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Résumé

RESUME

Face a la dégradation des écosystemes, associée a une modification de la structure des
communautés, voir a une disparition accrues de certaines especes, les enjeux majeurs de ce
siecle sont d’étudier la biodiversité et les facteurs pouvant interagir sur celle-ci, et d’étudier le
role fonctionnel de cette biodiversité. Dans ce contexte, il s’est agit pour moi d’étudier la
composition et la diversité de communautés eubactériennes et de cyanophages dans des
écosystemes pélagiques des grands lacs Alpins frangais, ayant subi des pressions anthropiques
plus ou moins intenses. Ainsi, nous avons mené trois études dans trois lacs de statuts
trophiques différents : le lac d’Annecy est oligotrophe et peut étre considéré comme systéme
de référence, alors que les deux autres lacs, le Bourget et le Léman sont mésotrophes. Le lac
du Bourget se distingue des deux autres par la présence réguliére et massive d’une
cyanobactérie filamenteuse toxique, Planktothrix rubescens, qui prolifere dans ses eaux
depuis 1998. Sur un plan méthodologique, I’étude de la composition de la communauté
eubactérienne et cyanophage a été réalisée au moyen de la technique de DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis), alors que la technique de clonage-séquencage a été utilisée afin
de pouvoir identifier les groupes taxonomiques et d’inferer des relations phylogénétiques.

De la premiére étude il apparait que I’essentiel de la variabilité de la composition
eubactérienne du lac du Bourget se situe sur une échelle verticale plutét qu’horizontale
lorsque le lac est thermiquement stratifié. Cette variabilité verticale refléte la présence de
couches thermiques différentes et des micro-couches chimiques (notamment liées aux
phosphates), favorisant I’établissement de communautés différentiellement adaptées aux
conditions qu’elles rencontrent. Pendant la période de brassage des eaux (hiver), la
composition de la communauté est homogene sur I’ensemble de la masse d’eau. L’influence
des tributaires sur la composition eubactérienne se restreint a la zone d’embouchure. D’un
point de vue méthodologique, ces resultats suggerent qu’a condition d’éviter le littoral et
d’autres zones isolées, un nombre restreint d’échantillons pourrait étre suffisant pour décrire
de facon représentative la composition de la communauté eubactérienne dans un grand lac.

La deuxieme étude montre tout d’abord que les trois lacs possédaient des
communautés eubactériennes caractéristiques des ecosystemes lacustres, avec une diversité
relativement faible. Les Actinobactéries constituent le groupe dominant au sein de ces
communautés. Nous avons également montré I'absence de changements majeurs dans la

composition selon les saisons, I’origine géographique ou la profondeur. Des changements dus



Résumé

a des pressions locales peuvent intervenir sur une faible proportion de la masse d’eau et
sporadiquement : au niveau de I’épilimnion au printemps et en été lorsque les biomasses
phytoplanctoniques sont importantes. Il est probable que la forte ressemblance entre les
communautés eubactériennes de ces trois lacs, en dépit d’états trophiques différents, soit due a
leur grand volume : I’hypolimnion présente une part trés importante de ces lacs ; ici des
nombreux processus et facteurs environnementaux sont communs aux trois lacs. Ce sont donc
des pressions régionales qui ont une influence sur la composition des communautés
eubactériennes des trois grands lacs Alpins frangais.

La troisieme étude, a mis en évidence une diversité de cyanophages du lac du Bourget
relativement grande. La composition de cette communauté subit des changements saisonniers
qui sont liés indirectement ou directement a la température et a la chlorophylle a. L’analyse
de la dynamique des différents composants microbiens montre également que les séquences
de cyanophages obtenues semblent plus probablement provenir de cyanophages parasites de
picocyanobactéries que de « microcyanobactéries » comme P. rubescens.

Mots clefs: biodiversité, eubactéries, cyanophages, origine de la diversité microbienne,

facteurs de structuration de la composition de la communauté, grands lacs.
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ABSTRACT

Considering the degradation of the ecosystems together with a modification of the
structure of the communities, and sometimes an increased disappearance of some species, the
major stakes of this century are to study the biodiversity and the factors interacting with
biodiversity, and finally to study the functional role of this biodiversity. In the framework of
this global context, this thesis aimed at studying the composition and diversity of eubacterial
and cyanophage communities within the pelagic region of several French great Alpine lakes,
which are submitted to different anthropogenic pressures. Three research studies have been
undertaken within three lakes differing in their trophic state: lake Annecy is oligotrophic and
may be considered as the reference site, whereas lake Bourget and lake Geneva are
mesotrophic. Another difference is given by the regular and strong presence of a toxic and
filamentous cyanobacteria, Planktothrix rubescens, which proliferate in lake Bourget since
1998. From a methodological point of view, we studied the eubacterial and cyanophage
composition by means of the DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), whereas the
cloning-sequencing technique was used to identify the taxonomic groups present and to infer
phylogenetic relationships.

From the first study, it appears, that the essential of the variation of the eubacterial
composition in lake Bourget, is situated on a vertical scale rather than on a horizontal scale
when the lake is stratified. This vertical variability reflects the presence of different
temperature layers and of different chemical micro-layers (in particular phosphate) favoring
the establishment of communities differently adapted to the conditions they encounter.
During the mixing period (winter), the composition of the community is homogeneous within
the whole water mass. The influence of the tributaries on the eubacterial composition is
restricted to the mouth of the tributaries. From a practical point of view, these results suggest
that, a small number of samples may be sufficient to provide a reliable and representative idea
of the eubacterial community composition in a great lake, as long as the samples are not taken
within isolated areas of the lake or near the borders of the lake.

The second study provided evidence that the three lakes investigated, harbor typical
lake eubacterial communities which are characterized by a weak global diversity. The
Actinobacteria are the dominant taxonomic group within those communities. We have also
shown, that no major differences occur according to the season, the geographical origin and

the depth. Variation due to local pressures may act on a small proportion of the water mass
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and only sporadically : within the epilimnion in spring and in summer, when phytoplankton
biomasses are important. It is likely that the strong resemblance among the eubacterial
communities of the three lakes, despite differences in their trophic state, are due to the
important volume of these lakes : the hypolimnion represents a great part of those lakes;
within this part a great number of different environmental factors and processes are shared.
We conclude that the regional pressures may have a strong influence on the eubacterial
community composition within the three great French Alpine lakes.

The third study has shown that the cyanophage diversity is relatively great. The
cyanophage community composition is submitted to seasonal changes which are directly or
indirectly linked to the temperature and the chlorophyll a. The analysis of the dynamics of the
different microbial communities shows that the cyanophage sequences we obtained, are likely
to originate from viruses infecting picocyanobacteria rather than microcyanobacteria such as
P. rubescens.
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LISTE DES ABREVIATIONS

A : Adénosine
ADN : Acide désoxyribonucléique
ADNr : AND codant pour I'ARN ribosomal

ADNTr 16S : ADN codant pour la sous-unité 16S de I'ARN ribosomal

APS : Ammonium Persulfate

ARISA : Automated ribosomal intergenic spacer analysis

ARN : Acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

BSA : Bovine Serum Albumine

C : carbone (un éléement)

C : Cytosine (un nucléotide)

C-F-B : Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides
CMF : cytométrie en flux

COD : carbone organique dissout

DAPI : 4,6-diamino-2-phénylindole
DGGE : Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
DNTP: Deoxynucléotide triphosphate

DR : directeur de recherche

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid
FISH : Fluorescence In Situ Hybridization
G : Guanidine

g : unité d’accélération

GBL : gel loading buffer

h : heure

IPTG : Isopropylthio-pB-D-galactoside
Kpb : Kilo paires de bases

L : litre

Min : minute

MOD: Matiére organique dissoute

N : azote

NCBI : National Center for Biotechnology
ng : hanogramme

nm : nanometre

OTU : Operational Taxonomic Unit

P : phosphore

PAR : Photosynthetically Active Radiation
pb : paire de base

PCR : Polymerase chain reaction

PFGE : Pulsed-Field Gel Electrophoresis
Prof. : Professeur

RDPII : Ribosomal Database Project Il
RFLP : Restriction Length Fragment Polymorphism
RISA : Ribosomal intergenic spacer analysis
RT-PCR : Real-Time PCR

