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Figure V-1. Vitesses d'hydrolyse aminopeptidasique par cellule microbienne et concentration en Si(OH)4
mesurées au cours d'une incubation de 8 jours d'un assemblage bactérien naturel prélevé a 200 m de profondeur
au large de Marseille en présence de détritus de 7. weissflogii. Les activités aminopeptidasiques (exprimées en
amol cell’ h™") ont été mesurées a pression atmosphérique (ATM, ) et sous pression hydrostatique (HP, H )
égal a 2, 8 et 14 MPa a Jy, J, et Jg respectivement (simulant ainsi une chute du matériel particulaire égale & 150 m
par jour).

Les activités estimées sur les échantillons incubés a pression atmosphérique sont proches de
celles mesurées par Bidle & Azam (1999, 2001). Ces auteurs estiment que la dissolution
réalisée par les bactéries génererait 40 a 73 % de silice a partir de 7. weissflogii en supposant
une vitesse de chute égale a 1 m d' (Smayda, 1970). Toutefois, cet auteur donne comme
vitesse de sédimentation une fourchette allant de 1 m d”' a4 510 m d. Les données de la
littérature sont ambigués quant a la vitesse de chute des cellules phytoplanctoniques. Par
exemple, Shanks & Trent (1980) donnent une vitesse de chute pour la neige marine variant
entre 43 et 95 m d”' (moyenne égale a 68 m d') alors que Mccave (1975) donne une vitesse de
chute de 105 m d', Kajihara (1971 in Shanks & Trent, 1980) de 185 m d”', Alldredge (1979)
de 90 m d'. La vitesse de chute que nous avons choisie (150 m d™), bien que relativement
élevée, n'est donc pas irréaliste. Cette premiere expérimentation montre que 1'augmentation de
la pression hydrostatique a une influence sur l'activité ectoenzymatique des bactéries qui
chutent le long de la colonne d'eau. On ne peut donc négliger 1'impact de ce paramétre lors de
la mesure des activités des bactéries attachées aux particules. En effet, ces activités seraient

les premiéres responsables de la dissolution de la mati¢re organique en cours de chute (Azam
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& Long, 2001; Kierboe & Jackson, 2001) et constitueraient ainsi les premiers vecteurs de
transition de la matiére organique particulaire (POM) en matieére organique dissoute (DOM).
De tels processus constituent une étape majeure dans le fonctionnement de 1'Océan global
d'une part car les apports particulaires sont la principale source de mati¢re organique pour le
domaine profond, et d'autre part, par l'importance de leurs interventions dans les cycles
d'¢léments biogenes tels que la silice et les carbonates.

Le dispositif de simulation de chute des particules mis au point pour réaliser cet essai
préliminaire suggere une stratégie originale qui devrait permettre une estimation de ces
différents flux de minéralisation et de dissolution des particules lors de leur chute a travers

I'ensemble de la colonne d'eau.

V.2 Activités aminopeptidasiques mesurées a l'aide de la LYA-

peptides

V.2.1 Introduction

Actuellement, I'activité ectoprotéolytique est classiquement quantifiée en suivant le devenir
de la MCA-Leucine. Cet analogue peptidique est compétitif des protéines et des polypeptides
(Chrost, 1991). L'hydrolyse de la liaison peptidique MCA-Leu est mesurée par
spectrofluorimétrie, en suivant 1'augmentation de fluorescence provoquée par la libération du
fluorochrome MCA lors de la rupture de la liaison peptidique MCA-Leu.

Pantoja et al. (Pantoja et al., 1997; Pantoja & Lee, 1999) ont présenté une nouvelle approche
pour étudier l'effet de la structure et de la taille du substrat analogue sur l'hydrolyse
peptidique. Cette technique est basée sur [’utilisation de polypeptides (poly-alanines ou
leucines) représentatifs des protéines naturelles, comportant un fluorochrome en position N-
terminal (LYA - Lucifer Yellow Anhydride). Elle a ét¢ mise au point sur l'eau et les
sédiments d'un marécage (Flax Pond, Long Island, NY, US). Nous avons testé les possibilités
d'application de cette technique a I'étude du domaine pélagique, car elle présentait, au moins
d'un point de vue théorique, des avantages et des perspectives enthousiasmantes :

- Pantoja & Lee (1999) ont démontré que les peptides contenant plus de 2 acides aminés
sont hydrolysés de 10 a 400 fois plus rapidement que les dipeptides ou que le substrat
fluorescent MCA-Leucine. Ce résultat semble cohérent avec le fait que les bactéries
transportent facilement a travers leur membrane des composés d'un poids inférieur a

600 daltons (Nikaido & Vaara, 1985); les dipeptides ayant un poids moléculaire
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inférieur a 600 D, les systémes enzymatiques microbiens sont moins adaptés a
dépenser de 1'énergie pour scinder de tels composé€s qui transiteraient directement a
travers leur membrane cellulaire.

