés montre la présence d’organismes anammox dans 

plusieurs échantillons provenant de différents sites hydrothermaux profonds. De nombreux 

clones ont été obtenus à partir d'échantillons de tapis microbiens, de branchies de modioles 

mais aussi de fragments d'édifices hydrothermaux. Ces échantillons de cheminées venant des 

sites de Lucky Strike, Lost City et Rainbow – présentaient parfois des températures élevées –. 

La grande diversité des séquences obtenues permet de supposer qu’il existe dans l’écosystème 

hydrothermal de nouveaux genres ou espèces de Planctomycetes anammox. Les résultats des 

mesures d'activités ont indiqué que les micro-organismes anammox détectés dans les édifices 

hydrothermaux chauds étaient actifs à 30°C pour l’échantillon EXO13E1 ; à des températures 

plus proches des températures in situ : 60°C pour EXO14E1 et MOM07 et 85°C pour 

EXO17E1 et MOM07.  

Les résultats obtenus par hybridation fluorescente in situ, malgré la détection de signal positif 

sur 1 échantillon de cheminée, sont peu concluants. Les difficultés de réalisation de cette 

technique sur des échantillons naturels empêchent de l'utiliser comme un moyen fiable de 

détection des organismes anammox pour ce type d’échantillon environnemental. 

 Il serait intéressant par la suite d’élargir l’inventaire moléculaire à un plus grand 

nombre d’échantillons de natures et de lieux de prélèvement variés. A partir de ces premiers 

résultats le design d’amorces spécifiques aux bactéries anammox du clade B (figure 2) 

constituerait la prochaine étape et permettrait de détecter spécifiquement une partie des 

bactéries anammox de l’écosystème hydrothermal. De plus, nous avons montré que 

l’utilisation d’amorces « anammox » spécifique est nécessaire. En effet les amorces Bacteria 

universelles ne permettent pas de mettre en évidence les bactéries anammox. Par exemple 

dans une étude de diversité des micro-organismes des tapis microbiens, les amorces Bacteria 

avaient permis de détecter des Planctomycetes mais pas les bactéries anammox qui ont été 

détectées ultérieurement en utilisant des amorces spécifiques (Randrianalivelo et al., 2006; 

Crepeau, 2007). 

 

 Le dernier objectif serait d’accéder à la diversité de ces micro-organismes par le biais 

de cultures d’enrichissement en fermenteur. La mise au point d’une approche culturale 
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permettrait d’isoler les nouveaux genres et espèces seulement entrevus par les méthodes de 

biologie moléculaire. Les cultures d’enrichissement de bactéries anammox seront effectuées 

en utilisant des bioréacteurs. Le milieu de culture supplémenté en nitrite, nitrate et ammonium 

de l’ammonium sera ajouté en continu dans le bioréacteur. Des prélèvements de la culture 

seront effectuées régulièrement afin de mesurer dans un premier temps les concentrations en 

nitrites, nitrates et ammonium consommés ou non par les micro-organismes dans la culture 

(Mulder et al., 1995; van de Graaf et al., 1995). Des essais de culture d’enrichissement à haute 

température seront effectués au laboratoire en utilisant le bioréacteur gas-lift et l’échantillon 

MOM07 du site Rainbow pour lequel les données moléculaires et les mesures d’activités sont 

positives. En parallèle des essais de culture d’enrichissement seraient effectués au sein du 

laboratoire aux Pays-Bas qui maitrise la culture de bactéries anammox. Le développement de 

sondes pour le FISH, le design d’amorces permettrait de faire un suivi moléculaire des 

enrichissements.  

 La mise en évidence du métabolisme anammox dans les écosystèmes hydrothermaux 

devrait permettre à terme de préciser le déroulement du cycle de l’azote dont la connaissance 

est, pour ces milieux, partielle.  
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Partie 2 : Diversité métabolique des 
micro-organismes des édifices 

hydrothermaux actifs : approches 
culturales en bioréacteur 
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Etude 1 : Etude de l’effet des variations des conditions de 
l’environemment sur les communautés microbiennes de 
cheminées hydrothermales cultivées en bioréacteur. 
 
1. Introduction 
 
L’identification des populations microbiennes constituant les communautés reste difficile à 

effectuer. De plus, il a été estimé à plus de 90%, le pourcentage de micro-organismes encore 

incultivés (Amann et al., 1995) et ceci dans de nombreux écosystèmes. Dans l’écosystème 

hydrothermal les approches moléculaires ont montré l’étendue de la diversité microbienne 

(Takai et al., 2001; Alain et al., 2002c; Nercessian et al., 2003; Page et al., 2004; Schrenk et 

al., 2004). Les approches culturales restent toutefois nécessaires afin de décrire de nouveaux 

micro-organismes notamment au niveau des sources hydrothermales. Cependant les cultures 

traditionnelles en flacons permettent rarement de se rapprocher des conditions 

environnementales. Les techniques de culture classiques sont souvent sélectives fournissant 

alors une image restreinte de la diversité microbienne d’un écosystème. Certaines études 

décrivent l’isolement de micro-organismes nouveaux à partir d’échantillons 

environnementaux dont l’inventaire moléculaire n’avait pas permis la détection (Gonzalez-

Toril et al., 2003; Alain et al., 2004; Postec et al., 2005b; Postec et al., 2007). Il apparaît alors 

clairement qu’aucune des deux approches : culturale et moléculaire ne permet d’élucider seule 

les questions d’écologie microbienne concernant la biodiversité, le fonctionnement et la 

dynamique des communautés. 

 L’utilisation de nouvelles techniques de culture permettant de mieux appréhender les 

conditions environnementales des habitats naturels apparaît alors comme une alternative 

prometteuse.  

Un système de fermentation – bioréacteur gas-lift - a été mis au point dans un premier temps 

pour la culture, en absence de soufre, de micro-organismes hyperthermophiles soufre 

réducteurs de l’ordre des Thermococcales (Raven et al., 1992). Cet outil a été utilisé pour 

l’obtention de concentrations cellulaires importantes, la mise au point d’un milieu de culture 

minimum pour la culture de Pyrococcus furiosus (Raven and Sharp, 1997), l’étude 

physiologique de Pyrococcus abyssi (Godfroy et al., 2000) ainsi que l’optimisation des 

conditions de culture et la mise au point d’un milieu minimum pour  Thermococccus 

hydrothermalis (Postec et al., 2005a). 
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Par la suite, le bioréacteur gas-lift a été utilisé pour réaliser des cultures d’enrichissement en 

continu à haute température à partir d’échantillons de cheminée hydrothermale et ce 

parallèlement à des cultures en batch (Postec et al., 2005b; Postec et al., 2007). 

Ces travaux ont permis dans un premier temps d’obtenir en culture à 90°C, sur plusieurs 

semaines, des populations microbiennes hétérotrophes anaérobies hyperthermophiles. La 

structure de la communauté cultivée a été étudiée grâce à une analyse moléculaire 

(amplification des gènes codant pour les ARN ribosomaux 16S, séparation par DGGE ou 

clonage, puis séquençage) . L’ensemble des résultats de DGGE et de séquençage ont confirmé 

l’intérêt de la culture d’enrichissement en fermenteur puisqu’il a été possible de cultiver : 

- des espèces très minoritaires de l’échantillon initial  

- des espèces non décrites et non cultivées jusqu’alors (epsilon-Proteobacteria),  

-  des espèces se développant dans des conditions inattendues.  

-  et de mettre en évidence l’existence d’une dynamique au sein des populations 

cultivées.  

La diversité obtenue grâce à ce type de culture a été comparée avec celle obtenue dans une 

culture d’enrichissement réalisée en batch (en flacon) sur le même milieu de culture. Les 

résultats obtenus mettent en évidence une diversité très faible puisque limitée aux seules 

Thermococcales et a ainsi montré clairement les potentialités de la culture en continu pour 

accéder à une plus grande diversité. 

L’efficacité de cette approche a été confirmée par la réalisation d’une deuxième culture dans 

les mêmes conditions à l’exception de la température qui a été abaissée à 60°C. La 

température choisie correspondait au preferendum thermique des espèces bactériennes 

thermophiles (Marinitoga sp. et Caminicella sp.) mises en évidence dans la culture à 90°C et 

représente d’autre part une température basse pour la croissance des Thermoccocales, 

notamment les espèces du genre Pyrococcus identifiées comme étant dominantes dans la 

culture d’enrichissement précédente. 

Les résultats obtenus ont mis en évidence une diversité cultivée différente de celle observée à 

90°C. Bien que des espèces du genre Thermococcus aient été détectées dans la culture 

d’enrichissement, la diversité était caractérisée par la présence d’espèces thermophiles, 

appartenant à l’ordre des Thermotogales, différentes de celles obtenues à 90°C. D’autres 

espèces appartenant à l’ordre des Clostridiales avec des représentants du genre Caminicella 

ont été mises en évidence. De plus des espèces autotrophes ou du moins mixotrophes, avec 

des représentants du genre Deferribacter et du genre Thermodesulfatator, ont été détectées 

Cette culture en continu a également permis de sous-cultiver en batch lors de culture en flacon 
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la majeure partie des espèces mises en évidence par l’analyse moléculaire et de les isoler. 

Parmi les souches isolées deux nouvelles espèces ont été décrites: Marinitoga 

hydrogenitolerans (Postec et al., 2005c) et Thermodesulfatator atlanticus (Alain et al., 

soumis). 

Ainsi ces travaux ont montré qu’il était possible de maintenir en culture sur une durée longue 

une fraction des communautés thermophiles et hyperthermophiles des édifices hydrothermaux 

actifs en sachant que les conditions de culture de départ conditionnent la nature des 

communautés cultivées. Ces cultures de communautés permettent notamment d’accéder à de 

nouveaux micro-organismes et de les isoler mais également de mettre en évidence les 

interactions entre espèces.  

Dans une étude récente, un bioréacteur a été utilisé pour effectuer des cultures 

d’enrichissement de micro-organismes à partir d’un échantillon prélevé sur la dorsale Est 

Pacifique. La culture a été réalisée sous pression (250 atm) à 70°C puis 90°C dans un milieu 

enrichi en nitrates et en sulfates. Les données obtenues ont montré un changement dans la 

dominance des populations microbiennes avec dans un premier temps des Epsilon 

Protéobactéries puis des Aquificales dans le milieu contenant des nitrates et des 

Thermodesulfobactérales dans le milieu avec sulfates. Ces travaux ont également permis 

d’étudier l’influence des communautés cultivées sur les minéraux (Houghton et al., 2007).  

La possibilité de maintenir en culture sur une longue durée, une fraction des populations 

microbiennes thermophiles et hyperthermophiles hydrothermales, devrait ainsi permettre 

d’évaluer in vitro l’influence des variations de certains paramètres de l'habitat sur les 

populations microbiennes cultivables. Ces paramètres choisis afin de mimer au mieux les 

conditions existant in situ sont: 

 1 - la concentration en matière organique qui sera abaissée par rapport aux cultures 

précédemment réalisées afin de se placer en conditions oligotrophes. Peu d’études ont porté 

sur la détermination de la quantité de matière organique au niveau d’un édifice hydrothermal 

(Comita and Gagosian, 1983; Brault, 1984), Cependant l’apport de matière organique varie 

d’un site à l’autre et est fonction entre autre de la biomasse présente au niveau des sites 

hydrothermaux. La présence d’organismes autour des cheminées va avoir des effets directs 

sur la concentration en matière organique présente dans l’eau environnante notamment par 

l’apport des mécanismes d’excrétion des animaux. Cet apport de matière organique 

conditionne surement pour une grande part la nature et la quantité des micro-organismes 

présents au niveau des cheminées hydrothermales, 
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 2 - la nature des donneurs et des accepteurs d’électrons présents dans la zone de 

mélanges entre les fluides hydrothermaux et l’eau de mer. Outre les éléments présents dans 

l’eau de mer, l’addition de H2 et CO2 dans le mélange gazeux ainsi que l’addition ou non de 

S0 sera testé. Ainsi les conditions de culture ont été choisies de façon à se rapprocher des 

conditions de l’environnement (faible concentration en matière organique et présence de 

H2/CO2) et d’étudier l’influence des variations environnementales sur les communautés 

cultivées (température et absence ou présence de S0). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 129 

2. Effect of variation of environmental conditions on the microbial 
communities of deep-sea vent chimneys, cultured in a bioreactor 
 

 

 

Nathalie Byrne*, Françoise Lesongeur, Nadège Bienvenu, Claire Geslin, Karine Alain, Daniel 

Prieur and Anne Godfroy. 