RPM : Rotation par minute

S : Svedberg

SDS : Sodium dodecyl sulfate
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Sec: seconde

SIP : Stable Isotope Probing

SSCP : Single Stranded Conformation Polymorphism

TGGE : Temperature Gradient Gel Electrophoresis

T : thymidine

TAE : TrissAmmonium/EDTA

TBE : Tris/Borate/EDTA

TE : TrissfEDTA

TEMED : N, N, N’, N’ Tétraméthyléthylénédiamine

Tm : Température de fusion (angl. : melting temperature) est la valeur médiane du profil
thermique de dénaturation d'un duplex ADN/ADN ou ADN/ARN

ATm : la différence de Tm entre I'hybride homologue et hétérologue

T-RFLP : Terminal Restriction Length Fragment Polymorphism

UV-UVB : ultra violet, ultra violet de type B

qsp : quantité suffisante pour

X-Gal : 5-bromo-4-chloro-3 indolyl-B-D-galactopyranoside
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Chapitre I :

Fig. 1. A gauche une bactérie en forme de coque (Staphylococcus aureus, X 32.000), a droite
une a batonnet (Clostridium perfringens, X 800). D'aprés Prescott et al. (1996).

Fig.2. Nombre de séquences d’ADN codant pour 'ARNr 16S publiées dans la banque mondiale
GenBank (ordonnée) en fonction de I'année (abscisse). Toutes les séquences publiées avant 1993
sont regroupées dans la premiére colonne (< 1993). A gauche : le nombre de séquences relatives a
des bactéries cultivées (Archaea et Eubacteria) contre le nombre de séquences en provenance
d'études non basées sur des méthodes de mise en culture (clones environnementaux), en fonction
de l'année. A droite : nombre total de séquences de clones environnementaux en provenance
d'échantillons du sédiment, du sol, des eaux douces et marines. D'aprés Rappé et Giovannoni
(2003).

Fig.3. Arbre phylogénétique basées sur 46 séquences représentatives de tous les groupes
phylogénétiques. D'apres Pace (1997).

Fig.4. Arbre phylogénétique d'aprés Rappé et Giovannoni [Rappé, 2003 #1226]. En noir les phyla
décrit par Woese (1987), en blanc les phyla pour lesquelles des représentants cultivés existent
et en gris 26 @Ia candidates.

Fig.5. Distribution des groupes taxonomiques microbiens en eau douce ou salée, en milieu
pélagique ou benthique. Les cercles représentent des agrégats/particules/d’autres organismes
sur lesquels se trouvent les bactéries fixées. D'aprés Nold et Zwart (1998).

Fig.6. La composition de la communauté et la dynamique des populations sont influencées d'une
part par des processus locaux (ex.: conditions environnementales) et des processus régionaux
(ex. : appelé la métacommunauté), et déterminent le fonctionnement de communautés locales,
ainsi que de I'écosysteme. D*apres Langenheder (2005).

Fig.7. Photos de bactériophages; au centre des bactériophages entourant une cellule
d'Escherichia coli. L'échelle correspond a 100 nm. Extrait de Bruessow et Hendrix (2002).

Fig. 8. Représentation schématique des groupes majeurs de phages. D'aprés Ackermann, (2003).
Consulter Tab. 2. pour les codes d'identifications.

Fig.9. Représentation schématique des principaux types de cycles de vie de virus, et notamment
des bactériophages. Image d'aprés Weinbauer (2004).

Fig.10. Boucle microbienne et effets des virus (« lysis »). Voir texte pour plus de détails.
D'apreés Bratbak, (1994).

Fig.11. Modele de Bank ; la distribution de génotypes viraux en abscisse et leur abondance

relative en ordonné (rang-abondance) dans une communauté. Voir texte pour plus de détails.
D'aprés Breitbart et Rohwer (2005).
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Chapitre 11 :

Fig.12. Localisation des lacs d'’Annecy, du Bourget et Léman dans la Région Rhone-Alpes. Source
Intercarto 2001.

Fig.13. Le lac d"Annecy, montrant les deux bassins, le grand et le petit lac. Les étoiles
symbolisent les sites de références de chaque bassin. Nos échantillons proviennent tous du site
de référence du grand lac.

Fig.14. Le lac du Bourget. Le point « B » symbolise le site de référence.

Fig. 15. La carte bathymétrique du lac Léman. La station « SHL2» est notre site de référence.

Chapitre 111 :

Fig. 16. Profils de DGGE de 10 échantillons prélevés en janvier a différentes profondeurs et en
différents points du lac.

Fig.17. Image du gel de DGGE relatif a I'amplification en PCR de certains des échantillons
prélevés en juin.1:BOm;2,B2m:3,B30m;4:B50m;5:B10m; 6:B20m; 7:B115m; 8:
B2 15met 9:B 15 m. Les profils 1, 2, 5 et 6 correspondent a des prélevements dans I'épilimnion ;
les profils 7, 8 et 9 au métalimnion et les profils 3 et 4 a I'hypolimnion.

Fig. 18A, B, C. Les proportions relatives des séquences eubactériennes appartenant au groupe
I et IV des Actinobactéries (ACTINO I et 1V), aux a-, B~ et y-Protéobactéries (ALPHA-, BETA-
et GAMMA-P), C-F-B et a dautres groupes mineures, fonction du lac dorigine (A), de la
profondeur (B) et de la saison (C).

Fig.19. Analyse de « cluster » de la similarité des profils de DGGE a différentes saisons (W:
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Introduction

-INTRODUCTION-

1. Contexte scientifique général

Au cours de ces derniéres années, une attention croissante de la communauté
scientifique s'est portée sur I'étude de la biodiversité et des conséquences écologiques
potentielles d’une éventuelle dégradation de celle-ci par les modifications majeures
engendrées tant par les activités anthropiques que par les facteurs naturels, connus sous le
terme de « global change » ou « changement global ». Ce sont les changements du climat et
de la composition de I’atmosphére mais aussi les changements d’occupation et d’exploitation
des terres et des milieux aquatiques (intensification des usages due a I’accroissement, de la
déforestation, intensification agricole, raréfaction de la ressource en eau potable...) qui
constituent les modifications majeures et qui se mesurent soit localement avec des
conséquences mondiales (déboisement, désertification,...), soit mondialement avec des effets
locaux et/ou globaux (notamment I’effet de serre renforce, I’amincissement de la couche
d'ozone stratosphérique,...) (Barnett et al., 2001; Levitus et al., 2001; Tilman et al., 2001 ;
Meybeck, 2004). Le changement global peut induire des modifications de la biodiversité et
celles-ci pourraient ensuite rétroagir sur le fonctionnement des écosystémes (Horz et al.,
2004). Récemment, Thomas et al. (2004) ont estimé qu’avant 2050, il y aura un risque

d’extinction d’espéces de I’ordre de 18 et 35%.

Quant on s’intéresse a la biodiversité, on s’interroge d’une part sur I’origine et
sur la conservation de celle-ci, et d’autre part sur ses relations avec le fonctionnement
des écosystemes. L’intérét porté a la biodiversité par les scientifiques, le monde médiatique et
politique, mais aussi les économistes et les sociologues, s’explique par le fait que celle-ci
représente des enjeux non seulement d’ordre écologique mais aussi d’ordre économique
et éthique (Chapin Il et al., 2000 ; Petchey, 2000; Tilman, 2000 ; Smith et al., 2003 ). En
effet, d’un point de vue écologique la biodiversité joue un réle majeur dans le maintien des
processus d’évolution du monde vivant, dans la régulation des équilibres physico-chimiques
de la biosphére (cycles du carbone, de I’oxygeéne, de I’eau...) et dans les capacités des étres
vivants a absorber et décomposer des polluants organiques et minéraux au sein de cette

biosphére (Lettinga, 1995; Mohn, 1995 ). La biodiversité est aussi un enjeu économique par le
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fait que la diversité des espéces, des écosystemes et des habitats influencent la productivité et
la capacité de ces écosystemes a maintenir la fertilité (en particulier celle des sols) ou encore a
assainir des milieux pollués (en particulier I’eau). Les industries pharmaceutiques,
alimentaires et le tourisme tirent également avantage de la biodiversité (ex.: (Jiang et Xu,
1996 )). Enfin, la gestion et la conservation de la biodiversité sont aussi une question
d’éthique (religieux, moral et culturel) (Chapin Il et al., 2000 ; Tilman, 2000).