Par rapport aux mesures effectuées au moyen de la MCA-Leu, les vitesses d'hydrolyse
mesurées au moyen de la LY A-peptides apparaissent plus rapides et les concentrations
en substrat ajouté (Pantoja et al., 1997; Pantoja & Lee, 1999) étant faibles (autour de
0,15 uM avec possibilité de réduire encore cette concentration) on pouvait présager
une plus grande sensibilité de cette nouvelle technique par rapport a celle utilisant de
la MCA-Leu.

Les produits de I’hydrolyse de la LYA-Alas sont séparés par HPLC et dosés par
détection UV : on a ainsi la possibilité de suivre simultanément la consommation du
substrat et 'apparition de ses produits d'hydrolyse.

Enfin, il est théoriquement possible de greffer a la molécule fluorescente LYA
n'importe quel acide aminé ou polypeptide. On peut donc envisager de greffer la LYA
des peptides contenant des acides aminés radioactifs (‘*C-glutamate, par exemple) ce
qui permettrait de déterminer, a partir d'un seul substrat de départ, les vitesses
d'hydrolyse des macromolécules et les vitesses d'incorporation et de respiration des
monomeres résultant de cette hydrolyse. La mesure couplée de 1'assimilation et de la
respiration des produits d'hydrolyse d'un substrat d'analogues peptidiques radioactifs
s'effectuerait en condition simulant les étapes de dégradation réalisés in situ
permettant ainsi une estimation des vitesses réelles d'incorporation et de respiration

des composés de faibles poids moléculaires.

V.2.2 Matériel & Méthodes

V.2.2.1 Synthese des analogues peptidiques et purification

L'apprentissage du protocole de synthése, et la syntheése des analogues LY A-peptides ont été

réalisés dans le laboratoire du Professeur Cindy Lee (Marine Organic Geochemistry

Department, Stony Brook, NY, USA). Quatre analogues peptidiques ont ainsi pu étre

synthétisés : LYA-ala, LYA-ala,, LYA-ala; et LYA-alay. Ces dérivés fluorescents ont été

synthétisés suivant la procédure d'imidization de Stewart (Stewart, 1981) modifiée par Pantoja

et al. (Pantoja et al., 1997). Brievement, la fonction amine N-terminale du peptide (ou de

l'acide aminé) est condensée avec le Lucifer Yellow Anhydride (LYA : 4-amino-3,6-disulfo-

1,8-naphtalic anhydride, Sigma-Aldrich) dans un tampon aqueux d'acétate (Lithium Acétate,
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IM) en reflux a pH 5 et a 105°C. Les progrés de la réaction d'imidization sont suivis par
analyse HPLC (Shimadzu 10AS HPLC avec un fluorimetre Shimadzu RF-551 avec comme
longueur d'onde d'excitation 424 nm et longueur d'onde d'émission 470 nm).

Les produits de la réaction finale sont purifiés par HPLC en utilisant une colonne (C18) de
chromatographie en phase inverse avec 0,1 % TFA-eau et 0,1 % TFA-Acétronitrile, avec un
gradient de solvants organiques jusqu'a 25 % en 40 min a 1,2 ml min" jusqu'a apparition
d'une bande jaune montrant la fluorescence des dérivés élués. Les fractions sont re-analysées
par HPLC pour vérifier l'obtention d'un unique pic d'absorbance. Une colonne C18
Ultrasphere-ODS Sum (25 cm x 4,6 mm) est utilisée avec une phase mobile de 0,05 M de
KH,PO,4 (pH 4,5) et de méthanol (1 ml min™). Le gradient de méthanol utilisé est de 0 4 25 %
de méthanol en 25 min, puis 25 a 50 % en 5 min.

Les dérivés LY A-Alay ainsi synthétisés sont quantifiés par rapport aux standards existants. Ils

ont été ensuite lyophilisés pour étre transportés jusqu'en France.

V.2.2.2 Quantification et calibration

Le protocole d’analyse a été mis en application au LMM sur un HPLC de type Waters 1525.
Les analogues peptidiques sont détectés par un détecteur d'absorbance UV a 272 nm (Waters
474). Une colonne C18 de type Symetry (150 x 4,6 mm) de 5 um est utilisée a 37 °C avec une
phase mobile de 0,05 M de KH,PO, (pH 4,5) et de méthanol (I ml min™) pour séparer les
analogues-LYA. Les différents analogues-LYA fluorescent a la méme longueur d'onde (424
nm d'excitation et 550 nm d'émission) mais présentent des temps de rétention différents.

Le temps d’analyse a été réduit a 18 minutes ; le gradient d’¢lution utilisé est reporté dans le

Tableau V-1.

Tableau V-1: Gradient d'élution utilisé pour l'analyse des dérivés peptidiques LY A-Ala,.