 

 

Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrêmes UMR6197 IFREMER – Centre 

de Brest- BP70 / IUEM- Place Nicolas Copernic- 29280 PLOUZANE, France 

 

 

* Corresponding author : Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrêmes 

UMR6197 IFREMER – Centre de Brest- BP70 29280 PLOUZANE, FRANCE 

Phone : 00 33 (0)2 98 22 46 74 

E-mail: nathalie.byrne@gmail.com 

Under revision 

 

 

 

 

 

 



 130 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 131 

Abstract 

Both cultivation and molecular techniques were used to investigate the microbial diversity 

and dynamic of a deep sea vent chimney. The enrichment cultures performed in a gas lift 

bioreactor were inoculated with a black smoker chimney sample collected on TAG site on the 

Mid Atlantic Ridge. To mimic as close as possible environmental conditions the cultures were 

performed in oligotrophic medium, with nitrogen hydrogen and carbon dioxide (N2 /H2 /C02) 

gas sweeping. Also the temperature was first settled at a temperature of 85°C and colloidal 

sulphur was added. Then the temperature was lowered to 60°C and sulphur was omitted. 

Archaeal and bacterial diversity was studied in both culture and natural samples. Through 

16SrRNA gene sequences analysis of the enrichment cultures micro-organisms affiliated to 

Archeoglobales, Thermococcales were detected in both conditions while, Deferribacterales 

and Thermales were detected only at 65°C in the abs ence of sulphur. SSCP and Q-PCR 

permit to study the microbial community dynamic during the two enrichment cultures. The 

effect of environmental changes (modification of culture conditions) i.e. temperature, medium 

composition, electron donors and acceptors availability were shown to affect the microbial 

community in culture, as this would happen in their environment. 

 

Introduction  

 

Hydrothermal chimneys are porous mineral structures that precipitate as a result of mixing of 

the high temperature anoxic fluids with the cold oxygenated sea water. In hydrothermal 

chimneys, environmental chemical and physical conditions can change quickly on both time 

and spatial scale. They so represent diverse habitats for a wide range of physiologically and 

phylogenetically diverse microbial communities. Numerous cultural approaches led to the 

isolation and description of a great diversity of novel species belonging to the domains 

Archaea and Bacteria, the metabolic properties of which are likely to cover all 

biogeochemical cycles (Miroshnichenko and Bonch-Osmolovskaya, 2006; Takai et al., 2008). 

Otherwise, molecular diversity studies provided an overview of hydrothermal chimneys 

microbial communities. They revealed the presence of a large and in many cases 

unexpected microbial diversity (Takai and Horikoshi, 1999b; Nercessian et al., 2005a). 

Cultural approaches represent a promising way to address the questions of the ecosystem 

functioning and to link a metabolism to a phylogenetic group. Besides, they remain 

necessary to describe new microbial representatives thriving in hydrothermal deep-sea 

vents. They allow the study of in situ living prokaryotes that express their physiological 
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properties as members of the natural microflora. Among the diverse cultural techniques 

developed during the past decade, continuous cultures in bioreactors have proven their 

efficiency in the cultivation and physiological study of hyperthermophilic prokaryotes from 

deep-sea vent (Raven et al., 1992; Godfroy et al., 2000; Postec et al., 2005b). The use of 

bioreactors that might allow to better simulate environmental conditions appears to have a 

great potential to assess how modification of these conditions may affect the structure of 

microbial communities in hydrothermal chimneys. As a kind of example, Houghton and col 

(Houghton et al., 2007) used a special device to enrich nitrate-reducing or sulphate-reducing 

thermophiles under high pressure and at high temperature. They used their equipment with 

success to study the effect of fluid chemistry on microbial communities.  

In our laboratory, a gas-lift bioreactor allowing the long term cultivation of prokaryotes by 

enabling a continuous substrate supply and an elimination of volatile metabolic end products 

(by gas sparging), was used to perform enrichment cultures with deep sea vent chimney 

samples. Previous continuous cultures performed with this equipment in parallel to batch 

cultures demonstrated the efficiency of this system over classical batch cultures by enabling 

the cultivation of a larger fraction of the natural community (Postec et al., 2005b). 

In previous experiments with this bioreactor, enrichment cultures from hydrothermal chimney 

samples were performed under anaerobic conditions, at 90°C and 60°C, pH 6.5 and using a 

complex and rich medium containing carbohydrates, peptides, sulphate and sulphur. 

Archaeal and bacterial diversity was studied using molecular tools (i.e. DGGE and cloning/ 

sequencing of 16S rRNA genes). Not only these studies showed the efficiency of such 

system to obtain greater diversity in culture, but also led to the isolation of new species and 

enabled to hypothesize metabolic interactions between species (Postec et al., 2005b; Postec 

et al., 2007).  

Today, one promising way to grow as-yet uncultivated microorganisms is to permit inter-

species interactions and to examine microbial metabolisms inside communities rather than to 

extrapolate them from pure cultures (Tor et al., 2003). The bioreactor represents a powerful 

tool to investigate in vitro interactions between populations that may occur in situ. In addition, 

the gas-lift bioreactor permits the maintaining of community culture for a long period. It thus 

represents a suitable device to investigate in vitro the effect of physico-chemical 

perturbations on the microbial community structure from deep-sea hydrothermal vents. This 

system is particularly suitable for the study of the communities inhabiting such a disturbed 

system. 

So far, chemoorganotrophic enrichment cultures with hydrothermal chimney samples were 

mainly performed with media containing high concentration of organic matter. Few data are 

available about the organic matter concentration retrieved in deep-sea vent chimneys, but it 

can be assumed that it might vary from high concentration to oligotrophic conditions. 
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In the present study, we used the gas-lift bioreactor to study the microbial diversity and 

dynamics of thermophilic communities from a deep-sea hydrothermal vent. A black smoker 

chimney sample was used to inoculate the gas-lift bioreactor using the medium described in 

Postec et al. (Postec et al., 2005b) with a 100- fold diluted organic matter concentration, the 

enrichment was performed (i) in the presence of hydrogen and carbon dioxide (nearer to the 

environmental conditions) at 85°C with colloidal su lphur, then (ii) after reinoculation, 

temperature was decreased to 60°C and the sulphur w as removed from the medium in order 

to investigate the effect of a temperature shift and a change of the chemical environment on 

the microbial community structure. This change mimicked an environmental change such as 

those encountered commonly at deep-sea vents. The microbial community structure and 

composition within the enrichment culture was analysed using the molecular techniques 

based on 16S rRNA genes including cloning / sequencing, SSCP, and quantitative-PCR, in 

order to asses both diversity and dynamics.  

 

Materials and methods 

 

Samples 

In 2005, an active chimney sample was recovered from the hydrothermal site “TAG” 

(26°08’N, 44°49’W) located on the Mid-Atlantic Ridg e (MAR) during the EXOMAR cruise. 

This sample (EXO15E1) was collected with the Remotely Operated Vehicle (ROV) Victor 

6000, and brought to the surface into an insulated box under aseptic conditions (Figure 1). 

On board, chimney fragments were crushed into an anaerobic chamber under N2/H2/CO2, 

90:5:5 gas atmosphere (La Calhene, France) and was immediately transferred into a flask, 

filled with sterile seawater and preserved under anaerobic conditions (N2/H2/CO2, 90:5:5 gas 

phase) at 4°C.This suspension was used to inoculate  the enrichment cultures. An aliquot 

was preserved at −80°C for DNA extraction.  

 

DNA extraction and ribosomal 16S rRNA gene amplification: 

DNA extractions from both culture samples and chimneys were performed using the 

FastDNA® SPIN Kit for Soil (MPBiomedical) (Webster et al., 2003). For the chimney sample, 

four parallel extractions were performed and the DNA was then pooled and concentrated. 

The 16S rRNA genes from the extracted DNA were then amplified using specific primers 

corresponding to both archaeal and bacterial domains; Archaeal 16S rRNA genes were 

amplified using 344F and 915R or 4F and 1492R. Bacterial 16S rRNA genes were amplified 

using 8F and 1492R. PCR products were subsequently cloned with the pGEM®-T Vector 

cloning kit (Promega) according to the manual of the manufacturer. 
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Continuous enrichment culture in a gas-lift bioreactor: 

 

Medium 

The growth medium was the modified SME medium (Sharp and Raven, 1997) modified by 

Postec et al (Postec et al., 2005a; Postec et al., 2007) in which organic matter concentrations 

were as follows :0,01 g.L–1 yeast extract (Difco), 0.005 g.L–1 casaminoacids (Difco), 0.004 

g.L–1 glucose, 0.004 g.L–1 dextrin (from corn), 0.002 g.L–1 galactose, 0.002 g.L–1 dextran, 

0.001 g.L–1 glycogen, 0.002 g.L–1 pyruvate and 0.001 g.L–1 acetate (all purchased from 

Sigma) corresponding to a total organic substrates concentration of 0.031 g.L–1. The medium 

was supplemented with 2 g.L–1 of colloidal sulphur during the first part of the enrichment 

culture (F1) while no sulphur was added for the second part (F2). 

The medium was sterilized by filtration (Sartroban, 0.22 µm) into a sterile 20 L Nalgene 

bottle. When sulphur was added to the medium, the colloidal sulphur solution was sterilized 

directly in the Nalgene bottle by heating twice at 100°C for 30 min on two successive days. 

 

Culture conditions 

The culture was performed in a 2 L glass gas-lift bioreactor (Raven et al., 1992; Godfroy et 

al., 2006), at 85°C and 60°C (respectively for F1 a nd F2) and the pH was regulated at 6.5. 

Temperature and pH were controlled by a 4-20 mA Controller and AFS Bio Command 

system from New Brunswick (Nijmegen, the Netherlands) connected to a pH transmitter 

(Broadley James) associated to a gel pH electrode (Mettler Toledo) and a PTFE-covered 

PT100 temperature probe associated to a temperature controlled heated circulated bath 

(Huber) filled with water. Acid (1 N HCl) and base (1 N NaOH) were added using peristaltic 

pumps (Masterflex). The bioreactor was inoculated with 40ml of the chimney sample 

(EXO15E1) suspension (2%). Fresh medium feeding and product draw-off were performed 

using peristaltic pumps (Masterflex). The culture was continuously flushed with N2/H2/CO2 

(75/20/5) (0.2 v.v.min–1) to maintain anaerobic conditions. The bioreactor was maintained as 

a batch culture for the first 24h to prevent wash-out of the cells before they growth. After 24 

h, fresh medium was provided by applying a dilution rate of 0.04 h–1. The first part of the 

enrichment culture (F1) was performed in presence of elemental sulphur at 85°C. After 26 

days (624 h), the sample was reinoculated, the sulphur containing medium was replaced by 

a medium without sulphur and the temperature was lowered to 60°C. After a batch period of 

30 h a dilution rate of 0.04 h–1 was applied an this second culture (F2) was maintained for 22 

days (528 h). 
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Culture monitoring and sample preservation 

Cell concentration was determined every day by direct cell counting, using a Thoma chamber 

(0.02 mm depth) viewed with an Olympus BX60 phase contrast microscope (X400 

magnification). Culture samples from the bioreactor were collected every 48h, from T4 (day 

4) to T20 (day 20) for F1 and from T5 (day 5) to T14 (day 14) for F2. For each sampling, two 

15 ml aliquot of culture were preserved anaerobically (under N2/H2/CO2 (75/20/5)) at 4°C in 

serum vial. For DNA extraction, cells were recovered from 15 ml of culture by centrifugation 

(20 min at 8,000·g). Cell pellets were then resuspended in 5 ml of lysis buffer TE-Na 1·(Tris–

HCl pH 8, 100 mM ; NaCl 100 mM, EDTA pH 8, 50 mM), and stored at –80°C until DNA 

extraction.  