L’extraordinaire diversité de la vie sur Terre a longtemps fasciné I’homme.
Celui-ci n’a pas seulement été intrigué par la grande diversité des étres vivants mais
aussi par leur distribution dans le temps et I’espace. Dans un premier temps, les
connaissances scientifiques en matiére de diversité ont été acquises par le biais d’études
effectuées sur les plantes et les animaux (Hooper et Vitousek, 1997; Wardle et al., 2000).
Par la suite, les organismes de plus petite taille, les microorganismes (virus, procaryotes et
eucaryotes), ont pu étre mis en évidence et étre étudiés grace a I’utilisation du microscope
(Hobbie et al.,, 1977; Torrella et Morita, 1979). Contrairement aux microorganismes
eucaryotes, les bactéries et les virus sont restés longtemps peu connus en raison de leur petite
taille, de leur grande plasticité morphologique (donc absence de critéres phénotypiques clairs)
et de la difficulté a les cultiver en laboratoire (Dykhuizen, 1998). Grace a des techniques de
mise en culture plus performantes mais surtout grace a [I’utilisation de techniques
biomoléculaires, notre vision de la diversité microbienne dans la quasi totalité des
écosystemes, des fonds marins jusqu’aux glaciers, s’est considérablement améliorée (Amann
et al., 1995 ; Hugenholtz et al., 1998; Giovannoni et Rappé, 2000; Wommack et Colwell,
2000; Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004). Cependant, les études traitant de la diversité
microbienne en eau douce restent peu nombreuses par rapport aux études réalisées en milieu
terrestre ou marin, comme le montre dans le cas de bactéries, le nombre de séquences codant
pour I’ARNr 16S publiées dans la banque de séquences nucléotidiqgue GenBank (Rappé et
Giovannoni, 2003). Des travaux de recherche supplémentaires sont donc encore necessaires
pour approfondir nos connaissances relatives a la structure et au fonctionnement des

écosystemes aquatiques mais aussi terrestres.

La diversité bactérienne est probablement énorme puisque plusieurs milliards
d’especes bactériennes sont supposées exister (Dykhuizen, 1998). Il est intéressant pour
plusieurs raisons de s’intéresser a la diversité bactérienne. En effet, ces organismes, par leur

temps de génération court, ont un formidable potentiel adaptatif et constituent donc un modeéle
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d'étude de choix des processus intervenant sur la création et la conservation de la biodiversité.
De plus, les bactéries interviennent dans un trés grand nombre de processus
environnementaux essentiels a la vie sur Terre, ce qui renforce l'intérét qu'elles suscitent.
Enfin, la diversité bactérienne est également d’une grande importance dans certains domaines
de la recherche appliquée tels que la biorémédiation (la dégradation biologique de polluants)
(Lettinga, 1995 ; Mohn, 1995 ; Dojka et al., 1998 ; Watanabe et Baker, 2000; Eriksson et al.,
2003 ; Pender et al., 2004 ) et la bioprospection (la recherche de nouvelles molécules

biochimiques a des fins industrielles et médicales) (Jiang et Xu, 1996 ; Fiedler et al., 2005).

Si nos connaissances sur la diversité bactérienne paraissent encore limitées, celles
relatives a la diversité des virus le sont encore plus. Pourtant dans les milieux aquatique les
virus sont, comme les bactéries, des composants biologiques susceptibles d’influencer les
cycles biogéochimiques et écologiques a travers l'infection et la lyse des communautés hétes
intervenant dans le recyclage de la matiére organique et de la production primaire (bactéries et
microorganismes photosynthétiques, respectivement) (Fuhrman, 1999 ; Wilhelm et Sulttle,
1999). De plus, ces particules biologiques peuvent influencer la diversité génétique
procaryotique a travers divers processus, tels que la lyse virale de I’hdte spécifique et le
transfert de genes viraux et procaryotiques entre espéces (Weinbauer et Rassoulzadegan,
2004). Enfin, les virus sont probablement les particules biologiques les plus abondantes et les
plus diverses sur Terre. Rohwer et Edwards (2002) estime le nombre total de virus sur Terre a
10*". Quant & la diversité, selon Breitbart et Rohwer (2005), la majorité de la diversité
génétique virale est pour le moment inconnue, mais elle serait en tout cas supérieure a celle

des bactéries.

2. Contexte scientifique local

2.1. L’équipe « Microbiologie Aquatique » de la station d’hydrobiologie lacustre INRA

de Thonon-les-Bains

La station d’hydrobiologie lacustre INRA de Thonon-les-Bains, située en bordure
du lac Léman, s’intéresse depuis sa création au fonctionnement des écosystémes lacustres,
notamment a celui des lacs pré-Alpins et de ses bassins versants d’une part, et d’autre part aux

diverses composantes biologiques de ces systemes. Comme le nom méme I’indique, I’équipe
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de Microbiologie Aquatique, au sein de laquelle cette these a été menée, se propose
d’étudier la dynamique et la diversité des microorganismes des écosystéemes d’eau douce dans
le but de mieux comprendre le fonctionnement de ces milieux. L’équipe a ainsi réalisé des
travaux concernant la dynamique et la diversité de microorganismes aquatiques tels que les
protistes et les microalgues, les bactéries et les virus (Dorigo et al., 2002 ; Domaizon et al.,
2003b ; Comte et al., 2005; Jacquet et al., 2005b). Parmi les travaux concernant la biodiversité
et la dynamique des communautés microbiennes d’eau douce, trois thématiques fortes se
distinguent et sont abordées par I’équipe. La premiére concerne les proliférations de
cyanobactéries toxiques d’eau douce, et plus particulierement I’étude de leur dynamique, de
leur déterminisme et de leurs conséquences sur le fonctionnement et les usages des
écosystemes (Humbert et Le Berre, 2001 ; Gugger et al., 2005 ; Jacquet et al., 2005a). La
deuxiéme concerne I’impact de xénobiotiques sur la structure et le fonctionnement des
communautés phytoplanctoniques et phytobenthiques (Berard et al., 2003 ; Dorigo et al.,
2003). Enfin, la troisieme se rapporte a I’étude du fonctionnement de la boucle microbienne
(Tadonléke et Sime-Ngando, 2000 ; Domaizon et al., 2003a; Comte et al., 2005 ; Jacquet et
al., 2005b ).

2.2. Objectifs majeurs de la these

Au cours de ce travail de these, j’ai pu m’intéresser a la diversité et a la dynamique des
bactéries libres et pélagiques et a la diversité et la dynamique de cyanophages (notamment les
cyanomyophages) qui sont un groupe de virus spécifiques des cyanobactéries. Les deux
problématiques de recherche de cette these s’intégrent donc pleinement dans les
problématiques de I’équipe. Ces travaux ont été réalisés en milieu lacustre, plus précisément
au sein de trois lacs pré-Alpins, Annecy, Bourget et Léman. Les objectifs majeurs de cette

these étaient :

)] de caractériser la diversité microbienne jusqu’ici mal ou pas connue, grace a

des outils issus de la biologie moléculaire ;

i) de mettre en évidence les facteurs et processus permettant de comprendre les

patrons de diversité observés ;
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2.3. Pourquoi avoir choisi les lacs d’Annecy, du Bourget et le Léman comme sites
d’étude ?

La station d’hydrobiologie lacustre de Thonon dispose d'une tres longue série de
données concernant ces trois lacs au sein de laquelle paradoxalement, peu d'informations sont
disponibles sur la diversité microbienne. Or ces trois lacs sont des modéles d'études
particuliérement intéressants car ils se distinguent par leur statut trophique résultant d'une
pollution plus ou moins importante par les nutriments (phosphore et azote principalement).
Ainsi, le lac d’Annecy est oligotrophe et peut étre considéré comme systeme de référence,
alors que les deux autres lacs, le Bourget et le Léman sont méso-eutrophe. De plus, dans le
Bourget, les proliférations d’une cyanobactérie filamenteuse trés toxique, Planktothrix
rubescens, sont régulierement observées depuis 1998 (Jacquet et al., 2005a). Si I’on considére
la contribution importante de cette cyanobactérie a la biomasse totale lors de son bloom, il est
probable que le fonctionnement global du lac du Bourget puisse en étre fortement modifie.