Flux Temps % %
(mlmn")  (mn) MeOH  KH,PO,
1 0 12 88
1 0,1 12 88
1 6 30 70
1 8,5 100 0
1 12 100 0
1 16 12 88
1 18 12 88
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Les temps de rétention des différents analogues ont pu étre déterminés comme suit (Figure
V-2):

- LYA-ala;=2,6 mn,

- LYA-ala=3,2 mn,

- LYA-ala;=3,5 mn,

- LYA-alas=3,9 mn.
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Figure V-2 : Chromatographe représentant les pics des analogues peptidiques et leur temps de rétention.

Des courbes de calibration pour le substrat d'hydrolyse (LYA-Alas) et pour le principal
produit d'hydrolyse (LY A-Ala,) ont été réalisées pour leur quantification.

- Pour le composé LYA-Alay : Aire du pic = 6,98.10> [LYA-Alas] + 1,34. 10™* (R*=0,987),

- Pour le composé LY A-Ala, : Aire du pic = 9,25 107 [LYA-Alay] +2,85. 10° (R*=0,977).
Le seuil de détection pour les LY A-Alay est de 6 nM avec une boucle d’injection de 200 pl.

V.2.2.3 Hydrolyse peptidique en eau de mer oligotrophe
Des essais préliminaires ont été réalisés sur des profils verticaux (de la surface jusqu'a
2000 m) en mer Méditerranée (station DYFAMED, 28 MN au SE de Nice). Les
concentrations choisies en LY A-Alas ont été calquées sur celles utilisées pour la MCA-Leu
c'est-a-dire entre 0,05 et 5 uM (concentrations finales). Malheureusement, aprés plus de

24 heures d'incubation aucune hydrolyse de la LYA-Alay n'a été détectée.
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Lors de la campagne LYSE effectuée dans la zone de rejet du grand émissaire urbain
marseillais, une stratégie d'échantillonnage a été définie selon un gradient eutrophe-
oligotrophe (Figure V-3) pour évaluer l'effet de la concentration en matériel organique sur
l'activité ectoenzymatique mesurée a 1'aide de la LY A-Alay. Les résultats seront comparés aux
mesures effectuées a l'aide de la MCA-Leucine. Le point A, localisé derri¢re 1’7le Plane, est
considéré comme le point plus oligotrophe (étant protégé du panache du rejet) ; le point C',
trés proche de 1’émissaire correspond a la station la plus eutrophe. Les point B et B' sont,
selon les conditions météorologiques, situés a l'intérieur ou a l'extérieur du panache ou au

niveau du front de la nappe.
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Figure V-3 : Stations de prélévements choisies lors de la campagne LYSE (janvier 2002) et positionnement de la
nappe de pollution provoquée par le rejet du grand émissaire urbain marseillais dans la Calanque de Cortiou.

V.2.2.4 Protocole

Le substrat LYA-Alas est ajouté a 20 ml d'échantillon d'eau de mer (prélevé a 5 m de
profondeur) placé dans un flacon en polypropyléne de 50 ml selon la méthode
multiconcentration (Wright & Hobbie, 1966) avec des concentrations finales en LY A-Alay
variant de 0,05 a 5 uM, ou selon la méthode cinétique temps avec la concentration finale de
0,15 uM utilisée par les auteurs qui ont mis au point la méthode (Pantoja et al., 1997; Pantoja
& Lee, 1999; Kuznetsova & Lee, 2001). Les échantillons sont incubés dans le noir a

température in situ (13°C). Des sous-échantillons d'environ 1 ml sont prélevés au cours du
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temps, filtrés sur 0,2 uM et immédiatement congelés a —20°C jusqu'a analyse au laboratoire.
La diminution de la LY A-Alas et I'augmentation concomitante de la LY A-Ala, sont analysées
par HPLC comme décrit précédemment.

La vitesse d'hydrolyse de la LY A-Alas est mesurée en suivant la décroissance de la LY A-Alay

au cours du temps. Ce calcul prend en compte le temps de latence éventuel.