 

Amplification of the 16S rRNA gene and SSCP (Single Strand Conformational 

Polymorphism) analysis  

Amplification of the V3 region of SSU rDNA genes from culture DNA samples was performed 

with primers W49F (5’-ACGGTCCAGACTCCTACGGG-3’) for bacterial domain, W116F (5’-

TET-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’) for archaeal domain, and W104R (5’-6FAM-

TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’) as the universal reverse primers. An initial denaturation 

step at 94°C for 2 min, was followed by 25 cycles o f a three-stage program with 30’ at 94°C, 

30’ at 51°C for Archaea and 61°C for Bacteria, and 30’ at 72°C, and a final elongation for 10 

min at 72°C. DNA polymerase was pfu Turbo (Stratagene) that generated blunt-ended PCR 

fragments. For electrophoresis, PCR SSCP products were diluted 10 times in water before 

mixing with 18.8µl formamide Hi-Di (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and 0.2µl 

internal standard internal DNA molecular weight marker Genescan-400 HD ROX (Applied 

Biosystems, Courtaboeuf, France) (Delbes et al., 2000). 1 µl of template was added to the 

mix. The sample mixture was denatured at 95°C for 5  min and immediately cooled on ice 

before loading on the instrument. SSCP analyses were performed on an automatic 

sequencer abi310 (Applied Biosystem). The non-denaturing polymer consisted of 5% CAP 

polymer, 10% glycerol and 3100 buffer (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). The 

migration time was set at 30 min at 32 °C and 12 kV . The results obtained were analysed by 

SAFUM 2.0 Statistical Analysis of Fingerprints Using Matlab (Loisel et al., 2006; Zemb et al., 

2007). To identify SSCP peaks of interest, 16S rRNA gene clone from the clone library were 

amplified by SSCP-PCR and analysed by SSCP under the same conditions and the resulting 

peaks were compared to those of the communities’ pattern.  
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16SrDNA sequencing and phylogenetic analysis: 

DNA fragments obtained were sequenced at OUEST-Genopole (Roscoff, France). 

Sequences were compared to those available in databases using the BLAST network service 

to determine phylogenetic affiliations. Sequences were aligned using the ClustalW program 

with the BioEdit software version 7.0.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). 

Trees were constructed using the PHYLO_WIN program on the basis of evolutionary 

distance and maximum likelihood methods (Galtier et al., 1996). The robustness of inferred 

topologies was tested by the bootstrap resampling of trees calculated on the basis of the 

evolutionary distance, neighbor-joining algorithm with Jukes–Cantor correction. 

 

Quantification of Archaeal and Bacterial community by Quantitative PCR  

(Q-PCR) 

All Q-PCR experiments were run using an Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR 

thermocycler equipped with 7300 Real-Time PCR Software. Q-PCR conditions were as 

follow: 12,5µl Absolute blue q-PCR Rox mix (AbGene), 400 nM final concentration of each 

primers, 200nM final concentration for bacterial and archaeal TaqMan probes, 1 µl template 

and water added to a final volume of 25 µl. All reactions were done in 96 well q-PCR plates.  

Archaeal 16SrDNA genes were detected using the primer set Arch349F (5’-

GYGCASCAGKCGMGAAW-3’) and Arch806R (5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3’). The 

TaqMan probe was Arch516F (5’-TGYCAGCCGCCGCGGTAAHACCVGC-3’) (Takai and 

Horikoshi, 2000b). Thermococcus litoralis DNA was used as the quantification standard in 

10-fold dilutions ranging from 100 to 10-7. Thermocycling was performed as follows: 50°C for 

2 min, initial denaturation 95°C for 15 min; amplif ication 40 cycles, denaturation 95°C for 25s, 

primer annealing 60°C for 6 min. 

Bacterial 16SrDNA genes were detected using the primer set 331F (5’- 

TCCTACGGGAGGCAGCAGT -3’) and 797R (5’-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3’). 

The TaqMan probe was 6-FAM-5’- CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC -3’-TAMRA 

(Nadkarni et al., 2002). 

Plasmid harbouring Deferribacter. sp plasmid DNA was used as the quantification standard 

in 10-fold dilutions ranging from 100 to 10-7. Thermocycling was performed as follows: 50°C 

for 2 min, initial denaturation 95°C for 15 min; am plification 40 cycles, denature 95°C for 15s, 

primer annealing 60°C for 1 min. 

The TaqMan probes had a fluorescent reporter dye (6-carboxyfluorescein) covalently 

attached to the 5’-end and a fluorescent quencher dye (6-carboxytetramethylrhodamine) 

attached six or more bases downstream from the reporter dye. 
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Nucleotide sequence accession numbers 

The EMBL accession numbers of the sequences used in this study are FM242714 to 

FM242737 

 

Virus detection 

Three samples from the enrichment culture F1 (F1T14, F1T18 and F1T20) were used for 

virus-like particles observation. All solutions (i.e., sodium pyrophosphate, ultrapure water…) 

were filter-sterilized on 25 mm anodisc syringe-filter membranes with pore sizes of 0.02 µm. 

An aliquot (0.5ml) of culture or MilliQ water (negative control) was taken and added to 4 ml of 

MilliQ water and 1 ml of sodium pyrophosphate (10 mM final concentration) and incubated 

for 15°C at room temperature. After incubation, sam ples were centrifuged at 10000g for 20 

min. The supernatant was then filtered through a 0.8 / 0.2 µm filter (acrodisc 25 mm PF 

syringe-filter 0.8/0.2 µm support membrane). In order to eliminate uncertainties in virus 

counting due to extra cellular interference, 2 µl of DNAse (Turbo DNAse Ambion 2U/µl) was 

added to each sample and incubated for 10 min at 37°C. The supernatant was finally filtered 

through a 25 mm anodisc membrane with pore sizes of 0.02 µm and stained with 100 µl of 

SYBR Green I or SYBR Gold (10 X) for 15 min in the dark, 100 µl of an anti-fading solution 

were also added on the filter. 

Samples (F1T14, F1T18 and negative control) were observed immediately after preparation. 

The observation of virus-like particles in each sample was made from duplicate filters and 

from at least 10 randomly selected fields per filter, using a LEICA QWin Pro Version 2.3 

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) microscope.  

 

RESULTS 

 

1. Archaeal and bacterial diversity in the chimney sample 

 

Archaeal diversity in the chimney sample was low since only sequences related to the genus 

Thermococcus were retrieved (Figure 2). Within this genus, 2 sequences were detected: the 

first one referenced as AEXO15.8 (71 clones) was affiliated to Thermoccoccus 

gammatolerans (isolated from the Guaymas Basin) and the second one referenced as 

AEXO15.4n (24 clones) was closely related to Thermococcus hydrothermalis (isolated from 

the East Pacific Rise).  

Concerning 16S rRNA bacterial diversity, the majority of the sequences were affiliated to the 

Alpha, Delta and Epsilonproteobacteria (Figure 3). Within the Epsilonproteobacteria, 

numerous sequences were related to environmental sequences. Clones BEXO15.90 and 
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BEXO15.58 (respectively 22 and 2 clones) were affiliated to Sulfurimonas autotrophica, a 

strain which was isolated from deep-sea sediments at the Hatoma Knoll in the Mid-Okinawa 

Trough hydrothermal field. BEXO15.43 (5 clones) (Lopez-Garcia et al., 2002) was affiliated 

to an uncultured bacterium clone within the group of Sulfurovum species. Other sequences 

BEXO15.37 (38 clones) within the Epsilonproteobacteria were close to Clone 2 detected in a 

microbial diversity study of an in situ growth chamber at deep sea hydrothermal vents. In the 

Alphaproteobacteria group, sequence BEXO15.13 (1 clone) affiliated to Sulfitobacter and 

Thalassobius species. Finally, in the Deltaproteobacteria group, one sequence 

BEXO1580.56 was related to a Mud Volcano clone (AM404330) from the Haakon Mosby 

Mud Volcano, (Barents Sea) within the group of Desulfobacteriales. 

 

2. Culture enrichment at 85°C with colloidal sulphu r 

 

A continuous enrichment culture was performed in a gas-lift bioreactor to study the culturable 

fraction of the microbial diversity of a chimney from the TAG Mid-Atlantic Ridge (MAR) 

hydrothermal site using oligotrophic conditions and high temperature. Analyses of the 

compositional changes in the bacterial and archaeal communities in response to a shift in 

two environmental factors were also performed. 

 The first part of the enrichment culture in the bioreactor (F1) was performed at 85°C 

in the presence of colloidal sulphur. Starting from 3.1x106 cell ml–1 at T4, cell density reached 

1.8 x107 cell ml–1 at T18 and decrease at T20. Coccoid cells single or in pairs were dominant  

(Figure 4). 

 

 2.1. Quantitative PCR and 16S rRNA gene diversity results:  

According to Q-PCR results, Archaea were dominant and this was confirmed by the absence 

of amplification using bacterial primers. 16S rRNA gene diversity analysis of enrichment 

culture samples showed the presence of numerous archaeal sequences related to the genus 

Geoglobus and Thermococccus (Table 1). Thermococcus retrieved sequences were 

affiliated to Thermococcus coalescens and Thermococcus siculi at the beginning of the 

culture (T6), while all retrieved sequences at T14 and T20 were affiliated to Thermococcus 

hydrothermalis and Thermococcus siculi respectively. At the beginning of the enrichment, 

one sequence related to the genus Aeropyrum was present. Sequences related to 

Geoglobus were detected all along the culture. 

 

 2.2. CE-SSCP: 

In order to study the archaeal community structure dynamic by CE-SSCP, control, i.e, clones 

sequenced previously and affiliated to Thermococcales sp. and Geoglobus sp. with 
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respectively 98 and 97 % of similarity were used. CE-SSCP is a semi-quantitative method, 

and according to the results obtained, an increase in the Thermococcales population could 

be witnessed starting from T8 until T18. This can be correlated as well with the increase 

noted in cell number. At T20, the“Thermococcales peak” was smaller, this was in compliance 

with the diminution of the total cell density. Geoglobus sp remained present during 

throughout the culture even when the global cell number decreased in the culture. 

 

 2.3. Virus like particle: 

The recent evidence of astonishing virus populations associated with hydrothermal species 

of Thermococcales (Geslin et al., 2003) led us to search for the presence of viruses in the 

culture to try to understand the decrease in cell number at T20. Using epifluorescence 

microscopy, virus-like particles were detected in two culture samples (T14 and T18). The 

presence of numerous virus-like particles as found (Figure 5) at T14 might explain the 

decrease in the cell density observed at T20. 

 

3. Enrichment culture at 60°C without colloidal sul phur  

Because of the decrease in cell numbers, the bioreactor was inoculated again using 40 ml of 

the chimney sample EXO15E1. 

The temperature was settled at 60°C and sulphur was  omitted in the culture medium, such 

conditions were chosen as being less favourable for the growth of Thermococcus species. In 

this second culture (F2) both rods and coccoid cells were observed. Starting from 6.25 x106 

cell.ml-1 at T0 cell density reached its maximum value at T14 with 3.13 x107 cells.ml-1 (Figure 

6). 

 

 3.1. Quantitative PCR and phylogenetic results: 

Both Archaea and Bacteria were present in the culture. Archaea were dominant at the 

beginning of the culture (ratio varying from 70 to 80%). Archaeal and Bacterial proportions 

were roughly the same at the end of the culture (Figure 6). 

The 16S rRNA gene diversity analysis of this second enrichment culture showed again the 

presence, within the archaeal community, of species belonging to the genera Geoglobus and 

Thermococcus (Table 1 and Figure 2). Within the genus Thermococcus only sequences 

related to Thermococcus hydrothermalis were detected. Analysis of the bacterial community 

showed the presence of species related to the genus Deferribacter and Vulcanithermus; 

sequences were respectively affiliated to Deferribacter abyssi (99% 16S rRNA gene 

sequence similarity and Vulcanithermus mediatlanticus (96 % similarity) (Figure 3).  
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 3.2. CE-SSCP: 

 

In culture F2 only the bacterial community dynamic was studied. As described above for 

culture F1 previously sequenced clones affiliated to Deferribacter. sp and Vulcanithermus. sp 

were used to identify peaks in the profiles. A small increase of the “Deferribacter” peak can 

be observed but no strong variations were noted all along this enrichment culture. 

 

Discussion 

 

A low diversity in the chimney sample used as an inoculum 

 

This low archaeal diversity is quite surprising compared to previous studies but can be 

explained by (i) the age of the chimney and/or (ii) methodological biases.  

The hydrothermal chimney sampled at the TAG site had a mineral matrix dominated by 

anhydrite (80-90%), chalcopyrite (5-7%) and pyrite (2-3%), as determined by X-ray diffraction 

analysis (Yves Fouquet, personal communication), forming a complex mineral assemblage. 