Plus de détails sur ces trois sites d’études seront donnés en chapitre I1.

2.4. Des questions plus précises
A partir de ce questionnement tres général, nous avons ensuite defini des questions plus
précises liées a la fois a l'analyse de la littérature mais aussi aux spécificités des systémes

étudiés. Ces questions sont les suivantes :

1) Quelle est la représentativité d'un seul prélevement lorsque I'on veut évaluer
et comparer la diversité d'écosystemes lacustres de grande taille ?

2) Quelle est la variabilité spatiale et temporelle des communautés
microbiennes au sein d’un méme lac?

3) Quels facteurs et processus physico-chimiques ou biologiques déterminent
la diversité bactérienne et virale ?

4) Quelle est la part relative des pressions de sélection locales, régionales ou
globales dans la structuration des communautés microbiennes ?

5) Quel est le role de la diversité bactérienne et virale dans le fonctionnement
de la boucle microbienne ?

6) Quel est le role de la diversité bactérienne et virale dans le déterminisme des
proliférations de cyanobactéries mais aussi quelles sont les conséquences de
ces proliférations sur la composition et le fonctionnement des peuplements

microbiens?
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Les ambitions scientifiques affichées a travers ces questions étaient donc vastes mais

on constate cependant que notre travail comportait trois parties principales. La premiére

(questions 1 et 2) concernait l'appréhension de la biodiversité elle-méme dans des

écosystemes de grandes tailles. La seconde partie (questions 3 et 4) se rapportait a

I'identification des processus structurant ces communautés et enfin la troisieme (question 5 et

6) avait pour objectif de commencer a s'intéresser aux relations entre biodiversité et

fonctionnement. Nous n'avons pu en fait véritablement aborder que les deux premiéres parties

de ce travail et pour ce faire, nous avons développé une étude pluriannuelle en systémes

lacustres au moyen d’outils d’évaluation moléculaires.

3. Structure du document

Le présent document se structure en cing grands chapitres et des Annexes :

Le premier chapitre consiste en une synthése bibliographique, composée de
trois parties. Au cours de cette revue bibliographique, nous aborderons dans un

premier temps les connaissances disponibles sur les bactéries et les bactériophages

en général et en milieu aquatique (leur abondance, réle, diversite,..). Nous nous
attacherons en particulier a la diversité bactérienne et virale, et nous discuterons
des facteurs et processus pouvant influencer celle-ci. Puis nous aborderons

I’utilisation de diverses approches moléculaires pour évaluer et comparer la

biodiversité des communautés microbiennes aquatiques. Cette partie repose sur un
article de synthese (article 1).

Le deuxiéme chapitre présente les sites d’études et décrit brievement les
methodes utilisees.

Le troisieme chapitre est dédié aux résultats de nos travaux. Trois articles

(articles 11, 111 et V) soumis ou publiés sont présentés dans cette partie ; chacun
est construit selon un schéma traditionnel (résumé, introduction, matériels et
méthodes, résultats et discussion) et chacun sera précédé par une partie

introductive écrite en francais qui contiendra le but de I’étude et une synthese des
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résultats majeurs. Le premier (article 11) traite de la variabilité spatiale et
temporelle de la diversité bactérienne dans le lac du Bourget, le deuxiéme (article
I11) de la comparaison de la diversité bactérienne des trois lacs et le troisieme
(article 1V) de la diversité de cyanophages dans le lac du Bourget.

Le quatriéme chapitre est dédié a une discussion générale des résultats présentés

dans les trois articles (article 11-1V).

Le cinquiéme chapitre se consacre aux conclusions et aux perspectives de ce

travail de recherche.
En Annexes, les lecteurs de ce manuscrit trouveront deux articles supplémentaires
préparés au cours de cette thése. Un premier article de synthése aborde les

relations entre biodiversité et fonctionnement d’un écosysstéeme (article V), alors

que le deuxieme article porte sur I’optimisation de comptages des cellules

bactériennes et virales en eau douce par les technigues de cytométrie en flux et en

épifluorescence (article VI). Enfin, des Annexes complémentaires décrivent les

principes et protocoles des techniques utilisées.
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Chapitre | - Biodiversité : Modeles, réle, techniques d’analyses

-CHAPITRE I-
BIODIVERSITE : MODELES, ROLE, TECHNIQUES
D’ANALYSES

Nous debuterons ce premier chapitre en donnant les définitions se rapportant au
concept de biodiversité et a la diversité, qu’elle soit spécifique, génétique, écosystémique ou
fonctionnelle. Puis nous dresserons un état des lieux des connaissances sur la biodiversité des
communautés microbiennes aquatiques (eubactéries et virus), sur les facteurs et les processus
structurant cette biodiversite et en fin sur les relations entre biodiversité et fonctionnement des
écosystemes aquatiques. En fin de chapitre une derniére partie concernera les méthodes

biomoléculaires utiles a la détermination de la diversité microbienne en milieu aquatique.

1. Biodiversité et diversité

Qu’entendons nous aujourd’hui par biodiversité ? 1l existe plus d’une centaine de
définitions du néologisme « biodiversité » qui a été proposé en 1985 par Walter Rosen, terme
qui a ensuite été repris par E. Wilson et M. Peter en 1988. Une des multiples définitions de la
biodiversité est celle donnée & la suite de la XVIII® Assemblée Générale de I’Union
Internationale de Conservation de la Nature (UICN), réuni au Costa Rica en 1988: « La
diversité biologique, ou biodiversité, est définie comme étant la variété et la variabilité de tous
les organismes vivants. Ceci inclut la variabilité génétique a I’intérieur des espéces et de leurs
formes de vie, la diversité des complexes d’especes associées et de leurs interactions, et celle
des processus écologiques qu’ils influencent ou dont ils sont les acteurs (dite diversité
écosystémique) ». Une autre définition de la diversité est celle donnée par Harper et
Howksworth (1995) : « La biodiversité inclut la diversité génétique et écologique sur des
échelles spatiales, temporelles et biotiques allant de la cellule jusqu’ a I’écosysteme ». La

biodiversité représente donc la diversité a tout niveau d’organisation.

Depuis I’origine de la Terre, estimée a environ 4,5 milliards d’années, la biodiversité
de notre planéte n’a pas cessé d’évoluer, du fait d’une perpétuelle succession d’événements
naturels physiques, chimiques et biologiques, puis beaucoup plus récemment a I'échelle
évolutive, des interventions de I’homme sur les milieux comme sur les étres vivants. Le

concept méme de biodiversité a évolué : la science a permis de compléter I’étude de la
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diversité des especes (I’unité traditionnelle de I’étude de la biodiversité) par celle des génes,
puis dans le souci d’intégrer les relations entre les étres vivants, par la connaissance des
écosystemes. Il en suit trois niveaux d'appréciation de la biodiversité : La diversité spécifique,
la diversité génétique et la diversité écosystémique. La diversité spécifique désigne la variété
en especes d’une région. Cette diversité peut étre mesurée de diverses manieres. Le nombre
d’especes d’un milieu — sa « richesse » spécifique — est un critére souvent utilisé, de méme
que la diversité «taxinomique » ou la différence spécifique, qui tient compte des

ressemblances taxinomiques et enfin I’»eveness » spécifique (en franc. : I’équitabilité) qui

tient compte de I’importance relative d’espece. Ces maniéres de mesurer la diversité
spécifique peuvent étre combinées afin de calculer des indices de diversité (ex.: Shannon
Weaver) et d’obtenir une seule valeur pour un écosystéeme a un moment donné. Il convient de
rappeler ici que le concept d’espece pour tout organisme procaryotique ou pour tout virus, est
plus abstrait. Nous parlerons plutét d’OTU (Unité Taxonomique Opérationnel), qui est défini
par les analyses phylogénétiques.