V.2.3 Résultats et discussion

V.2.3.1 Détermination des paramétres cinétiques

Les échantillons des trois stations A, B et C ont été étudiés en ajoutant des concentrations de
LYA-Alay de 0,05, 0,15, 1,00, 2,50 et 5,00 uM. Pour les stations A et B, il n'est pas possible
de doser la diminution de LY A-Alas au cours du temps pour des concentrations supérieures a
1 uM. La Figure V-4 montre que dans ces eaux peu riches en matiére organique, a la
concentration de 1 pM, la diminution de la LY A-Ala4 n'est pas décelable au cours du temps,
alors que l'augmentation de la LYA-Ala, est non ambigué. L'hydrolyse de la LYA-Alay
s'effectue, puisque de la LY A-Ala, apparait, mais la méthodologie analytique ne permet pas
de la quantifier. La LYA-Ala,, n'étant pas le seul produit d'hydrolyse, il n'est pas possible de
calculer une vitesse d'hydrolyse de la LY A-Alay a partir du dosage de la LY A-Ala,.
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Figure V-4 : Hydrolyse de la LY A-Ala, a la station B pour une concentration supérieure a 1000 nM le 26/01/02.
—o—LYA-Ala,; —®— LYA-Ala,.
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La Figure V-5 présente les vitesses d'hydrolyse mesurées a la station proche de la sortie de
I'émissaire (station C) en fonction des concentrations en LY A-Alas. Ce graphe montre que
dans cette gamme de concentrations, I'hydrolyse de la LYA-Alas ne correspond pas a un
modele de type Michaélis-Menten. Comme pour le substrat analogue MCA-Leu, il pourrait
exister un modele de cinétique multiphasique (Talbot & Bianchi, 1997; Tholosan et al., 1999;
Unanue ef al., 1999). Dans un milieu aussi eutrophe que la sortie d'un émissaire urbain, il
conviendrait d'utiliser une gamme de concentration plus étendue jusqu'a 400 puM, comme
celle utilisée pour la MCA-Leu. Cependant, on peut craindre que la technique analytique ne
permette pas de quantifier la décroissance de la LYA-Alas au cours du temps pour des

concentrations trop élevées.
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Figure V-5 : Cinétique concentration a la station la plus proche de I'émissaire de Cortiou (station C le 26/01/02).

V.2.3.2 Hydrolyse de la LYA-Ala, selon les conditions trophiques

Les figures V-6a, V-6b et V-6¢ présentent le type de courbe que nous avons obtenu lors de la
campagne LYSE sur des échantillons prélevés a la station eutrophe (station C, prés de
'émissaire de Cortiou), a la station intermédiaire (station B) et a la station oligotrophe (station
A). Nous reportons sur ces figures la décroissance du substrat fourni (LYA-Alas), et
'apparition de son principal produit d'hydrolyse (LYA-Ala;) au cours du temps pour une
concentration d'environ 0,15 uM (Pantoja et al., 1997; Pantoja & Lee, 1999).

Concernant la décroissance de la LY A-Alas, aucun temps de latence n'est observé a la station
eutrophe C, par contre on observe un temps de latence de plus de 15 heures a la station B, et
de plus de 20 heures a la station la plus oligotrophe A. Kuznetsova & Lee (2001) ont

¢galement observé un temps de latence lorsqu'elles utilisent le substrat LYA-Alas pour
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comparer la capacité d'hydrolyse peptidique entre la micro-couche de surface air-mer (ML) et
I'eau de mer directement sous-jacente (SS) (Kuznetsova & Lee, 2001). Ces travaux, réalisés
en zone mésotrophe (sortie du port de Stony Brook, Long Island, NY, US), font suite a ceux
de Pantoja et al. (1997) et Pantoja & Lee (1999) qui étaient réalisés sur un milieu marécageux
trés eutrophe (Flax Ponds, Long Island, NY, US) ou la présence d'un temps de latence n'était
qu'exceptionnelle. L'hydrolyse de la LY A-Alay est toujours plus lente et le temps de latence
observé (5 — 12 h) est en général plus long, dans les échantillons de sub-surface (SS), que
dans la micro-couche de surface (ML). Parallélement, l'analyse des acides aminés totaux
hydrolysables (THAA) montre que cette couche de surface est enrichie, d'un facteur 5 a 20,
par rapport a la sub-surface. En d'autres termes, 1'eau de surface est plus pauvre en substrats
hydrolysables, les vitesses d'hydrolyse de la LYA-Alas sont plus faibles et les temps de
latence plus sont longs que dans la micro-couche de surface. Nos résultats, obtenus dans une
zone encore plus oligotrophe, sont donc en parfaite concordance avec ceux observés par
Kuznetsova & Lee (2001).

Aux mémes stations, et le méme jour, des mesures d'hydrolyse de la MCA-Leu ont été
effectuées suivant la méthode de cinétique multiconcentrations. Les concentrations ajoutées
variant entre 0,5 et 400 uM ont permis de déterminer les paramétres cinétiques Michaéliens
(Vmax et Km). Ces parameétres cinétiques permettent d'estimer la vitesse instantanée de la
MCA-Leu a partir d'une concentration théorique en substrat. Ainsi, il nous est possible de
comparer la vitesse d'hydrolyse ectoenzymatique mesurée a l'aide de la LY A-Alas avec une
concentration de 0,15 puM, et celle estimée pour la MCA-Leu a cette méme concentration

(Tableau V-2).