This type of mineralogical composition is assumed to correspond to young active 

hydrothermal chimneys. As a rule, hydrothermal chimney formation begins with the 

precipitation of anhydrite due to the interaction between reduced hydrothermal fluid and sea 

water. The sea water that can then circulate by advection current through the porous 

anhydrite chimney matrix leads to continuous input of sea water components including 

organic matter. In the present case, the chimney was surrounded by a large community of 

shrimps Rimicaris exoculata (Figure 1). Consequently, the organic matter due to the shrimp 

swarm was obviously present in suspension in the sea water around the chimney and could 

explain the dominance of chemoorganotrophic species such as Thermococcales. 

Several studies reported that there is a relationship between the chimney mineral 

composition and the microbial community composition (Page et al., 2008; Takai et al., 2008). 

Depending on the geographical location of black smokers, distinct archaeal and bacterial 

communities were retrieved (Schrenk et al., 2003; McCliment et al., 2006; Page et al., 2008). 

These compositional differences were associated with the mineralogical and geochemical 

settings of the chimneys. 

Bacterial diversity in this study showed the presence of sequences affiliated to 

Proteobacteria (Epsilon-, Alpha- and Delta-); Some sequences were related to environmental 

clones and other were affilated to species involved in the sulphur metabolism including 

sulfate-reducers (Desulfobulbus-related clones) and chemolithoautotrophic or 

chemoorganoheterotrophic sulphur compound-oxidizers (Sulfurimonas, and Sulfuribacter 

related clones). 
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 The low diversity obtained might also be explained by the method used for the 16S 

rRNA gene amplification. Teske and Sorensen have recently shown that the archaeal 

detection depends on the specificity of the archaeal PCR 16S rRNA primers; only one pair of 

primers was used in this study. PCR surveys with a multiple primers combination would 

contribute to a better view of the archaeal community within the chimney sample (Teske and 

Sorensen, 2007).  

 
Diversity of the cultured microbial community: Dynamics and effect of environmental 

conditions. 

 

At 85°C, in the presence of sulphur (Culture F1) th e cultivated microbial community in the 

bioreactor was mainly composed of hyperthermophilic archaeal species belonging to the 

genera Thermococcus and Geoglobus. 

Thermococcus species are widespread within hydrothermal ecosystems. Numerous species 

were isolated from these environments; described species are chemoorganotrophic 

organisms that can use both proteinaceous and carbohydrates substrates. Some species 

were described as being able to use amino acids or organic acids as pyruvate, acetate as 

carbon sources. Most species of this genus were shown to grow better in the presence of 

elemental sulphur. They were also shown to be inhibited by hydrogen when grown in batch 

closed culture vessels, this inhibition being alleviated by the addition of sulphur. The growth 

of Thermococcus species in our experiment was made possible by the presence of complex 

organic carbon substrates, carbohydrates and organic acids. Despite the presence of 

hydrogen in the gas phase (Godfroy et al., 1996; Godfroy et al., 1997; Marteinsson, 1999; 

Atomi et al., 2004), the addition of elemental sulphur had allowed their growth.  

Interestingly, the presence of prokaryotes related to Geoglobus ahangari (Kashefi et al., 

2002) was shown all along the culture F1 and F2. Geoglobus ahangari is an 

hyperthermophilic anaerobic euryarchaeon able to grow chemoorganotrophically on organic 

acids, amino acids and short-chain fatty acids and autotrophically on hydrogen with Fe(III) 

(poorly crystalline Fe(III) oxide) serving as favourite electron acceptor. Active chimneys of the 

hydrothermal site TAG are mainly composed of iron-containing minerals, including pyrite 

(FeS2) and chalcopyrite (CuFeS2) (Campbell et al., 1988; Charlou et al., 2002). Up to 

1640µM of Fe was measured in the hydrothermal fluid. Like shown in Figure 1, the black 

smoker is surrounded by a community of shrimps. Recent studies have revealed an 

important iron oxide deposits in the gill chambers of shrimps (Corbari et al., 2008; Schmidt et 

al., 2008). The presence of iron oxides in the immediate proximity of the TAG vent may have 

a substantial impact on microbial community inhabiting the chimney and may be a source of 

iron oxide by providing Fe (III) oxides. If the strain present in the bioreactor has the same 
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requirements than Geoglobus ahangari, the presence of ferric iron (Fe (III)) available for its 

growth may have been supplied by the chimney sample, as no Fe (III) was added to the 

medium. The presence of both acetate and pyruvate in the culture medium, the production of 

short-chain fatty acids as known metabolic products of the metabolism of proteinaceous 

substrates by Thermococcus species (Godfroy et al., 1996; Godfroy et al., 1997), and the 

presence of hydrogen in the gas phase may have allowed the build up of suitable conditions 

for the growth of this organism. Geoglobus species were detected in the culture from T6 to 

T20 and, based on SSCP results; they even dominated the beginning of the culture. 

Microorganisms able to perform dissimilatory Fe (III) reduction were already detected in deep 

sea hydrothermal chimneys from the East Pacific Rise; these species belonged to various 

genera such as Archaeoglobales, Deferribacterales or Thermotogales (Slobodkin et al., 

2001; Kashefi et al., 2002). Their presence on the Mid Atlantic Ridge chimneys on TAG site 

(this study) but also in other MAR samples was demonstrated by obtaining positive 

enrichments on specific iron reducer medium (Kashefi et al., 2002) (Holden pers. com). All 

these results together suggest that within hydrothermal habitat, Fe (III) reduction could be an 

important metabolism being realised by Geoglobus related species at temperatures above 

90°C and other species as Deferribacter at lower temperatures. At the beginning of the 

enrichment culture F1, a sequence affiliated to the genus Aeropyrum was detected. The two 

species of this genus Aeropyrum camini and Aeropyrum pernix are strictly thermophilic 

aerobic species (Sako et al., 1996; Nakagawa et al., 2004a). Their presence can be 

explained by possible not strictly anaerobic conditions at the beginning of the culture as this 

could happen by oxygenated sea water intrusion by advection into hydrothermal chimneys. 

 

 After 20 days of culture, an important decrease in the cell density was noted in order 

to explain this decrease, the culture was checked for the presence of viruses. The results 

obtained allow us to detect the presence of virus-like particle in the culture and also to 

deduce their role on the microbial community. Up to date, the only hyperthermophilic marine 

virus described, PAV1, was shown to persist in its host strain, Pyroccocus abyssi, in a stable 

carrier state without spontaneous lysis (Geslin et al., 2003). Indeed, only one archaeal virus, 

isolated from a hot and acidic habitat, is known to cause lysis of its host cells (Haring et al., 

2005). According to SSCP data, Geoglobus peak surface did not seem to change while the 

total cell concentration decreased in the culture suggesting that only Thermococcales were 

affected by virus like-particles.  

 Moreover, Thermococcus-related phylotypes retrieved from the enrichment culture in 

bioreactor were affiliated to T. coalescens and T. siculi at the beginning of the culture at 85°C 

(F1), whereas at the end and during the culture at 60°C (F2) Thermococcus-related 

phylotype were affiliated to the group of T. hydrothermalis indicating a decrease of the 
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diversity of “Thermococcales”. The second enrichment culture was performed at 60°C in the 

absence of elemental sulphur. When grown in the absence of sulphur, Thermococcus 

species are known to produce hydrogen as an end metabolic product. In addition, hydrogen 

was present in the gas phase (20% hydrogen). Despite those a priori unfavourable 

conditions, Thermococcus species grew. We can hypothesise that not only the cultivation of 

Geoglobus species but also Deferribacter species that use hydrogen as electron donor to 

grow autotrophically, allowed the growth of Thermoccocus species by lowering the hydrogen 

concentration in the medium.  

 Decreasing the temperature to 60°C in the second e nrichment culture (F2) allowed 

the growth of thermophilic Bacteria. One species closely related to Deferribacter abyssi was 

detected, this species is a chemolithoautotrophic thermophilic bacteria and can grow using 

hydrogen, formate, propionate as electron donors and elemental sulphur, nitrate or Fe(III) as 

electron acceptors (Miroshnichenko et al., 2003b). Also species closely related to the 

hydrothermal species Vulcanithermus mediatlanticus was detected; this species is a 

thermophilic chemoorganotrophic bacteria that use oxygen or nitrate (in anaerobic 

conditions) as electron acceptor (Miroshnichenko et al., 2003d). Again the growth of both 

chemolithotrophic or mixotrophic and chemoorganotrophic species was made possible by the 

way of metabolic interactions.  

 With the exception of Thermococcus species, all the species detected in the 

enrichment culture were absent in the molecular inventory of the diversity perfomed with the 

chimney sample. This demonstrates that both cultural and molecular approaches are 

complementary to assess the microbial diversity in hydrothermal chimneys. The use of low 

organic matter concentrations allowed the growth of the same chemoorganotrophic species 

as those obtained in high organic substrates conditions but also allowed the enrichment of a 

greater metabolic diversity of organisms (Postec et al., 2005b; Postec et al., 2007). 

 

Metabolic (or phenotypic) diversity within already known species and cultivable species 

but not isolable species. 

 
Based on the molecular data that identified sequences related to cultured microorganisms 

formerly described, several medium were designed for the sub-cultivation in vials and the 

isolation of the detected strains. As previously described (Postec et al., 2007), media 

referenced as DS and DN were tested and allowed the cultivation and isolation of the 

Deferribacter strain. This species is closely related to D. abyssi and able to grow on acetate 

as carbon source and nitrate as electron acceptor. Several attempts to cultivate the strain of 

Vulcanithermus sp., including the use of the enrichment medium in aerobic conditions or 
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anaerobic conditions in presence of nitrate and the use of V. mediatlanticus type strain 

isolation medium (Miroshnichenko et al., 2003d) remained unsuccessful. 

Also attempts to obtain Geoglobus species using G. ahangari medium (Kashefi et al., 2002) 

remained unsuccessful when enrichment culture samples were used as inoculum. 

Nevertheless positive culture were obtained on G. ahangari medium (Kashefi et al., 2002) 

using pyruvate as electron donor and poorly crystalline Fe(III) oxide as electron acceptor with 

the chimney sample as inoculum. Sequencing of the 16S rRNA genes retrieved from the 

isolated species assigned it as a Thermococcus sp. The difficulty in obtaining detected 

species in pure culture could be explained by the existence of metabolic diversity within 

known groups. 

For example, while most Thermococcus species are known to be sulphur-dependant, 

hydrogen sensitive and chemoorganotrophs, Sokolova and coll described one species of 

Thermococcus able to grow lithotrophically by oxidizing carbon monoxide (Sokolova et al., 

2004). In our study we have shown the growth of Thermococcus species in the absence of 

sulphur and the presence of hydrogen, and also the growth of Thermococcus species using 

pyruvate as carbon source, and iron oxide as electron acceptor. These observations suggest 

the presence of a greater metabolic diversity than commonly admitted within the 

Thermococcus genus, with species using a wide range of electron donors and acceptors.  

These species may have adapted their metabolism to the chemical variations of their 

environment. This might explain why Thermococcus species are present in all hydrothermal 

vents samples (according to both cultivation approaches and molecular survey). Their ability 

to grow quickly (Postec et al., 2005a), to thrive with instable conditions such as temperature 

changes (Postec et al., 2005b; Postec et al., 2007), availability of organic matter and in 

addition their persistence in cold oxygenated water (Huber et al., 1990a)) make them good 

candidates for early colonization of hot areas of new vent sites. Difficulties in isolating 

detected microorganisms might be due to their inability in growing as a pure culture. 

 

Conclusion: 

This enrichment culture in the bioreactor (in vitro) represents an fraction of the diversity of the 

hyperthermophilic and thermophilic microorganisms inhabiting the TAG chimney. The effect 

of environmental changes i.e. temperature and medium composition was shown to affect the 

microbial community in culture, as this could happen in their environment. 

The availability of such a cultivation system to point out the co-existence of species using 

various electron donor and acceptor, carbon sources is a promising path to study the 

diversity of microorganisms. It offers the possibility to copy the variations of their environment 

and show how in hydrothermal chimneys microbial population follows one another. This was 

hypothesized by our precedent work (Postec et al., 2007) and confirmed in this study. The 
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modification of culture conditions, such as temperature, organic matter concentration, 

electron donors and acceptors availability allowed to enrich different population of 

prokaryotes inhabiting hydrothermal chimneys. 