La diversité genétique est I’ensemble de I’information génétique contenue dans les
étres vivants ; elle rend compte de la variabilité génétique entre especes et au sein d’une
méme espéce. Enfin, la diversité écosystémique décrit la variabilité des milieux (lacs,
prairies, foréts, etc.) ; son étude inclut les relations entre les facteurs biotiques et abiotiques
ainsi que les relations entre les étres vivants.

Une autre facon de définir la diversité est la suivante. On peut parler de diversité
taxonomique quand on prend en compte la proximité phylogénétique des différents
organismes, et de diversité fonctionnelle quand on prend en compte la nature et le niveau de
réalisation des fonctions accomplies par les organismes. Ce concept de diversité fonctionnelle
est relativement récent (Martinez, 1996). La diversité fonctionnelle peut étre estimée en
mesurant des caractéres métaboliques ou cataboliques (Weinbauer et Hofle, 1998 ; Wenderoth
et Reber, 1999). Elle est mesurée de préférence en comptant le nombre de groupes
fonctionnels d’un assemblage (Hooper et Vitousek, 1997 ; Tilman et al., 1997 ; Naeem, 2002;
Petchey et al., 2004).

La reconnaissance, la définition et la classification des especes en fonction de leurs
liens de parenté sont nécessaires a I’étude de la biodiversité ; cela est I’objet d’une science
appelée systématique qui constitue le fondement de toutes les recherches sur le monde
vivant. On parle de systématique parce que les organismes sont rangés dans des systémes dont
on a préalablement défini des criteres. Aujourd’hui un des défis les plus passionnants est
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de décrire et comprendre le couplage entre diversité fonctionnelle et diversité
structurelle/taxinomique. 1l faut noter que cet objectif ne vient pas en remplacement
mais en supplément de I’étude de la classification simple. Celle-ci demeure la base
essentielle de nombreux travaux de recherche et I’état des connaissances dans ce
domaine reste a approfondir car de nombreux organismes sont encore a découvrir.
L’étude de la relation entre diversite fonctionnelle et structure des communautés ou
populations doit nécessairement se faire en interaction avec I’approche systématique qui en

quelque sorte, représente « I’alphabet » du langage écologique.

2. Bactéries et bactériophages, deux modeles d’étude pour
appréhender I’origine de la biodiversité et son role dans le

fonctionnement des écosystémes

La majorité des travaux se rapportant a I'étude de la biodiversité a été realisee sur les
macroorganismes, plantes et animaux (Hooper et Vitousek, 1997; Wardle et al., 2000). En
revanche peu de travaux concernent les microorganismes, et en particuliers les bactéries et les
virus (Degens, 1998; Griffiths et al., 2003) alors que ceux-ci constituent d’excellents modeles
biologiques. En effet, les bactéries et les virus sont non seulement les composants biologiques
les plus abondants sur Terre, mais ils sont également les plus divers comme le suggérent des
estimations récentes (Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004). Ces microorganismes sont
probablement ubiquistes, et leur manipulation est relativement facile. Enfin, les bactéries et
les virus jouent un réle majeur dans les cycles biogéochimiques et biologiques, et contribuent
ainsi de facon significative a la stabilité et au fonctionnement des écosystemes. Dans ce sous-
chapitre n°2 nous essayerons de résumer les connaissances actuelles portant sur ces deux

groupes biologiques.

2.1. Les bactéries et plus particulierement les eubactéries

La découverte des bactéries revient & Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723). Ce sont
des organismes de petite taille et unicellulaires. Leurs ancétres sont apparus sur Terre il y a

environ quatre milliards d’années, soit deux fois plus tot que les eucaryotes. Ces ancétres ont
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pu développer des voies métaboliques basiques et créer ainsi la biosphére. Ces organismes

sont répartis en deux groupes principaux ; les Archées et les eubactéries.

2.1.1. Taille, forme, organisation cellulaire

La taille des bactéries est comprise en général entre 0,2 um et 2 um. Cependant, des
bactéries d'une taille inférieure a 0,2 um existent; elles sont appelées "ultramicrobactéries™ et
certaines d'entre elles ont été récemment découvertes en eau douce (Hahn, 2003; Hahn et al.,
2003)). Inversement, d’autres bactéries sont plus grandes que 2 um et peuvent donc dépasser
la taille d'une cellule eucaryote (ex. : certaines espéces de cyanobactéries). Les bactéries les
plus communes ont deux formes, la forme a coque ou & batonnet (bacille) (Fig.1.). Un
grand nombre d'autres formes existent (vibrions, pléomorphe,..) mais ces dernieres

représentent des formes mineures (Prescott et al., 1996).

? "‘p qh 3 )- 3 ) Y - _

Fig. 1. A gauche une bactérie en forme de coque (Staphylococcus aureus, X 32.000), a droite

une a batonnet (Clostridium perfringens, X 800). D'aprés Prescott et al. (1996).

L'organisation cellulaire des bactéries est plus simple que celle observee chez les
eucaryotes. Elles sont caractérisées surtout par l'absence d'un véritable noyau mais aussi
I'absence d'organelles internes. Le matériel génétique est localisé dans le nucléoide et n'est
donc pas séparé du reste du cytoplasme par une membrane. De nombreuses bactéries
présentent des plasmides qui sont des petites molécules d’/ADN double brins, circulaires et qui
peuvent exister indépendamment des chromosomes. Le transfert d'’ADN entre bacteries
(conjugaison) implique un contact direct et dépend de la présence de ces plasmides. Ces
derniers contiennent souvent des génes qui conferent une résistance aux antibiotiques ou qui
donnent un avantage sélectif aux bactéries qui les portent (Prescott et al., 1996). A part les
mycoplasmes et quelques archéobactéries, la plupart des bactéries ont une paroi cellulaire en
peptidoglycane qui les protege de la lyse osmotique et leur donne une forme. Sur la base du
type de paroi, deux groupes majeurs de bactéries peuvent étre distingués par la coloration de
Gram : les Gram-positives (parois plus épaisses, donc plus solides) et les Gram-négatives
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(plus complexe) (Prescott et al., 1996).

2.1.2. Reproduction et échanges de matériel génétique

La reproduction chez les Procayotes est végétative et asexuée ; la division se fait par
scissiparité (bipartition d'un individu engendrant 2 nouveaux individus). Ce phénomene est
connu aussi sous le terme de « transfert vertical de genes ». Le temps de génération est court,
en général entre quelques minutes et une semaine au maximum. Parallelement a la
reproduction vegétative, des phénoménes de parasexualité existent, ou I’on assiste a des
échanges d’acides nucléiques entre bactéries et environnement. Ces échanges sont fréquents
et sont connus aussi sous le terme de « transfert latéral de génes » ou « transfert horizontal de
génes ». Les transferts horizontaux d’acides nucléiques entre deux bactéries se font par
conjugaison (échange d'un fragment ADN ou plasmide), par transduction (échange par
I'intermédiaire d'un virus ou phage) ou par transformation (absorption d'/ADN externe). Ces
trois types de phénomenes de parasexualités, revus par Taddei et al. (1996) et Davison
(Davison, 1999), sont des mécanismes qui permettent aux bactéries d'évoluer, de s'adapter a

un environnement qui change et de contribuer a la diversité intra- et inter-spécifique.

2.1.3. Ubiquité et nombre total de bactéries sur Terre

La capacité a coloniser tous les types de milieux contribue aujourd’hui au caractére
ubiquiste de la distribution des bactéries sur Terre. C'est ainsi qu'on les trouve tout d'abord
dans des milieux offrant des conditions de vie optimale, des milieux riches en nutriments, tels
que les sols, les sédiments, les lacs et les océans, ainsi que d’autres organismes, mais aussi
dans des milieux extrémes, considérés comme hostiles a la plupart des étres vivants, tels que
les milieux caractérisés par des températures tres élevées (Brock, 1997; Ward et al., 1998), ou
tres froides (Price, 2000), les milieux a forte salinité (Anton et al., 2000), les milieux acides et
toxiques (Baker et Banfield, 2003), les milieux a forte pression atmosphérique (Vezzi et al.,
2005), etc...

Le nombre total de bactéries sur Terre est estimé a 4-6 x 10%. La plupart des
bactéries se trouvent dans les subsurfaces océaniques et terrestres, dans le sol et les eaux
océaniques (Whitman et al., 1998).
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Tab. 1. Nombre total de cellules procaryotiques dans divers habitats. D'aprés Whitman et al.