Tableau V-2 : Comparaison des vitesses instantanées d'hydrolyse ectoenzymatique mesurées a I'aide de la MCA-
Leu et de la LYA-Ala,. Vmax, Km : constantes de Michaélis-Menten : V*'° : vitesse instantanée mesurée a
0,15 uM.

Station A Station B Station C

oligotrophe mesotrophe eutrophe

MCA-Leu

Vmax (nmol I h™) 1,40 11,98 5,29

Km (uM) 7,36 61,68 15,79

V& (amol I'' h™) 0,03 0,02 0,06
LYA-Ala,

V" (nmol I h™) 0,59 0,69 1,31
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Figure V-6 : Hydrolyse de la LY A-Ala, et apparition concomitante de la LY A-Ala, selon un gradient eutrophie
vers oligotrophie, i.e. aux stations C (a), B (b) et A (a) le 26/01/02. —®—LYA-Alay; —#— LYA-Ala,. Notez le
changement d'échelle pour la LY A-Ala,.
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Ainsi, les vitesses d'hydrolyse ectoenzymatique mesurées a l'aide de la LYA-Alay
apparaissent 20, 30 et 21 fois plus importantes que celles mesurées a I'aide de la MCA-Leu
respectivement aux stations A, B et C. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par
Pantoja & Lee (1999) qui démontraient que les peptides contenant plus de 2 acides amingés

étaient 10 a 400 fois plus rapidement hydrolysés qu'un dipeptide, ou que la MCA-Leu.

Enfin, la Figure V-7 confirme que sur un maillage plus serré que précédemment (sur 6
stations au lieu de 3, voir Figure V-3), I'hydrolyse de la LYA-Alas augmente d'un milieu
oligotrophe vers un milieu eutrophe. Le pic a la station B correspond au front de la nappe de

diffusion des eaux usées visuellement observée lors du prélévement.
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Figure V-7 : Hydrolyse de la LYA-Alay (Ci = 150 nM ) estimée le 28/01/02 selon un gradient oligotrophie vers
eutrophie. Front de la nappe de diffusion des eaux usées.

V.2.4 Conclusion

Cette étude effectuée en milieu cotier montre les limites d'utilisation de ce nouveau substrat
analogue (LY A-peptides) pour des eaux oligotrophes. Les temps d'incubation et les temps de
latence apparaissent de plus en plus longs sur un gradient eutrophe-oligotrophe, rendant
I'emploi de ce nouveau substrat problématique en milieu oligotrophe si ce n'est impossible
dans des milieux ultra-oligotrophes comme le domaine océanique profond.

Toutefois, la recherche de nouveaux analogues peptidiques doit étre poursuivie. Puisque les

activités ectoenzymatiques paraissent étre 1'étape limitante de la minéralisation de la matiére
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organique, il convient de rechercher une molécule traceur permettant a la fois la mesure de
l'activité ectoenzymatique et le suivi du devenir des composés de faible poids moléculaire
issus de cette hydrolyse pour l'anabolisme (utilisation des monoméres pour produire de la
biomasse bactérienne) et le catabolisme bactérien (utilisation des monomeres pour les besoins
énergétiques de la cellule, entrainant une production de CO;). Ainsi, il nous serait possible
d'estimer les vitesses réelles (plutot que les vitesses potentielles) d'utilisation de composés de
faible poids moléculaire directement issus de I'hydrolyse de composés de haut poids

moléculaire.

V.3 Approche moléculaire

Les avancées majeures en biologie moléculaire ont rendu possible le développement des
méthodes "d'empreintes génétiques" (fingerprint) d'ADN d'une communauté bactérienne
naturelle sans étape de culture et d'isolation. Ces méthodes permettent 1'extraction de I'ADN
d'une communauté microbienne, l'amplification par PCR des séquences d'intérét et I'analyse
d'une partie de l'information génétique. Les différentes séquences amplifiées peuvent Etre
séparées par migration différentielle ¢électrophorétique sur gels d'agarose ou en
polyacrylamide, soit en fonction de leur taille (Terminal-Restriction Fragment Length
Polymorphism — TRFLP, Ribosomal Intergenic Spacer Analysis — RISA), soit en fonction de
leur séquence (Denaturing Gel Gradient Electrophoresis — DGGE, Thermal Gel Gradient
Electrophoresis — TGGE, Single Strand Conformation Polymorphism — SSCP). Ces méthodes
"fingerprint" fournissent des profils de bande d'ADN qui sont représentatifs de la structure
génétique de la communauté microbienne, dans son ensemble ou d'une fraction de cette
communauté, en fonction des amorces (primers) utilisées et des génes amplifiés. Des bandes
d'ADN peuvent étre extraites des gels, séquencées, ou hybridées par des sondes moléculaires
permettant de donner des informations sur les groupes phylogénétiques constituants une
communauté.