Again the cultivation of microbial community instead of pure culture appears to be the unique 

manner to get into the structure of active microbial communities, to study how micro-

organisms interact in their environment and to discover the physiology and metabolic 

properties of micro-organisms. 
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Figure 1: The black smoker EXO15E1 recovered by the arm “Maestro” of the Remotely 

Operated Vehicle (ROV) Victor 6000. Presence of shrimps swarm around the chimney. 
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Figure 2: Phylogenetic analysis of archaeal 16S rDNA sequences obtained in the diverse 

study AEXO15 (chimney sample), F1 and F2 (enrichment sample) and determined by 

neighbor-joining analysis. The numbers at the nodes are the bootstrap values (as 

percentage). Bootstraps above 50% are displayed. For the analysis 824 sites were used with 

500 bootstrap replicates. Scale bar indicates the expected number of changes per sequence 

position. 
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Figure 3: Phylogenetic analysis of bacterial 16S rDNA sequences obtained in the diverse 

study: BEXO15 (chimney sample), F1 and F2 (enrichment sample) and determined by 

neighbor-joining analysis. The numbers at the nodes are the bootstrap values (as 

percentage). Bootstraps above 50% are displayed. For the analysis 991 sites were used with 

500 bootstrap replicates. Scale bar indicates the expected number of changes per sequence 

position. 
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Figure 4: Cell densities of culture samples collected from T6 to T20 from the bioreactor. Cell 

densities are expressed in cell.ml-1. The time period is expressed in hours, F1T6, F1T8, 

F1T10, F1T14, F1T18 and F1T20 correspond to the sampling date. F1 is for “first 

fermentation”, T6, T8, T10, T14, T18, T20 correspond to 6, 8, 10, 14, 18, and 20 days after 

the beginning of the culture. 
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Figure 5: Epifluorescence pictures of two samples F1T14 (a) and F1T18 (b) prepared for 

virus detection.  
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Figure 6: Total cell densities of the bioreactor culture F2 from T0 to T14 expressed in 

cells.ml-1. Archaea and Bacteria ratio are expressed in percentages of total cells determined 

by q-PCR. 
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Table 1: Distribution and phylogenetic affiliations of archaeal and bacterial 16S rDNA 

sequences retrieved from the two enrichment culture (F1 and F2) 

 

 
Culture 
sample 

Phylogenetic 
affiliation 

Number of 
clones 

Closest match organism Identity 
% 

 

Enrichment culture F1 
T6 

 
Archeoglobales 7 AF220165 Geoglobus ahangari strain 

234 
 

97  

 Thermococcales 14 
2 

AB107767 Thermococcus coalescens 
AY099185 Thermococcus siculi  
 

99 
98 

 

 Desulfurococcales 2 AB008745 Aeropyrum pernix K1 96  
      

T14 Archeoglobales 6 AF220165 Geoglobus ahangari strain 
234 
 

97  

 Thermococcales 13 AY099185 Thermococcus 
hydrothermalis 

99  

      
T20 

 
Archeoglobales 2 AF220165 Geoglobus ahangari strain 

234  
 

97  

 Thermococcales 11 AY099185 Thermococcus siculi  99  
      

Enrichment culture F2 
T5 

 
Archeoglobales 26 AF220165 Geoglobus ahangari strain 

234 
 

97  

 Thermococcales 7 AY099163 Thermococcus 
hydrothermalis 
 

99  

 Thermales 43 AJ507298 Vulcanithermus 
medioatlanticus  
 

96  

 Deferribacterales 57 AJ515882 Deferribacter abyssi 
 

99  

      
T14 

 
Archeoglobales 80 AF220165 Geoglobus ahangari strain 

234 
 

97  

 Thermococcales 30 AY099163 Thermococcus 
hydrothermalis 

99  

 Thermales 88 AJ507298 Vulcanithermus 
medioatlanticus  
 

96  

 Deferribacterales 12 AJ515882 Deferribacter sp.  
 

99  
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3. Résultats complémentaires : sous-cultures et isolements 
 

L’étude moléculaire de la diversité des micro-organismes cultivés dans le bioréacteur a 

permis de mettre en évidence la présence d’espèces affiliées aux genres : Deferribacter, 

Vulcanithermus, Aeropyrum, Geoglobus et Thermococcus. Afin d’enrichir et d’isoler ces 

micro-organismes des sous cultures en flacons ont été réalisées.  

Le choix des milieux utilisés pour ces enrichissements et isolements se base sur les 

caractéristiques du milieu utilisé lors des cultures en continu (F1 et F2), ainsi que les 

caractéristiques des milieux utilisés lors de la description de ces espèces dans la littérature. 

 

3.1. Enrichissement de la souche affiliée aux Thermococcus. 

 
Ces souches sont actuellement en cours d’enrichissement et d’isolement. Les premiers essais 

sont effectués en batch en utilisant les conditions de la culture F1. 

 
3.2. Enrichissement et isolement de la souche affiliée à Deferribacter. Sp. 

 

Le tableau 9 ci-dessous résume les différents milieux et conditions testés ainsi que les 

résultats obtenus lors de l’enrichissement et l’isolement de Deferribacter. sp. 

 Dans un premier temps, les essais d’enrichissement ont été effectués à partir de 

l’échantillon F2T5 issu de la culture en bioréacteur (F2). La base minérale du milieu SME a 

été utilisée en y ajoutant de l’acétate, de l’ammonium, de la levure, des nitrates (milieu DN) 

ou du soufre (milieu DS) (Postec et al., 2007) sous H2/CO2 (80/20). La croissance des micro-

organismes n’a pas été observée. Par la suite, les conditions de culture utilisées pour la 

caractérisation de la souche phylogénétiquement proche : Deferribacter abyssi 

(Miroshnichenko et al., 2003b) ont été utilisées avec de la même façon, un milieu avec 

nitrates et le second avec soufre. Plusieurs échantillons issus de la culture en bioréacteur ont 

servi d’inoculum ainsi que l’échantillon brut EXO15E1. Les différentes tentatives ont permis 

d’obtenir des cellules en cultures, des coques et des bâtonnets en mélange dans le milieu 

contenant du soufre et des bâtonnets uniquement dans le milieu contenant des nitrates. Après 

isolement par dilution en séries sur milieu nitrate à partir de l’échantillon F2T7, l’ADN a été 

extrait et le gène codant pour l’ARNr16S bactérien a été amplifié. L’analyse de la séquence 

obtenue a montré que la souche isolée appartenait à l’espèce Deferribacter abyssi (99% de 

similarité du 16S) qui est une bactérie thermophile, chimiolithoautotrophe, anaérobie isolée 

d’un site hydrothermal de la ride Médio-Atlantique (Miroshnichenko et al., 2003b). Comme la 
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souche décrite, la souche isolée est capable de pousser sur un milieu contenant de l’acétate 

comme donneur d’électrons, du soufre ou des nitrates comme accepteurs d’électrons. 

La souche isolée a été ajoutée dans la collection Ifremer sous le numéro EXO1326.  
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Tableau 9: Synthèse des essais d’isolement effectués pour la souche affiliée à Deferribacter, caractéristiques des milieux testés et résultats obtenus 

Essai Echantillon 

inoculé 

Composition du milieu Température Phase gazeuse Résultats obtenus 

1 F2T5 inoculé à 

10% 

Base minérale du SME + 

Acétate 0,16 g.l-1 

NH4Cl 0,3 g.l-1 

Levure 0,1 0,3 g.l-1 

Pipes 6,05 g.l-1 

60 °C H2/CO2 (80/20) à 2 bars 

  DS : 

5 g.l-1 de soufre 

colloidal 

 

DN : 

2 g.l-1 de NaNO3 

  

 

Quelques batonnets 

mais pas de 

croissance après 

plusieurs jours 

d’incubation dans 

les deux milieux 

testés. 

2     +S0 +NaNO3 

 F2T5 coques - 

 F2T7 Coques + 

bacilles 

bacilles 

 F2T10 - - 

 F2T14 - - 

 EXO15 

Milieu utilisé pour la description de 

de Deferribacter abyssi 

(Miroshnichenko et al., 2003b) 

avec 

5 g.l-1 de soufre 

ou 

2 g.l-1 de NaNO3 

60°C sous 

agitation 

H2CO2 (80/20) à 2 bars 

- Qq 

cellules 
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3.3. Enrichissement et isolement de la souche affiliée à Vulcanithermus sp 

 

Le tableau 10 ci-dessous résume les différents milieux et conditions testés ainsi que les 

résultats obtenus.  

Les souches les plus proches phylogénétiquement Vulcanithermus medioatlanticus 

(Miroshnichenko et al., 2003d) et Oceanothermus profundus (Miroshnichenko et al., 2003c) 

sont microaérophiles, chimiolithoautotrophes et utilisent l’oxygène et les nitrates comme 

accepteurs d’électrons. Les premiers essais d’enrichissement ont été effectués en conservant 

comme base du milieu de culture, le base minérale SME en y ajoutant du saccharose, de la 

tryptone, de la levure et en tamponnant le milieu avec du Pipes (Tableau 10) et ce d’après 

données bibliographiques (Miroshnichenko et al., 2003d). Les cultures ont été effectuées (i) 

en anaérobiose (N2/H2 (90/10)) en présence de nitrates comme accepteur d’électrons et (ii) en 

aérobiose (N2/O2 (75/25)). Des cellules en forme de bâtonnet ont été observées mais les 

cultures ne sont pas reparties après repiquage.  

Par la suite, les milieux EM et GM utilisés respectivement pour l’enrichissement et la 

description physiologique de la souche Vulcanithermus medioatlanticus ont été testés 

(Miroshnichenko et al., 2003d). Dans les deux cas, plusieurs échantillons issus de la culture 

en bioréacteur ont servi d’inoculum et les incubations ont eu lieu avec et sans agitation. Des 

bâtonnets ont été observés mais les repiquages n’ont pas permis de croissance de la souche. 
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Tableau 10: Synthèse des essais d’isolement effectués pour la souche affiliée à Vulcanithermus, caractéristiques des milieux testés et résultats obtenus 

Essai Echantillon 

inoculé 

Composition du milieu Température Phase gazeuse Résultats obtenus 

N2/H2 (90/10) 

anaérobie  

 

 

Bacilles nombreux 1 F2T5 

F2T7 

F2T10 

F2T14 

 inoculé à 10% 

Base minérale du SME ((Raven et al., 1992) 

Sucrose 2 g.l-1 

Tryptone 1 g.l-1 

Levure 0,5 g.l-1 

Pipes 6,05 g.l-1 

(+ NaNO3 3 g.l-1 en condition anaérobie) 

60 °C 

Sous agitation 100 

rpm 

N2/O2 (75/25) Quelques bacilles 

Pas de croissance suffisante des cellules pour effectuer un repiquage 

2 F2T5,F2T7,F2T10 

F2T14 

 EXO15 

Milieu EM utilisé pour la description de 

de Vulcanithermus medioatlanticus  

(Miroshnichenko et al., 2003d) 

60°C sous 

agitation 

N2/O2 (75/25) Présence de bacilles jusqu’à 

3 jours après 

l’ensemencement pour 

F2T10  

 Pas de croissance après repiquage 

3 F2T5, F2T7, 

F2T10 

F2T14 

Milieu GM utilisé pour la description de 

de Vulcanithermus medioatlanticus  

(Miroshnichenko et al., 2003d) 

65°C sans 

agitation 

N2/H2 (90/10) 

anaérobie 

Présence de bacilles 

quelques jours après 

l’ensemencement de F2T10 

Pas de croissance après repiquage 
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3.4. Enrichissement et isolement de la souche affiliée à Aeropyrum. sp 

 

Une séquence affiliée au genre Aeropyrum a été mis en évidence dans un échantillon prélevé 

en tout début de la culture en bioréacteur F1T6. Les espèces du genre Aeropyrum sont des 

hyperthermophiles, aérobies strictes (Sako et al., 1996; Nakagawa et al., 2004a). Les essais 

d’enrichissement ont été effectués en utilisant la base minérale du milieu SME (Raven et al., 

1992) additionné de 1 g/l de levure, 2 g/l de peptone et 6,05 g/l de PIPES. Les incubations ont 

été effectuées à 85 °C en présence d’oxygène et sous agitation. L’échantillon F1T6 a servi 

d’inoculum et a été utilisé à 1%. Après 24h d’incubation, quelques cellules ont été observées, 

un repiquage a été effectué mais aucune croissance de cellules n’a été observée. Un deuxième 

essai a été effectué en utilisant le milieu Marine Broth (Marine2216, BD Difco n°279110) 

supplémenté par 1 g.l-1 de thiosulfate (Sako et al., 1996). Après 42h d’incubation à 85°C sous 

agitation quelques coques « déformées » ont été observées. Un repiquage a été effectué mais 

aucune croissance significative n’a été observée. 