(1998).

Habitat Nombre total de cellules procaryotiques
Subsurface océanique’ 3,5 x 10°°

Subsurface terrestre® 0,25 - 2,5 x 10*°

Sol 2,6 x 10%

Océan ouvert 1,2 x 10%

Lacs 1,3x10%

Riviéres 1,2 x 10%

1:<10cm:2:<8m

2.1.4. Abondance bactérienne en milieu aquatique et facteurs de réqulation de celle-ci

L'abondance des cellules bacteriennes dans les milieux aquatiques varie en général
entre 10° et 10" cell. mL™ (Hobbie et al., 1977; Bettarel et al., 2003a). Il convient cependant de
rappeler que seule une fraction de la communautés bactérienne est réellement active. Parmi la
fraction non active, on distingue les cellules qui se trouvent dans un état physiologique de
dormance et les cellules déja mortes (Zweifel et Hagstréom, 1995 ; Bernard et al., 2000;
Lebaron et al., 2001 ; Luna et al., 2002 ; Smith et Del Giorgio, 2003 ). A titre d’exemple, les
travaux de Dufour et Colon (1992) ont montré que la proportion de cellules respirant
activement dans le lac Léman variait de 9% au sein de I’hypolimnion en fin d’hiver a 65%
dans I’épilimnion en éte.

Divers facteurs de régulation contrdlent le nombre total de cellules bactériennes dans
les écosystéemes. Nous distinguons les facteurs ascendants ou "bottom-up" des facteurs
descendants ou "top-down" (Borics, 2000; Muylaert et al., 2002; Jardillier et al., 2004). Les

facteurs ascendants sont les ressources organiques (notamment les ressources organiques
carbones) et minérales qui peuvent provenir dapports allochtones ou autochtones (ex. :
exudats synthétisés par le phytoplancton ou issus de I'excrétion des prédateurs, etc. ; (Cole et
al., 1982; Pace et Cole, 1994; Crump et al., 2003)). C'est l'action conjointe des nutriments
inorganique et organiques qui semble le plus important pour la croissance bactérienne (Smith

et Prairie, 2004). Les facteurs descendants concernent essentiellement la prédation. Les

organismes prédateurs de bactéries, tels que les nanoflagellés hétérotrophes et les ciliés, sont
généralement considérés comme les bactérivores majeurs ; certains métazoires, tels que les

daphnies, sont également considérés comme étant des prédateurs importants des bactéries a
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certaines periodes de l'année (Simek et al., 1990; Berninger, 1991; Thouvenot et al., 1999;
Kisand et Zingel, 2000; Vaqué et al., 2002). Un troisieme type de contrdle des populations

bactériennes est le parasitisme viral. Différents auteurs ont pu mettre en évidence que la lyse

virale pouvait jouer en effet un rdle non négligeable dans le contr6le de la dynamique des
communautés bactériennes (Fischer et Velimirov, 2002; Bettarel et al., 2003b; Weinbauer,
2004; Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004) : cet effet pouvant méme étre supérieur a I’effet
du broutage dans certaines conditions environnementales (Guixa-Boixereu et al., 1999;
Jacquet et al., 2005b).

2.1.5. Les bactéries aquatiques fixées et libres : deux communautés différentes ?

En milieu aquatique pélagique, les bactéries peuvent se trouver a I'état "libre™ ("free
living™) ou fixées aux particules, a des agrégats de plus grande taille ou a d'autres organismes
("particle-attached™) (revue par Nold et Zwart (1998)). En milieu aquatique, deux types
d'agrégats existent, les microagrégats (< 500 um) et les macroagrégats (> 500 um, "lake
snow" ou "marine snow"). L'étude des deux communautés de bactéries, libre et fixée,
nécessite une étape de filtration qui sépare les cellules fixées des cellules libres. Différents
auteurs separent les deux types de cellules en filtrant les échantillons d'eau a travers des filtres
de porosités égales a 1, 3, 5 ou 10 um, selon la charge en particule des eaux (Wright et Coffin,
1983 ; Palumbo et al., 1984; Worm et al., 2001; Selje et Simon, 2003). La dégradation de la
matiere organique en milieu aquatique est pour une grande partie due aux bactéries fixées
(Smith et al., 1992). Le fait de se fixer sur une particule permet aux cellules bactériennes de
trouver de plus fortes concentrations en substrat (Alldredge et al., 1993; Long et Azam, 1996)
et d'étre moins vulnérables a la prédation (Jurgens et Gide, 1994). Par ailleurs, plusieurs
auteurs ont mis en évidence que la fraction de bactéries fixées serait plus active (ex. : activités
ectoenzymatiques,...), de plus grande taille et se caractériserait par un taux de croissance
supérieur, comparé a la fraction de bactéries libres (Caron et al., 1982; Pedros-Alio et Brock,
1983; Simon, 1985; Iriberri et al., 1987; Smith et al., 1992; Unanue et al., 1992; Hoppe et al.,
1993). D'autres auteurs ont pu mettre en évidence que les deux fractions se distinguent d'un
point de vue taxinomique (DeLong et al., 1993; Bidle et Fletcher, 1995; Acinas et al., 1997
Acinas et al., 1999; Crump et al.,, 1999; Knoll et al., 2001; Schweitzer et al., 2001).
Cependant, quelques travaux ne sont pas en accord avec les résultats précédents et concluent
au contraire, que les deux fractions se ressemblent d'un point de vue fonctionnelle (Worm et

al., 2001) ou taxinomique (Selje et Simon, 2003). Enfin, la proportion de cellules fixées et de
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cellules libres varie d'un écosysteme a I’autre; a titre d’exemple, cette proportion a été estimée
a quelques pour cents dans le Léman par exemple (Stroffek, 1990) et a 73%, dans le lac
Tanning au Danemark (Riemann, 1978). Pour conclure sur ce sujet, Riemann et Winding
(2001) suggérent que les deux communautés interagissent de facon dynamique et que le degré
de similarité taxonomique dépend de la nature du substrat (ex. : &ge, origine, structure,
composition, etc..). L'influence du type de substrat avait été suggérée auparavant par
Hollibaugh et al. (2000). La composition du substrat et notamment le rapport entre C et N du
substrat méme est connu comme un des facteurs pouvant influencer la capacité de
minéralisation des bactéries (Billen, 1984; Caron et al., 1988; Bérard et al., 1995).

2.1.6. Diversité métabolique des bactéries

La diversité métabolique des bactéries est remarquable et explique en partie leur
capacité a peupler des milieux si différents et si extrémes. Les mesures et analyses des voies
métaboliques peuvent se faire seulement apres mise en culture des bactéries. La différence
entre le faible nombre de bactéries cultivable (< 1 % ; (Amann et al., 1995)) et le nombre
important de bactéries comptées par microscopie pour un méme échantillon a été appelée "the
Great Plate Count Anomalie” (Staley et Konopka, 1985; Connon et Giovannoni, 2002). Les
techniques de mise en culture, avérées inaptes a I’étude de la diversité taxonomique, ont
néanmoins permis d’étudier en partie leur diversité métabolique. Des modes de conversion
d’énergie, des voies métaboliques uniques de méme que la variété des substrats utilisables
comme source d'énergie ont pu ainsi étres mis en evidence (Brock, 1987). Sur la base de leur
source d'énergie, on distingue les bactéries autotrophes lithotrophes (elles utilisent du carbone
inorganique), les bactéries photoautotrophes (elles utilisent I'énergie solaire) oxygénique
comme les cyanobactéries ou anoxygénique comme les bactéries vertes et les bactéries

hétérotrophes (elles utilisent des substrats organiques).