Ces techniques moléculaires basées sur I'amplification directe des geénes ribosomiaux codant
pour le 16S-RNA de I'environnement ont été trés usitées pour caractériser et analyser la
diversité génétique du picoplancton marin depuis les premiers travaux de Giovannoni et al.
(1990b), (Stahl et al., 1984; Muyzer et al., 1993). La structure de la communauté microbienne
varie déja dans les premicres centaines de metres de la colonne d'eau (Massana et al., 1997,
Murray et al., 1998; Massana et al., 2000). Toutefois, les microflores du domaine océanique

profond sont encore mal connues (Fuhrman & Davis, 1997; Massana et al., 1997; Giuliano et
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al., 1999; Karner et al., 2001; Lopez-Garcia et al., 2001). La plupart des études sur la
diversit¢ microbienne du domaine océanique profond ont été réalisées dans des
environnements treés particuliers comme les sources hydrothermales (Muyzer et al., 1995;
Takai & Horikoshi, 1999; Reysenbach et al., 2000), ou les bassins profonds hypersalés et
anoxiques (Eder ef al., 2001; Sass et al., 2001). Les sédiments marins profonds ont fait 1'objet
d'une attention particuliere notamment par le groupe JAMSTEC essentiellement dans le but
d'isoler des souches piezophiles comme nous l'avons vu dans le chapitre I (Kato, 1999;
Vetriani et al., 1999; Kato et al., 2000; Kato & Nogi, 2001).

Le but de cette étude préliminaire est de comparer la structure des communautés microbiennes
du domaine pélagique profond (2000 m) a celles des eaux de surface (10 m) au site
DYFAMED. La technique employée est l'analyse par DGGE des séquences d'ADN
génomique naturel extrait du milieu marin. Dans un deuxi¢me temps, nous chercherons a
identifier les populations qui apparaitraient dominantes. Cette étude a ¢été réalisée en
collaboration avec Valérie Michotey pour les analyses par DGGE (Centre d'Océanologie de
Marseille) et le séquencage des bandes DGGE d'ADN caractérisées a été réalisé en
collaboration avec Catherine Brutesco du Laboratoire d'Ecophysiologie Végétale et de

Microbiologie dirigé par Thierry Heulin (CEA Cadarache).

V.3.1 Matériel & méthodes

V.3.1.1 Extraction de I'ADN bactérien d'échantillons d'eau de mer

L'extraction d'ADN a été réalisée sur des échantillons d'eau de mer prélevés a l'aide de
bouteilles Niskin (préalablement nettoyées a l'aide d'acide HCl 6N) a 10 et 2000 m de
profondeur a la station DYFAMED. Les échantillons (respectivement 5 et 10 1) ont été filtrés
sur 0,2 um (Supor 200 filters, Pall — Gelman), puis stockés a —20°C dans une solution tampon
de stockage (Giovannoni ef al., 1990a). Les échantillons ont été décongelés dans la glace
avant l'extraction de I'ADN. Les cellules ont été lysées au cours d'une incubation de 20 min a
37°C avec 1 mg ml" de lysozyme (Sigma Chemical Co.), suivie par une incubation de 2
heures a 37°C avec 0,5 % de sodium dodecyl sulfate (SDS) et 160 pg ml™" de protéinase K
(Sigma Chemical Co.). Un traitement RNase (10 pg ml” RNase A) a été réalisé a température
ambiante pendant 1 heure. Le lysat ainsi obtenu a été séquentiellement extrait avec du
phénol/chloroforme et du chloroforme. L'ADN a été finalement précipité avec de 1'éthanol
froid et purifi¢ a I'aide d'un kit d'extraction de 'ADN (Dneasy Tissue Kit — QIAGEN) selon

les instructions du fournisseur.

177



Chapitre V — Essais complémentaires et perspectives

V.3.1.2 Amplification PCR des fragments de 16S-rDNA

Une région du 16S-rDNA d'environ 668 bp a été amplifiée en utilisant 'amorce GMSF (5'-
CGCCCGCCGCGECGGECEGEELAEGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGC

AG-3) et un mélange de deux amorces reverses, l'amorce 907R (5’-
CCGTCAATTCCTTT(A/G)AGTTT-3") et 'amorce 907RA (5°-
CCGTCAATTCATTTGAGTTT-3") (Muyzer et al., 1995). Une séquence nucléotidique riche
en GC (GC-clamp) a été attachée au brin 5' de I'amorce GMSF pour améliorer la détection des
bandes des fragments d'ADN révélés par la DGGE (¢électrophorése sur gel de polyacrylamide
en présence d’un gradient d’agent dénaturant) (Muyzer et al., 1998). Ces amorces sont
spécifiques pour la plupart des fragments de 16S-rDNA des eubactéries. Comme pour le
témoin, 100 ng d'ADN naturel extrait ont été ajoutés au mélange réactif de PCR. Le volume
de la réaction PCR a été ajusté a 100 pl. Les amplifications PCR ont été réalisées dans 20 mM
de Tris-HCI, 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, contenant 0,2 mM de chaque
desoxyribonucleotide triphosphate, 50 pM de chaque amorce oligonucléotidique et 0,5 units
de Taq polymerase (Boehringer Mannheim). Les conditions PCR ont été identiques a celles
utilisées par Muyzer et al. (1993). Le programme des cycles de température a été réalisé
comme suit : dénaturation initiale a 94°C pendant 3 min, dénaturation a 94°C pendant 1 min
et fin de cycle par refroidissement de 65 a 55°C pendant 1 min (température décroissant de
1°C pour chaque seconde de cycle jusqu'a la température de 55°C), refroidissement a 55°C
pendant 1 min pour les 14 cycles suivants et enfin une amplification des amorces a 72°C
pendant 1 min. Une amplification supplémentaire a 72°C pendant 5 min a été¢ également