 

3.5. Enrichissement et isolement de la souche affiliée à Geoglobus ahangari 

 

Une Archaea hyperthermophile appartenant à l’ordre des Archeoglobales était présente dans 

les cultures d’enrichissement en bioréacteur. Phylogénétiquement, la souche détectée est 

proche de l’espèce Geoglobus ahangari décrite par Kashefi et al (Kashefi et al., 2002). Cette 

espèce oxyde l’hydrogène H2 et réduit le Fer (III) et seulement sous forme de « Poorly 

critalline iron oxide », elle n’utilise pas ou très peu le citrate de fer par exemple ; en condition 

anaérobie. Elle est capable de se développer avec du CO2/H2 et du Fer (III) mais est aussi 

capable d’oxyder de nombreux composés organiques tels que la peptone, les acides 

organiques simples et des acides gras à longues chaines (tels que le stéarate). Afin d’enrichir 

cette souche il était au préalable important de maitriser la préparation de la solution de Fer 

(III) (poorly cristaline iron oxide) essentielle à l’élaboration du milieu de culture. Les essais 

d’enrichissement de cette souche ont été réalisés aux Etats unis (Department of microbiology 

at UMass, Amherst) par une étudiante de M1. Les cultures ont été réalisées à partir de deux 

échantillons de la culture d’enrichissement en fermenteur ainsi qu’à partir de l’échantillon 

brut de cheminée hydrothermale (EXO15E1). 

Un milieu contenant du pyruvate et du fer ferrique Fe (III) sous H2/CO2 a été réalisé. Ce 

milieu, décrit lors des travaux de Kashefi et Lovley en 2002 pour la caractérisation de 

l’ Archaeoglobale Geoglobus ahangari, a permis l’enrichissement et l’isolement d’organismes 
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ferroreducteurs à 85°C à partir de l’échantillon de cheminée EXO15E1 (Kashefi et al., 2002). 

Il n’y a pas eu d’enrichissement à partir des échantillons de la culture en bioréacteur. Après 

purification par dilution en séries, l’isolat obtenu a été cultivé sur un milieu contenant de la 

tryptone (afin d’obtenir une densité cellulaire plus importante qu’avec un milieu contenant du 

pyruvate). Après l’amplification par PCR du gène codant pour l’ADNr16S puis séquençage, 

l’isolat issu de l’échantillon EXO15E1 s’est avéré être phylogénétiquement affilié au genre 

Thermococcus (Le Roy, 2008). De nouveaux essais d’enrichissement ont donc été réalisés au 

laboratoire en France à partir d’autres échantillons issus de la culture en bioréacteur ainsi que 

sur l’échantillon brut EXO15E1, des enrichissements positifs obtenus à partir de l’échantillon 

brut ont permis d’isoler une autre souche affiliée au genre Thermococcus (Figure 26). 

Les séquences partielles du gène codant pour l’ARNr16S des souches isolées aux USA 

(EXO15FeUS) et en France (EXO15FeFr) sont respectivement proches de celles des espèces 

Thermococcus barophilus et Thermococcus barossii (Figure 26) qui sont des espèces 

hyperthermophiles, anaérobies strictes, chimioorganohétérotrophes dont la croissance est 

inhibée en présence d’une phase gazeuse composée de H2. L’utilisation du Fer (III) par la 

souche isolée en France n’a pas été montrée.  

 L’ordre des Thermococcales est constitué de trois genres : Thermococcus, Pyrococcus 

et Paleococcus (Takai et al., 2000). Les Thermococcales sont très répandues au sein de 

l’écosystème hydrothermal. Elles sont strictement anaérobies, la plupart sont chimio-

organotrophes, et capables d’utiliser des substrats organiques complexes, des sucres, des 

acides organiques et des acides aminés comme donneurs d’électrons et source de carbone en 

présence de soufre élémentaire. Leur croissance est inhibée par du dihydrogène dans la phase 

gazeuse. Les espèces appartenant au genre Thermococcus sont phylogénétiquement proches 

mais peuvent présenter des caractéristiques métaboliques différentes. Certaines ont été 

décrites comme capables d’utiliser de l’acétate ou du pyruvate telles que Thermococcus 

hydrothermalis (Godfroy et al., 1997), Thermococcus fumicolans (Godfroy et al., 1999) mais 

aussi Thermococcus barophilus (Marteinsson et al., 1999). Une espèce autotrophe réduit le 

CO (Sokolova et al., 2004). La capacité de reduire le fer ferrique (Vargas et al., 1998; 

Slobodkin et al., 2001) a été montrée chez plusieurs espèces. Cependant, il n’existe 

actuellement aucune référence bibliographique décrivant une espèce du genre Thermococcus, 

capable de réduire le Fe (III) en présence de pyruvate, sous H2-CO2.comme Geoglobus 

ahangari. Ces observations montrent l’existence de capacités métaboliques plus diverses que 

celles initialement considérées et comme étant les caractéristiques des Thermococcales. La 

caractérisation de ces souches originales est actuellement en cours. 
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Figure 26: Arbre phylogénétique représentant la position des séquences obtenues à partir de l’échantillon 
EXO15E1 après les enrichissements et les isolements effectués aux USA EXO15FeUS et en France 
EXO15FeFR. L’analyse a été réalisée en utilisant la méthode du Neighbor Joining et la correction de 
Jukes and Cantor. 

 

Lors de ces essais nous avons été confrontés à la difficulté d’obtenir des souches en culture. A 

l’exception de Deferribacter sp, les autres n’ont pu être isolées en culture pure.  

Les conditions d’enrichissement en fiole n’étaient-elles pas optimales pour ces souches? Ces 

souches possèdent-elles des caractéristiques métaboliques et physiologiques très différentes 

de celles des espèces décrites les plus proches? Dans ce cas des modifications apportées au 
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milieu et aux conditions de culture (température, nature des donneurs et accepteurs 

d’électrons…) pourraient permettre l’enrichissement et l’isolement des souches cultivées dans 

le bioréacteur. Les difficultés rencontrées pour isoler les différentes espèces peuvent être dues 

à une mauvaise conservation des échantillons et à leurs utilisations tardives. Des problèmes de 

conservation avaient précédemment été rencontrés lors des travaux de thèse d’Anne Postec où 

les échantillons étaient conservés dans du DMSO à -80°C (Postec, 2005).  

 

4. Résultats complémentaires : Etude de la dynamique de la 

communauté par SSCP 

 
La technique de SSCP permet d’obtenir une empreinte moléculaire des écosystèmes 

microbiens qui permet de caractériser la diversité d’une communauté microbienne et d’en 

suivre la dynamique. Dans cette étude nous avons étudié la dynamique des communautés 

archéennes et bactériennes des cultures d’enrichissement F1 et F2 respectivement. Pour cela 

nous avons utilisé les clones obtenus après l’analyse de diversité effectuée sur les échantillons 

de culture. Ces clones ont servi de témoins et ont permis d’attribuer un pic dans un profil à un 

micro-organisme.  

 

4.1. Dynamique de la communauté archéenne et bactérienne lors des cultures 

d’enrichissement F1 et F2. 

 

Les données moléculaires ont mis en évidence deux groupes d’Archaea dans la culture F1: 

des Thermococcales et des Archaeoglobales et deux groupes de Bacteria dans la culture F2 : 

des Deferribacterales et des Thermales. Des clones affiliés aux genres Thermococcus sp, 

Geoglobus sp, Deferribacter sp et Vulcanithermus sp ont été utilisés comme témoins. Les 

figures 27 et 28 montrent l’évolution des profils obtenus pour les populations archéenne et 

bactérienne. 
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Figure 27: Profils CE-SSCP de la communauté archéenne présente dans la culture d’enrichissement F1 
pour les prélèvements F1T12, F1T18 et F1T20. Les témoins Thermococcus sp et Geoglobus sp sont 
représentés par les profils 1 et 2.  

 
 
Les résultats obtenus montrent une population d’Archeoglobales qui varie peu au cours du 

temps, avec une augmentation de l’aire des pics corrélée à l’augmentaion de densité cellulaire 

dans le fermenteur. On remarque cependant une diminution importante et brutale (en 48h) de 

la population de Thermococcales. Une chute de la densité cellulaire avait été notée dans la 

culture d’enrichissement, cependant ces données de « dynamique » permettent d’émettre une 

hypothèse sur la cause de cette diminution. Après avoir controlé tous les paramètres de 

culture pouvant expliquer une telle diminution, nous avons émis l’hypothèse de la présence de 

particules virales dans le fermenteur. Les résultats préliminaires obtenus montrent en effet la 

présence de ces particules (cf Figure 4 de l’article) mais ne permettent en aucun cas de leur 

établir un rôle dans la communauté. Des études récentes ont montré la présence de 

B’ 

B A 

F1T12 : Présence des deux pics sur le 
profil, avec une dominance nette de la 
population d’Archaeoglobales. 

F1T18 : La population de 
Thermococcales augmente avec le 
temps de culture. 

F1T20 : Diminution brutale de La 
population de Thermococcales. 

1 

2 
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populations virales associées aux Thermococcales (Geslin et al., 2003) mais aucune donnée 

bibliographique n’a décrit un état lytique pour ces virus. Un seul virus d’Archaea, isolé d’un 

environnement chaud et acide est connu pour engendrer la lyse de ces cellules hotes (Haring 

et al., 2005).  
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A’ B’

B’
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A’ B’

B’

 

 

Figure 28: Profils CE-SSCP de la communauté bactérienne présente dans la culture d’enrichissement F1 
pour les prélèvements F2T5, F2T8 et F2T11. Les témoins Deferribacter sp et Vulcanithermus sp sont 
représentés par les profils 3 et 4.  

 
La dynamique des populations bactériennes a peu évolué avec le temps. Les profils obtenus 

confirment la présence des deux groupes de Bactéries tout au long de la culture 

d’enrichissement F2, avec peu ou pas de variations au niveau de l’aire des pics obtenus. 

Cependant, sur les profils F2T5 et F2T8, un troisième pic (flèche bleue sur la figure 28) est 

obtenu, il n’est présent sur aucun des profils témoins. Ce pic représente t-il la séquence d’un 

3 

4 
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troisième groupe de bactéries non détectées lors de l’étude de diversité ? Des études 

complémentaires seraient nécessaires afin d’assigner ce pic à une séquence et donc à une 

espèce de micro-organismes. S’il s’agit d’une troisième espèce bactérienne présente dans le 

fermenteur, cette technique montre alors son intérêt dans l’étude de diversité en plus de ses 

apports sur la dynamique des populations présentes dans un échantillon. 
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Etude 2 : Le fluide hydrothermal utilisé comme base du 

milieu de culture dans une culture d’enrichissement en 

bioréacteur 

 

L’utilisation de milieux de culture innovants se rapprochant au mieux des conditions in situ 

est une approche possible pour accéder aux communautés microbiennes d’un écosystème. 

L’utilisation du mélange fluide hydrothermal / eau de mer comme base de milieu de culture 

nous est apparue comme une approche intéressante pour accéder aux communautés 

microbiennes des sources hydrothermales. Lors de la campagne océanographique 

MOMARETO 2006 sur la Ride Medio Atlantique, une culture d’enrichissement a été 

effectuée dans un mini-fermenteur Baby gas-lift (Figure 27) à partir d’un échantillon de 

cheminée hydrothermale sur un milieu de culture élaboré à partir d’un mélange fluide / eau de 

mer. 

 

 

Figure 29: (A) Prélèvement du fluide par Pepito sur la cheminée MO3E1 sur le site Lucky Srike. (B) 
Bioréacteur « Baby gas-lift » à bord du Pourquoi pas ? lors de la mission Momareto 2006. 

 

Un édifice hydrothermal actif « MO3E1 » a été prélevé sur le site Lucky Strike et a servi 

d’inoculum pour une culture d’enrichissement dans le bioréacteur Baby gas-lift. La 

température d’incubation a été fixée à 65°C, le pH à 6,5, le milieu est balayé par de N2 à 200 

ml/h et le taux de dilution du milieu est de 0,04 h-1.  

Le milieu de culture utilisé correspond au mélange eau de mer / fluide hydrothermal prélevé 

(température au point de prélèvement 150°C) sur cette même cheminée, filtré et enrichi par 
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une solution de matière organique (cf matériel et méthodes). Des observations et des 

prélèvements ont été réalisés quotidiennement. Les observations microscopiques ont mis en 

évidence des coques isolées et parfois regroupées en amas. La croissance des micro-

organismes n’est devenue significative qu’après réduction du milieu par l’ajout de 0.5 g/L 

d’HCl Cysteine à 100h de culture (Figure 28). 