2.1.7. Rble fonctionnel des bactéries

Les bactéries sont une composante essentielle de la zone pélagique du fait de leur
biomasse (Cho et Azam, 1988 ; Simon et al., 1992) d’une part, et de leur role dans le
recyclage des nutriments et de décomposition de la matiére organique d’autre part (Fisher et
al., 2000). Dans certains cas, la biomasse des bactéries peut étre supérieure a celle du

phytoplancton (Fuhrman et al., 1989). On peut considérer les bactéries comme une source
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potentielle de carbone, d'azote et de phosphore car elles stockent une grande partie de ces
éléments. Whitman et al. (1998) estiment que le contenu cellulaire procaryotique en carbone
sur Terre est de 350 & 550 Pg de C (1 Pg = 10* g), soit 60 & 100% du contenu en carbone
dans les Plantes. Le carbone, l'azote et le phosphore sont nécessaires a la croissance des
bactéries, et peuvent faire I’objet d’une compétition entre les algues et les bactéries lorsqu’ils
sont sous une forme dissoute (Kirchman, 1994; Pakulski et al., 1996; Whitman et al., 1998).
Ainsi, malgré leur faible taille, les bactéries contribuent de facon notable aux flux de matiéres.
Leur importance dans les flux de carbone au sein des écosystéemes aquatiques est une
découverte récente que I'on doit principalement aux travaux de Hobbie et al. (1977). Plus
précisément, la respiration bactérienne au sein des océans a été identifiee comme une des
composantes majeures du flux de carbone dans la biosphere (Del Giorgio et Duarte, 2002).
Dans la boucle microbienne les bactéries ont principalement deux fonctions : 1) elles
dégradent la matiere organique qui devient ainsi plus facilement assimilable par d'autres
organismes (Marvalin, 1987), typiquement le phytoplancton autotrophe, qui représente & son
tour une source de nourriture pour le phytoplancton zooplancton de plus grande taille
(Knoechel et Holtby, 1986) et 2) elles sont une source de nourriture directe pour les niveaux
trophiques supérieurs, notamment les protistes flagellés et ciliés et le zooplancton de petite
taille (Sanders et al., 1989).

2.1.8. Diversité taxonomique des bactéries

Le nombre total d'espéces bactériennes réellement présentes sur Terre demeure
énigmatique. En 2001, seulement 5.000 especes bactériennes étaient cultivées, décrites et
reconnues comme telles (Bull et al., 1992). Cependant, I'application de méthodes statistiques
permet non seulement de comparer des communautés provenant de différents écosystemes
mais aussi d'estimer le nombre total d’especes au sein d'un écosysteme donné, comme sur la
Terre entiere (Colwell et Coddington, 1994; Hughes et al., 2001; Martin, 2002; Bohannan et
Hughes, 2003; Colwell et al., 2004). Sur la base de ces estimations, Dykhuizen (1998) évalue
a plus de 10 milliards le nombre d’espéces bactériennes sur Terre. Dykhuizen pense que ce
nombre tend vers une augmentation continuelle du fait a la fois d’une spéciation facile et d’un

taux d'extinction réduit.

2.1.8.1. Les techniques basées sur la mise en culture

La plupart de nos connaissances sur les micro-organismes proviennent d'études
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réalisées sur des cultures pures isolées de I'environnement au moyen de méthodes

traditionnelles de mise en culture. L'isolement est précédé par une phase d'enrichissement

qui favorise la croissance d'un type donné de microorganisme, sélectionné en fonction des
conditions physiques et chimiques du milieu. On distingue deux types de milieux, les milieux
électifs (les souches les plus adaptées vont se développer) et les milieux sélectifs (on
intervient physiquement ou chimiquement pour favoriser la croissance d'un type donné
d'organisme). Afin de disposer d'un milieu sélectif, on ajoute alors soit un élément nutritif
nécessaire, soit au contraire on supprime un composé utilisé pratiquement par tous les
organismes que I'on ne souhaite pas isoler. A partir de I'enrichissement il est alors possible
d'isoler des souches pures, soit par étalement sur boite, soit avec une dilution successive en
milieu liquide ou dans l'agar (Corre, 2000). Une fois la souche isolée, il convient de la
caractériser d'un point de vue phénotypique et génotypique.

Cependant, compte tenu des limitations techniques associées aux méthodes
traditionnelles seulement moins d’1% de toutes les especes bactériennes ont pu étre décrites
(Ward et al., 1990; Amann et al., 1995; Dykhuizen, 1998). Jones estime que moins de 0,25%
des bactéries d'eau douce ont la capacité de pousser en culture (Jones, 1977). Ce décalage est
a attribuer a différentes causes (Amann et al., 1995; Joux et Lebaron, 1995; Ward et al.,
1999). Ainsi, le milieu de culture choisi ne peut étre universel et I'ensemble des conditions de
I'environnement ne peuvent étre reproduites sur un seul et méme milieu de culture; certaines
cellules hors de leur environnement peuvent entrer dans un état viable mais non-cultivable;
des populations numériquement inférieures peuvent supplanter des populations majoritaires
mais moins adaptées au milieu de culture; certaines cellules sont impossibles a obtenir pures
en culture comme c'est le cas de miroorganismes symbiotes et synthrophes, etc. Concernant
ce dernier point, des molécules "signal”, secrétes par d'autres organismes sont parfois
essentielles a la croissance de certaines bactéries (cf. (Bruns et al., 2003)).

Le développement de nouvelles techniques de mise en culture (ex. : utilisation d'un
milieu appauvri en nutriments, utilisation de molécules "signal”, etc.) a permis de cultiver une
plus grande variété d’especes bactériennes (Connon et Giovannoni, 2002; Kaeberlein et al.,
2002; Zengler et al., 2002; Bruns et al., 2003; Stevenson et al., 2004), et le développement de
techniques d’analyse moléculaire a permis de détecter des bactéries jusqu’ici inconnues
(Woese, 1987; Amann et al., 1995; Vandamme et al., 1996; Pace, 1997; Head et al., 1998;
Hugenholtz et al., 1998).
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2.1.8.2. Les techniques biomoléculaires

L'émergence des technologies moléculaires en écologie microbienne est liée d'une
part au développement de la phylogénie moléculaire a la fin des années soixante par
Zuckerland et Pauling (1965) qui considérérent les molécules comme des marqueurs de
I'nistoire évolutive et développerent le concept dhorloge moléculaire (les mutations
s'accumulent au cours du temps et le taux d'accumulation est fonction de l'intensité de la
pression de sélection), et d'autre part au choix de I'ARN ribosomique comme marqueur
évolutif a la fin des années soixante dix (Woese et Fox, 1977). Woese et ses collaborateurs se
sont intéressés a la petite sous-unité de 'ARNr (le 16S chez les Procaryotes et le 18S chez
les Eucaryotes) pour plusieurs raisons (Pace et al., 1985; Ludwig et Schleifer, 1994; Ludwig
etal., 1998) :

- sa présence est universelle et il accomplit le méme role chez tous les organismes ;

- sa séquence contient des domaines dont les vitesses d'évolution varient ;

- la séquence a évolué lentement et n'est pas le résultat de transferts latéraux ;

- elle est facile a isoler en raison de son abondance dans les cellules ;

- sa séquence est préférable au 5S ou au 23S (pour les Procaryotes) en raison de sa taille

permettant de realiser des inférences phylogénétiques suffisamment cohérentes ; etc.

Les premiers travaux d'écologie microbienne moléculaire provinrent de I'équipe de
Pace qui utilisa les travaux de Woese pour accéder a la diversité d'échantillons
environnementaux (Olsen et al., 1986; Pace et al., 1986a; Pace et al., 1986b). De nombreuses
publications se sont proposées de décrire sous forme de revue les techniques moléculaires
employées en écologie microbienne (Turner et al., 1989; Olson, 1991; Pickup, 1991; Atlas et
al., 1992; Olson et Tsai, 1992; Ward et al., 1992). Depuis I'étude pionniere de Giovannoni et
al. (Giovannoni et al., 1990) concernant I’analyse de la diversité d'assemblages naturels de
microorganismes marins par l'utilisation de techniques de clonage-séquencage basées sur
I'amplification de séquences d’ADN codant pour I'ARN ribosomal, le nombre de séquences
d'ADN dans les bases de données mondiales continue sans cesse d'augmenter. En observant la
Fig 2. on remarque surtout que le nombre de sequences en provenance de méthodes
biomoléculaires augmente a partir de 1996, date a partir de laquelle, l'utilisation de ces

analyses est devenue routiniére.
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Fig.2. Nombre de séquences dADN codant pour I'ARNr 16S publiées dans la banque mondiale
GenBank (ordonnée) en fonction de I'année (abscisse). Toutes les séquences publiées avant 1993
sont regroupées dans la premiére colonne (< 1993). A gauche : le nombre de séquences relatives a
des bactéries cultivées (Archaea et Eubacteria) contre le nombre de séquences en provenance
d'études non basées sur des méthodes de mise en culture (clones environnementaux), en fonction
de l'année. A droite : nombre total de séquences de clones environnementaux en provenance
d'échantillons du sédiment, du sol, des eaux douces et marines. D'aprés Rappé et Giovannoni

(2003).