réalisée.

V.3.1.3 Analyse DGGE

La DGGE a ¢été réalisée en utilisant un systtme Dcode (Bio-rad Laboratories Inc).
L'équivalent de 80 pl de chaque réaction PCR a été déposé sur un gel de polyacrylamide
(6 %, poids/vol) d'un millimétre d'épaisseur en présence d'un gradient d'agent dénaturant (30 a
50 %). L'électrophorese s'est déroulée pendant 6,5 h a 150V en utilisant du 1xTAE (40 mM
Tris-HCI (pH 8,3), 20 mM acide acétique, ] mM EDTA) comme tampon d'électrophorese. A
la fin du processus d'électrophorese, 'ADN a été révélé en incubant le gel pendant 30 min
dans du 1xTAE contenant 0,5 pg ml' de bromure d'éthidium et photographié¢ sous

transillumination UV.
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V.3.1.4 Séquencage des fragments des génes de 16S-rDNA

Les principales bandes DGGE ont été excisées du gel. Chaque bande isolée a été récupérée
par diffusion dans de I'eau distillée stérile et ré-amplifiée par PCR dans les mémes conditions.
Apres analyse des bandes ré-amplifiées par DGGE pour vérifier la pureté des produits, les
produits PCR ont été séquencés. Le séquengage a été réalisé au Laboratoire d'Ecophysiologie
Végétale et de Microbiologie (CEA Cadarache). Chaque fragment d'ADN (environ 50 ng)
extrait du gel d'agarose et purifié a été mis en présence de 4 pmol d'amorce et de 4 pl de Mix
terminator ready réaction mix (fourni par le fabriquant du séquenceur, ABI PRISM). Le cycle
PCR pour amplifier les fragments d'ADN a été réalisé 25 fois comme suit : 10 sec a 96°C, 5
sec a 50°C, 4 min a 60°C. L'ADN amplifi¢ a été re-suspendu dans 26 pl d'eau milliQ et 64 pl
d'éthanol a 95 %. Aprés agitation et incubation a température ambiante pendant 15 min,
I'échantillon a été centrifugé pendant 20 min (vitesse maximale). Le surnageant a été
délicatement retiré puis le culot a été lavé avec de 1'éthanol 70 %. Apres une nouvelle
centrifugation de 10 min et élimination du surnageant, I'échantillon a été mis a sécher pendant
5 a 10 min a 65°C. Les culots secs peuvent étre stockés a 4°C. Les tubes de réactions ont été

déposés dans le séquenceur pour analyse (ABI PRISM, Model 310).

V.3.2 Résultats et discussion

La Figure V-8 présente la photographie des profils dADN obtenus par DGGE pour des
échantillons d'eau de mer collectées a 2000 m de profondeur (A) et a 10 m de profondeur (B)
au site DYFAMED en automne 2000. Ces profils DGGE sont notablement différents. Sept
bandes d'ADN peuvent étre révélées selon leur mobilité électrophorétique (de D1 a D7) pour
I'échantillon collecté a 2000 m de profondeur alors qu'aucune bande ne peut étre clairement
différenciée a 10 m de profondeur.

Cette absence de différenciation en bandes distinctes suggere que la communauté microbienne
de surface est a la fois complexe et d'une grande biodiversité. Cette analyse DGGE montre
sans ambiguité qu'il y a un changement drastique des communautés microbiennes entre la
surface océanique et les eaux profondes. Parmi les 7 bandes révélées a 2000 m, 3 contiennent

un fort pourcentage en G+C (D1 a D3) et 2 un faible pourcentage en G+C (D6 et D7).
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Figure V-8. Négatif de l'image des profils DGGE des fragments de 16S-rDNA obtenus a l'aide d'amorces
spécifiques du domaine des Fubacteria d'ADN extrait de 10 1 d'eau de mer collectée a 2000 m de profondeur
(A) et de 51 d'eau de mer collectée a 10 m de profondeur (B) au site DYFAMED en automne 2000. M
correspond a un mélange de produits PCR amplifiés, du bas vers le haut : 99 ng pour Clostridium perfringens
(GC% : 26,5), 87 ng pour Marinobacter hydrocarbonoclasticus sp. cab (GC% : 68) et 67 ng pour Micrococcus
luteus (GC% : 72) utilisé comme controle.