 

 

Figure 30: Evolution de la densité cellulaire au cours du temps lors de la culture F3 dans le « Baby » gas-
lift 

 

1. Diversité microbienne obtenue pour l’échantillon de cheminée 
MO3E1  
 
Sur 101 clones séquencés, 33 clones sont affiliés à l’ordre des Archaeoglobales avec des 

séquences (AMO3E1.14) proches à 96% d’Archaeoglobus veneficus et d’Archaeoglobus 

lithotrophicus et 68 clones sont affiliés à l’ordre des Thermococcales avec des séquences 

proches à 98% (AMO3E1.3, AMO3E1.8, AMO3E1.27) d’une séquence de Thermococcus 

MZ10 provenant de la biosphère de sub-surface (Summit and Baross, 2001) et 12 proches de 

Thermococcus barossii (AMO3E1.05). Figure 31 

L’amplification des gènes codant pour l’ARNr 16S bactérien n’a pu être obtenue malgré 

plusieurs essais en utilisant différents couples d’amorces. Ceci peut être expliqué par (i) une 
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densité bactérienne faible dans la cheminée, (ii) une absence d’ADN bactérien dans l’ADN 

extrait. 

 

2. Analyse de la diversité des micro-organismes dans la culture 
d’enrichissement F3 
 

Deux échantillons, prélevés 6 et 20 jours après le début de la culture, ont été utilisés pour 

l’analyse de diversité. Seul le gène codant pour de l’ARNr16S archéen a été amplifié. Aucune 

amplification du gène codant pour l’ARNr16S bactérien n’a pu être obtenue. Pour les deux 

prélèvements la totalité des clones (F3T20.12) séquencés (48 par prelèvement) étaient affiliés 

au genre Thermococcus et plus particulièrement au clone Thermococcus MZ10 avec 99% de 

similarité.  

 

4. Enrichissement et isolement de la souche affiliée à Thermococcus  
 

Deux échantillons prélevés 20 et 27 jours après le début de la culture en bioréacteur ont été 

utilisés comme inoculum. Ces échantillons T20 et T27 ont été inoculés à 10% sur deux 

milieux différents : le milieu à base du mélange fluide hydrothermal/eau de mer (F) 

supplémenté avec 1 g.l-1 de levure, 2 g.l-1 de peptone, 6,05 g.l-1 de PIPES et 10 g.l-1 de soufre 

et le milieu SMEY(1)P(2) (Postec et al., 2005a). Après incubation une nuit à 85°C les quatre 

cultures positives ont permis d’effectuer des repiquages et des séries de dilution en vue de 

l’isolement. Deux séries de dilution en milieu liquide ont été effectuées pour chacun des 

échantillons puis un isolement sur boites suivi d’une série de dilution et d’un nouvel 

étalement sur boites. Les quatre souches isolées ont intégré la collection Ifremer sous les 

numéros : MO1327, MO1328, MO1329 et MO1330. 

L’ADN a été extrait pour chacune des souches puis le gène codant pour l’ARNr16S a été 

amplifié et séquencé. 

Les quatre souches sont identiques et proches phylogénétiquement de Thermococcus siculi 

mais cependant les séquences ne sont pas dans le même groupe que les séquences détectées 

dans le bioréacteur et les séquences de Thermococcales obtenues à partir de l’étude de 

diversité de l’échantillon brut. Ainsi les conditions d’enrichissement et d’isolement utilisées 

(forte concentration en matière organique, et température de 85°C, présence de soufre 

colloidal S0) proches des conditions optimales de la plupart des Thermococcales décrites 

n’ont pas permis d’isoler les espèces présentes dans le bioréacteur, malgré l’utilisation du 
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mélange fluide hydrothermal / eau de mer. L’espèce cultivée dans le bioréacteur à 60°C, sans 

S0 et avec une concentration en matière organique faible (0,3 g/l) pourrait présenter des 

caractéristiques différentes de celles de la plupart des Thermococcales. Leur isolement en 

utilisant des conditions similaires (concentration en matière organique et température) à celles 

de la culture en bioréacteur est en cours. 
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Figure 31: Arbre phylogénétique représentant la position des séquences archéennes de l’échantillon brut 
MO3E1, et des isolats T20F et T27F isolés sur le milieu avec le mélange fluide hydrothermal/eau de mer, 
des isolats T20S et T27S isolés sur milieu SME obtenus à partir des échantillons issus de la culture en 
bioréacteur et de la séquence obtenue à partir des échantillons prélevés lors de la culture d’enrichissement 
(F3T20.12). L’analyse a été réalisée en utilisant la méthode du Neighbor Joining et la correction de Jukes 
and Cantor. 
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Lors de cette culture d’enrichissement le mélange fluide hydrothermal / eau de mer prélevé in 

situ, a été utilisé comme base du milieu de culture et enrichi en matière organique. Nous 

avions émis l’hypothèse que l’utilisation d’un milieu de culture issu directement de 

l’environnement pourrait favoriser la croissance de micro-organismes incultivés jusqu’alors 

sur les milieux classiquement utilisés.  

Les résultats obtenus n’ont pas permis de mettre en évidence de nouveaux micro-organismes 

en culture. Néanmoins cet essai a montré que des cultures d’enrichissement en bioréacteur 

sont possibles à bord, qu’il est également possible de les effectuer sur le long terme. De plus, 

malgré des conditions de culture éloignées des conditions optimales de culture des 

Thermococcales, elles sont de nouveau mises en évidence dans cette culture d’enrichissement. 

Il serait intéressant d’utiliser des bioréacteurs pressurisés, de miniaturiser le système de 

culture afin de mettre en œuvre des cultures d’enrichissement simultanées à partir d’un seul 

échantillon de départ et dans des conditions de cultures différentes (variations des conditions 

de température, pH, mélange gazeux, concentration en matière organique, donneurs et 

accepteurs d’électrons etc…). 

 

 Le bioréacteur gas lift s’avère donc être un outil prometteur pour l’étude de 

communautés microbiennes cultivables, correspondant à une fraction de la communauté 

naturelle en fonction des conditions de culture expérimentales appliquées. Dans nos cas, 

l’utilisation de faibles voire très faibles concentrations en nutriments, d’un balayage gazeux 

constitués de gaz présents en milieu hydrothermal, du fluide hydrothermal comme base du 

milieu de culture représentent un pas important vers des conditions de culture de plus en plus 

proches des conditions in situ.  
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Les sources hydrothermales marines profondes sont des écosystèmes où règnent 

conjointement des conditions de température, de pH, de pression hydrostatique, de 

concentrations en métaux lourds et de radiations ionisantes les plus extrêmes. Les gradients 

thermiques et géochimiques abrupts qui résultent du mélange entre les fluides hydrothermaux 

surchauffés et l’eau de mer ambiante définissent une multitude de micro-niches propices au 

développement de communautés microbiennes très diversifiées. Ainsi des micro-organismes 

psychrophiles, mésophiles, thermophiles et hyperthermophiles prospèrent dans cet 

écosystème en utilisant les abondantes sources organiques et inorganiques d’énergie et de 

carbone disponibles. Ces micro-organismes sont présents sous forme libre, forment des tapis 

ou des biofilms sur les sédiments, les surfaces ou les animaux. D’autres sont des symbiontes 

obligatoires associés aux invertébrés. Au cours des 20 dernières années, les microbiologistes 

ont obtenu des données conséquentes concernant la diversité et la physiologie des micro-

organismes associées à cet écosystème unique. 

De façon traditionnelle la diversité microbienne a été estimée par des approches culturales ; 

cependant recréer les conditions physico-chimiques d’un écosystème en culture est difficile et 

conduit inévitablement à une vision biaisée de sa diversité. Ceci est d’autant plus vrai en ce 

qui concerne l’écosystème hydrothermal pour lequel le développement de milieux de cultures 

appropriés et la reconstitution des conditions environnementales sont extrêmement difficiles. 

Néanmoins, les méthodes culturales restent cruciales pour accéder et comprendre la diversité 

physiologique des organismes de cet écosystème et ont conduit à l’isolement et à la 

description d’un nombre important de micro-organismes nouveaux. Les micro-organismes 

décrits présentent une étonnante diversité de métabolisme (donneur et accepteur d’électrons 

utilisés ; caractéristiques physiologiques : optimum de température, de pH, de pression, 

source de carbone). 

Les méthodes moléculaires d'écologie microbienne, ont révélé une extraordinaire diversité 

microbienne au sein de cet écosystème. Dans la plupart des cas, ces inventaires moléculaires 

basés sur l’étude de la diversité des gènes codant pour les ARNr16S (Reysenbach et al., 2000; 

Takai et al., 2001; Alain et al., 2002c; Schrenk et al., 2003; Alain et al., 2004; Nercessian et 

al., 2005a; Takai et al., 2008) et plus rarement sur l’étude de diversité de gènes fonctionnels 

(Dhillon et al., 2005; Nercessian et al., 2005b) ont révélé la présence de nombreuses lignées 

pour lesquelles il n’existe pour l’instant aucun représentant cultivé.  

Au cours de ces travaux de thèse, la diversité métabolique des micro-organismes des 

écosystèmes hydrothermaux océaniques a été étudiée en deux parties distinctes :  
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 - La présence et l’activité de bactéries impliquées dans l’oxydation anaérobie de 

l’ammonium a été recherchée par l’utilisation coordonnée de méthodes moléculaires et de 

mesures d’activité. 

 

 - La diversité microbienne d’échantillons de cheminée hydrothermale a été abordée 

grâce à l’utilisation coordonnée d’une méthode de culture innovante et de méthodes 

moléculaires. 

 

Oxydation anaérobie de l’ammonium dans l’écosystème hydrothermal : 

 

 En compilant les informations disponibles sur les espèces microbiennes décrites en 

milieu hydrothermal, on a notamment pu noter l’absence de micro-organismes effectuant 

l’oxydation anaérobie de l’ammonium à haute température. Ainsi le cycle de l’azote ne 

fonctionnerait pas à des températures supérieures à 60°C, sauf bien sur si on envisage la 

présence et l’activité de bactéries anammox. L’utilisation combinée de techniques 

moléculaires et de mesures d’activités ont conduit à mettre en évidence la présence de cette 

activité dans plusieurs compartiments microbiens de l’écosystème hydrothermal le long du 

gradient de température et de compléter nos connaissances sur le cycle de l’azote. Ainsi des 

micro-organismes anammox ont été détectés dans la partie « froide » de l’écosystème, associé 

aux invertébrés (modioles) et à des tapis microbiens et surtout dans des échantillons du pole 

« chaud » de l’écosystème. Grâce à des amorces spécifiques, une importante diversité de 

séquences a été détectée avec notamment la mise en évidence d’un nouveau clade au sein des 

bactéries anammox. La présence de ces micro-organismes a été confirmée par la détection de 

lipides laddéranes (spécifiques des Plantomycètes anammox) mais également par des mesures 

d’activité dans les édifices hydrothermaux actifs : activités mesurées à 60 et 85°C et 

comparables aux activités mesurées dans d’autres écosystèmes marins. 

Afin de compléter les résultats acquis dans cette étude, il apparaît utile de réaliser de 

nouveaux inventaires moléculaires sur des échantillons issus d’autres sites hydrothermaux 

mais surtout d’accéder à ces micro-organismes en culture. L’activité à 85°C mise en évidence 

sur l’échantillon de cheminée MOM07 (site Rainbow) ainsi que la présence d’une séquence 

de clone issue de cet échantillon dans le nouveau clade de bactéries anammox, en font un bon 

candidat pour la réalisation d’une culture d’enrichissement en bioréacteur à haute 

température. 
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Diversité et culture de communautés microbiennes d’échantillons de cheminée 

hydrothermale : 

 

La deuxième partie de cette étude, basée à la fois sur des techniques moléculaires et des 

techniques culturales avait pour objectif d’étudier la diversité microbienne et a permis 

d’identifier des populations microbiennes associées à l’échantillon de cheminée 

hydrothermale. Les résultats obtenus pour l’étude de diversité de la cheminée du site TAG ont 

montré une diversité microbienne relativement faible comparé à d’autres études (Reysenbach 

et al., 2000; Takai et al., 2001; Alain et al., 2002c; Nercessian et al., 2005a; Page et al., 2008). 