Les 7 bandes ont été excisées du gel, ré-amplifiées et analysées de nouveau sur un gel DGGE.
Une seule bande a été obtenue pour chaque échantillon (D1 a D7) sur ce nouveau gel DGGE
(données non montrées) permettant d'écarter la possible formation d'hétéroduplex’ et
permettant de supposer que chaque bande reflétait une seule population. Malheureusement, le
séquencage des bandes amplifiées par PCR n'a pas permis d'identifier avec certitude les
bandes DGGE mises en évidence. Une étape supplémentaire de clonage-séquengage est en
cours de réalisation pour purifier les fragments d'ADN et identifier les communautés
microbiennes correspondant aux fragments D1 a D7.

De plus, cette étude n'apparaitrait pas compléte si nous ne nous contentions que de I'étude des
Eubacteria. DeLong et ses collaborateurs (Delong et al.,1999; Karner et al., 2001; Massana et
al., 1997 ) ont montré que les Archaebacteria représentent une part non négligeable des
communautés microbiennes du domaine océanique profond. Ainsi, Karner et al. (2001) ont

démontré que le nombre de cellules d'Archae (et essentiellement celles du groupe des
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Crenarchaeota) est quasiment nul dans les eaux de surface de 'Océan Pacifique, il augmente
a partir de 100 m pour atteindre un nombre €quivalent a ceux des Eubacteria dés 2000 m de
profondeur et jusqu'a 5000 m de profondeur. Nous allons donc analyser la communauté des
Archébactéries par la méme technique mais en utilisant des amorces spécifiques, afin
d'apprécier la diversité de la structure communautaire des Archaea dans ces eaux profondes

Méditerranéennes.

V.3.3 Conclusion

Ce travail bien que partiel, montre la différence de structure entre les microflores pélagiques
de surface et celles de fond au site DYFAMED au cours d'une période de stratification des
eaux. Cette étude préliminaire s'inscrit dans une perspective de recherche nécessaire pour
déterminer le rdle des microorganismes profonds dans la minéralisation de la maticre
organique. Il convient en effet de passer a une nouvelle étape pour évaluer le role des
microorganismes dans la minéralisation de la mati¢re organique, c'est-a-dire répondre a la
question : qui fait quoi ? L'identification des communautés dominantes dans le domaine
pélagique profond pourrait nous permettre de synthétiser des sondes spécifiques. La
détermination de sondes spécifiques pourrait permettre de caractériser quels sont les
organismes responsables de telle ou telle activité, de déterminer leur nombre spécifique, de
différencier les microflores actives des inactives. Les outils de biologie moléculaire
apparaissent donc comme incontournables si on souhaite appréhender quels sont les processus
qui régissent les grands flux océaniques, par qui et de quelle manicre. Ce concept, que les
¢cologistes microbiens peuvent relier a la structure de la communauté microbienne des
processus biogéochimiques spécifiques ou "fonctions" (correspondant aux fondements de
'écologie microbienne) retrouve depuis peu un nouvel élan (Gray & Head, 2001) et ouvre,
grace aux techniques nouvelles, des perspectives enthousiasmantes pour déterminer le rdle de
la diversité spécifique dans les cycles biogéochimiques globaux (Giovannoni & Rappé, 2000;
Kirchman, 2002). Dans les eaux de surface, les bactéries appartenant aux groupes des
Proteobacteria et Cytophaga-Flavobacteria apparaissent comme les plus abondantes parmi
les bactéries hétérotrophes (Kirchman, 2002). Elles seraient donc les principales responsables
des processus biogéochimiques se réalisant en surface. Dans le domaine pélagique profond, la

méconnaissance de la diversité des communautés microbiennes ne nous permet pas encore de

! Molécule de DNA constituée de deux brins d'origine chromosomique ou de nature différente et comprenant une
région non complémentaire, c'est-a-dire présentant un mésappariement.
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déterminer quels sont le ou les grands groupes dominants du domaine pélagique profond
méme si on sait déja que le compartiment des Archaea ne pourra pas étre négligé. Fuhrman et
al. (1997) qui ont tenté de repérer les différents types de procaryotes dans les eaux profondes
de 1'Océan Pacifique et de 1'Océan Atlantique, concluent que le domaine océanique profond
contient de nombreuses espéces non identifiées et une distribution phylogénétique étendue. Le
domaine océanique profond qui représente I'habitat le plus volumineux de la planéte Terre est

pourtant le plus mal connu d'un point de vue biologique.
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