En effet la totalité des séquences archéennes détectées sont affiliées au genre Thermococcus. 

En ce qui concerne la diversité bactérienne, la majorité des séquences obtenus sont affiliées 

aux Protéobactéries et plus particulièrement à des séquences d’incultivées au sein des 

Epsilon, Alpha et Delta Protéobacteria avec notamment des séquences proches d’espèces 

impliquées dans le métabolisme du soufre. Concernant l’étude de diversité de l’échantillon de 

la cheminée du site Lucky Strike, seules des séquences archéennes ont été mises en évidence 

et affiliées à deux phylotypes : les Thermococcales et les Archaeoglobales. 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer la faible diversité archéenne mise en évidence pour 

deux édifices hydrothermaux géographiquement distincts :  

 - les techniques d’études à savoir les biais liés aux extractions d’ADN, aux 

amplifications des gènes codant pour l’ARNr16S. De récentes études ont notamment montré 

des biais liés aux amorces utilisées (Teske and Sorensen, 2007). Le «design» de nouvelles 

amorces ainsi que l’utilisation systématique de combinaison de différents «primers» devraient 

permettre une mise en évidence d’une plus grande diversité de micro-organismes au sein des 

écosystèmes.  

 - L’âge et la structure minérale de la cheminée peuvent également expliquer la faible 

diversité obtenue. Bien qu’il existe peu de données sur le suivi temporel des communautés 

microbiennes en fonction de l’âge de la cheminée et donc de la minéralogie,  deux études 

récentes (Page et al., 2008; Takai et al., 2008) soulignent la différence de composition des 

communautés microbiennes qu’elles soient associées à des cheminées «immatures» (jeunes) 

ou «matures» (plus anciennes). A des cheminées anciennes sont associées des communautés 

microbiennes plus complexes que pour des édifices hydrothermaux jeunes (Takai et al., 

2008). Dans notre cas, l’analyse par diffraction X de l’échantillon de cheminée du site TAG 

montre que celle-ci est vraisemblablement une cheminée «jeune» car constituée en grande 

majorité d’anhydrite. De la même façon, l’édifice prélevé sur le site Lucky Strike est jeune, 
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notre échantillon a été prélevé en aout 2006 (MO3E1), et cette même cheminée avait été 

prélevée un an auparavant lors de la mission Exomar. Ces édifices actifs constituent alors des 

habitats microbiens peu diverses. 

 

Cet inventaire moléculaire procure des informations sur les micro-organismes présents au 

niveau de l’édifice hydrothermal à un instant donné. Les caractérisations réalisées ne 

permettent cependant pas d’avoir accès aux propriétés phénotypiques des micro-organismes 

détectés. Dés lors, la culture des micro-organismes est indispensable pour caractériser les 

métabolismes des micro-organismes.  

 Des cultures d’enrichissement en bioréacteur ont donc été effectuées à partir de ces 

échantillons de cheminée en utilisant des conditions de culture proches de celles présentes 

dans l’environnement : milieu oligotrophe, un balayage gazeux constitué d’H2 et de CO2,  un 

milieu de culture composé du mélange fluide hydrothermal / eau de mer. De plus, l’effet des 

variations de la température, de la présence ou non de soufre colloidal ont été testées sur la 

composition des communautés microbiennes cultivées. 

Un résultat important et intéressant, obtenu lors des cultures d’enrichissement montre 

qu’exceptées les espèces affiliées au genre Thermococcus toutes les espèces cultivées dans les 

cultures d'enrichissement n'ont pas été détectées dans l'étude moléculaire de diversité des 

échantillons de cheminée, ceci confirme que les approches culturales et moléculaires sont des 

outils complémentaires pour évaluer la diversité microbienne et notamment la recherche de 

souches détectées moléculairement. 

Les séquences de micro-organismes hyperthermophiles hétérotrophes du genre 

Thermococcus, sont fortement représentées dans les échantillons de cheminée et dans les 

cultures d’enrichissement. Les Thermococcales qui sont certainement les micro-organismes 

parmi les plus cultivés venant de l’écosystème hydrothermal sont fréquemment retrouvés dans 

les inventaires moléculaires d’échantillons prélevés sur des sites hydrothermaux de la dorsale 

médio-atlantique (Postec et al., 2005a), du Bassin de Lau (Takai et al., 2008), mais aussi à 

partir de colonisateurs in situ (Reysenbach et al., 2000; Nercessian et al., 2003 ; McCliment et 

al., 2006). La plupart des micro-organismes de l’ordre des Thermococcales peuvent se 

développer dans de larges gammes de température (50 à 103°C), de pH (3 à 9), de salinité (0.8 

à 8 %) et utiliser diverses sources de carbone (Zillig and Reysenbach, 2001 ; Sokolova et al., 

2004) avec des vitesses de croissance parfois élevées (Postec et al., 2005a). Grâce à leur 

extraordinaire capacité d’adaptation, ces micro-organismes sont retrouvés dans de nombreux 

écosystèmes chauds tels que les sources hydrothermales terrestres, côtières et les biosphères 
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souterraines profondes (Takai and Horikoshi, 1999a; Roussel et al., 2008). Certains peuvent 

supporter la présence d’oxygène ou se développer en présence de fortes doses d’irradiation 

gamma ou fortes concentrations en métaux lourds (Zillig and Reysenbach, 2001; Jolivet et al., 

2003).Des enrichissements de Thermococcales à partir d’échantillons de particules récupérées 

dans des pièges au niveau de la Dorsale Medio-Atlantique ont montré la capacité de ces 

micro-organismes à être enrichis et ce même après un séjour prolongé dans une eau de mer 

froide et oxygénée (Lesongeur et al., soumis). Dans cette étude des Thermococcales ont pu 

être cultivées avec de faibles concentrations en matière organique et en présence d’H2. C’est 

un inhibiteur de la croissance pour toutes les espèces décrites. Lors des essais d’isolement de 

l’ Archaeoglobale Geoglobus ahangari détectée dans les cultures en bioréacteurs, c’est une 

Thermococcale qui a été isolée, elle est capable de réduire le Fe (III) en présence de pyruvate, 

sous H2-CO2. Toutes ces observations laissent présager l’existence au sein des 

Thermococcales de compétences physiologiques et métaboliques plus diverses que celles 

initialement considérées. Leurs diversités phénotypiques importantes, leur présence sur des 

édifices hydrothermaux jeunes, leur capacité à se maintenir dans des environnements hostiles, 

leur vitesse de croissance rapide leur confèrent un avantage écologique majeur et en font 

probablement des espèces pionnières dans la colonisation des environnements 

hydrothermaux.  

La présence du mélange gazeux H2/CO2, lors des cultures F1 et F2, a permis le 

développement en co-culture avec les Thermococcales à 85°C d’Archaea hyperthermophiles 

affiliées au genre Geoglobus. Une souche du genre Aeropyrum a également été détéctée en 

tout début de culture. Ensuite, le changement des conditions de culture (diminution de la 

température et suppression du soufre colloïdal dans le milieu), a permis d’étendre la diversité 

des micro-organismes cultivables de la cheminée étudiée, avec notamment l’apparition de 

souches bactériennes affiliées aux genres Vulcanithermus et Deferribacter.  

Il n’a cependant pas été possible d’isoler en culture pures certaines des souches détectées dans 

les cultures en bioréacteur. La culture de communautés montre là encore son importance pour 

la mise en évidence de nouvelles souches non cultivables en culture pure. Au sein des 

communautés cultivées des interactions s’établissent entre les populations microbiennes, la 

croissance d’une population, permettant le développement d’une autre (comme cela a 

certainement lieu dans leur environnement) grâce la transformation des constituants du 

milieu, par des échanges de métabolites, ou grâce à l’utilisation par une population de 

composés qui pourrait être toxiques pour d’autres. 
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L’étude de la diversité microbienne par la culture de communauté permet ainsi d’étudier 

l’influence des variations des paramètres environnementaux, de cultiver des souches non 

purifiables, de mettre en évidence des interactions entre espèces. 

 

 

En conclusion les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis d’améliorer notre 

connaissance de la diversité et de la fonction des micro-organismes des édifices 

hydrothermaux actifs : 

 

- par la mise en évidence pour la première fois, dans les édifices hydrothermaux et plus 

largement au niveau de l’écosystème hydrothermal de bactéries actives réalisant la 

réaction d’oxydation anaérobie de l’ammonium. 

- par la mise en évidence d’une probable diversité métabolique encore à découvrir au 

sein de groupes de micro-organismes connus. 

- par la confirmation que la culture de communautés microbiennes en bioréacteur est 

une approche prometteuse pour identifier les interactions entre espèces et pour accéder 

en culture à des espèces non cultivables en culture pure. 

 

Nos travaux ont également montré que les paramètres environnementaux fluctuants de 

l’écosystème hydrothermal ont une influence sur la structure des communautés microbiennes 

qui colonisent les édifices hydrothermaux actifs. Les variations temporelles et spatiales des 

conditions physico-chimiques qui prévalent dans les édifices hydrothermaux actifs, le long du 

gradient de mélange entre le fluide hydrothermal et l’eau de mer, vont conditionner la 

structure et l’activité des communautés microbiennes qu’ils hébergent. 
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Abstract 
 
Since the discovery of oceanic hydrothermal vents, microbial diversity of this extreme 
environment was studied using both cultivation and molecular approaches. In this study the 
microbial diversity of active chimney from both TAG and Lucky Strike sites (Mid Atlantic 
Ridge) was investigated using both molecular survey and continuous enrichment culture in a 
bioreactor. To reproduce as close as possible environmental conditions the cultures were 
performed in oligotrophic conditions, in the presence of hydrogen and carbondioxide in the 
gas sweeping mix or using in situ sampled fluid/sea water mix as culture medium. The effect 
of environmental changes such as temperature and the absence or presence of sulphur was 
also investigated. Archaeal and Bacterial diversity was studied in both culture and natural 
samples. Through 16SrRNA gene sequences analysis of the enrichment cultures, 
microorganisms affiliated to Archaeoglobales, Thermococcales, Desufurococcales, 
Deferribacterales and Thermales were detected depending of culture conditions. The effects 
of environmental changes (i.e. modification of culture conditions: temperature, electron 
donors and acceptors availability, medium composition) were shown to affect the microbial 
community in culture, as happens in their environment. We have also investigated the role of 
anammox in hydrothermal settings. Evidence for the occurrence of anammox in this particular 
habitat was demonstrated by concurrent surveys including the amplification of 16SrRNA 
gene sequences, ladderanes lipids analysis and measurement of a 14N-15N production in 
isotope pairing experiments at 60 and 85°C. Together these results indicated that new deeply 
branching anammox bacteria may be active in these hot habitats.  
 
Résumé 
 
Depuis la découverte des sources hydrothermales océaniques, la diversité microbienne de cet 
environnement a été étudiée en utilisant des approches culturales et moléculaires. Dans cette 
étude la diversité microbienne d’édifices hydrothermaux prelevés des sites TAG et Lucky 
Strike (Dorsale Médio-atlatique) a été étudiée par la réalisation d’inventaire moléculaires et 
de culture d’enrichissement en continu en bioréacteur. Afin de se rapprocher au mieux des 
conditions environnementales, les cultures ont été réalisées en condition et en présence 
d’hydrogène et de dioxide de carbone ou en utilisant un mélange fluide hydrothermal/eau de 
mer comme mileu de culture. L’effet de changements environnementaux tel que la 
température et la présence ou l’absence de soufre a égalemnt été testé. La diversité des 
Archaea et des Bacteria a été étudiée aussi bien dans les échantillons que dans les cultures. 
Les analyses des séquences du gène codant pour l’ARNr16S ont mis en évidence des micro-
organismes affiliées aux Archaeoglobales, Thermococcales, Desulfurococcales, 
Deferribacterales et Thermales suivant les conditions de cultures. L'effet des changements 
environnementaux, la température, les donneurs et accepteurs d'électrons conditionnent la 
composition des communautés cultivées, comme cela peut se produire dans l’environnent. 
Dans une deuxième partie de cette étude, nous avons étudié le rôle du métabolisme anammox 
dans les écosystèmes hydrothermaux. La présence et l’activité de bactéries anammox ont été 
montrées dans ces environnements par l’amplification du gène codant pour l’ARNr16S de 
micro-organismes anammox, et des mesures d’activité de production de 14N-15N à haute 
température. Ces résultats indiquent qu’un nouveau groupe de bactéries anammox pourrait 
être actif à haute température dans l’écosystème hydrothermal. 