En 1987, Woese (1987) a montré, sur la base de séquences d'/ADN codant pour I'ARN
16S, que les étres vivants étaient divisés en trois grands domaines (Eubacteria, Archaea,
Eukarya) en abandonnant ainsi la dichotomie classique du monde vivant des Procaryotes et
des Eucaryotes (Fig.3.) Dans ces travaux il décrit les Archaea et 12 phyla eubactériens
(Woese, 1987; Woese et al., 1990). Par la suite, Hugenholtz décrit 36 phyla bactériens
(Hugenholtz et al., 1998; Hugenholtz, 2002), un tiers étant des "phyla candidates"”, c'est a dire
des phyla pour lesquels il n'existe pas de représentants cultivés proches (les especes
appartenant aux candidate phyla sont connues seulement par leurs genes. Enfin, Rappé et
Giovannoni (2003) ont récemment reporté la présence de 52 phyla bactériens, dont 26 ont
été classés comme étant des divisions candidates (Fig. 4).
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Fig.3. Arbre phylogénétique basées sur 46 séquences représentatives de tous les groupes

phylogénétiques. D'aprés (Pace, 1997).
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Wit

Fig.4. Arbre phylogénétique d'aprés Rappé et Giovannoni (2003). En noir les phyla décrit par

Woese (1987), en blanc les phyla pour lesquelles des représentants cultivés existent et en gris

26 I?V'a candidates.

Certains de ces phyla apparaissent majoritairement dans certains types d'écosystemes
(eau marine, eau douce, sol,..) et pas dans dautres. Il apparait que les environnements
pélagiques marins hébergent des communautés bactériennes différentes par rapport a celles
des environnements pélagiques d'eau douce (Methé et al., 1998; Glockner et al., 1999; Zwart

et al., 2002). L'étude bibliographique de Nold et Zwart (1998) met clairement en évidence
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quels sont les phyla bactériens majeurs dans les écosystéemes aquatiques, plus
particulierement quels sont les phyla de bactéries fixées aux particules et libres, caractérisant
les zones pélagiques et benthiques des milieux marins et d'eau douce (Fig.5.). Briévement, les
Actinobactéries traditionnellement associées aux ecosystemes terrestres (Goodfellow et
Williams, 1983; Rheims et al., 1999) sont probablement un des groupes les plus abondants du
bactérioplancton d'eau douce (Glockner et al., 2000; Sekar et al., 2003) ; les
Verrucomicrobiales, |es a-Protéobactéries et y-Protéobactéries (les y-Protéobactéries sont
dominantes en eau marine) et les cyanobactéries sont présentes dans la plupart des systémes
aquatiques; les o-Protéobactéries sont caractéristiques des eaux anoxiques et des sédiments,
alors que les bactéries appartenant au phylum des Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides Se
trouvent majoritairement sur des agrégats flottants marins et d'eau douce (Brachvogel et al.,
2001). Les p-Protéobactéries sont quasiment absentes des milieux marins, alors qu'elles
peuvent dominer dans certains écosystemes d'eau douce (Glockner et al., 1999) et constituer
ici une partie substantielle de la communauté fixée (Weiss et al., 1996; Brachvogel et al.,
2001; Knoll et al., 2001; Schweitzer et al., 2001). Contrairement a ce que I’on pensait, la
présence parfois importante d'Archaeabactéries a été observée dans les milieux aquatiques
non extrémes (DeLong, 1992; Massana et al., 1997; Ochsenreiter et al., 2003; Etien, 2005).
D'autres phyla sont, en général, peu nombreux mais néanmoins importants dans les

écosysteme aquatiques : il s'agit des bactéries vertes, des Fibrobacter et des Acidobacterium.

Eaux douces Eaux marines

Pélagique

Benthiq

Fig.5. Distribution des groupes taxonomiques microbiens en eau douce ou salée, en milieu
pélagique ou benthique. Les cercles représentent des agrégats/particules/d’autres organismes

sur lesquels se trouvent les bactéries fixées. D'aprées Nold et Zwart (1998).
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2.1.8.3. Espéce égale a OTU ?

Selon la définition classique proposée par Ernst Mayr (Mayr, 1982), une espéce est un
ensemble d'individus féconds entre eux et seulement entre eux, donc isolés des autres groupes
d'étre vivants. Ce concept est encore communément utilisé pour définir une espéce chez les
organismes supérieurs mais il est de facon évidente inapplicable aux bactéries, notamment en
raison de l'absence de vraie sexualité. De plus, a la différence des Eucaryotes, les caractéres
morphologiques des Procaryotes considérés seuls, n'ont qu'une faible signification dans la
classification des bactéries, car la grande majorité des microorganismes ont des formes trop
simples pour qu'on puisse les utiliser pour la taxinomie. Le développement d'outils de biologie
moléculaire a permis de contourner ces problemes. La définition d'espéce bactérienne est
fondée sur les propriétés de dénaturation et de renaturation du double brin d'’ADN génomique
bactérien en fonction de la température (analyses de réassociation d’ADN). Une espece
procaryotique est constituée de souches qui présentent des valeurs d'hybridation ADN-ADN
supérieure ou égales a 70% et une valeur ATm inférieure ou égale a 5% (Wayne et al., 1987).
La généralisation de I'analyse de I'ADNr a incité de nombreux scientifiques a se questionner
sur la correspondance entre une sequence d’/ADN codant pour la petite sous unité ribosomale
et une espece bactérienne (Fox et al., 1992; Stackebrandt et Goebel, 1994; Palys et al., 1997
Rosello-Mora et Amann, 2001). C'est ainsi qu'une corrélation entre les pourcentages
d'identités entre ARNr 16S et les pourcentages de réassociation ADN/ADN a été recherchée.
En général, les séquences d'/ADNr ayant des identités inférieures & 97% correspondent a des
especes différentes. Amann et al. (1995) abaissent par précaution cette limite a 95%.

Pour s‘affranchir des difficultés de définition d'une espéce, nombreux sont les
auteurs qui utilisent le concept d'Unité Taxonomique Opérationnelle (OTU). Kroes et al.
(1999) définissent un OTU comme un groupe de séquences d’ADN ribosomal 16S dans lequel
les séquences se ressemblent a hauteur de 99% alors que McCaig et al. (1999) fixent cette

limite & 97%.

2.1.9. L’origine de la diversité bactérienne

Des contraintes d’ordre pratique et théorique ont fortement limité (et certaines limitent
encore) l'évaluation de la biodiversité bactérienne et I’identification des facteurs et des
processus expliquant cette diversité. Ces contraintes concernent a la fois la faible proportion
de bactéries cultivables (Dykhuizen, 1998), leur abondance considérable au sein d’un

échantillon, leur grande diversité (Torsvik et al., 1990) et enfin la difficulté a définir une
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espéce bactérienne, et ont contribué ensemble au fait que nos connaissances concernant la
biodiversite des bactéries sont encore relativement limitées.

Certaines des contraintes décrites ci-dessus, ont pu étre contournées par le
développement d'outils biomoléculaires qui permettent l'analyse d'un grand nombre
d’échantillons. Ainsi, des réponses ont pu étre données aux questions suivantes : Est-ce que
les communautés bactériennes sont différentes d’un écosystéeme a l'autre ? Quelle est la
variabilité de la diversité au sein d’un méme écosysteme ? Quels facteurs influencent la

diversité bactérienne ?

2.1.9.1. Influence relative des facteurs biotiques et abiotiques sur la diversité bactérienne

Un certain nombre d'études conduites en milieu aquatique montre que divers facteurs
environnementaux abiotiques et/ou biotiques peuvent avoir une influence sur la

composition des communautés bactériennes (Nold et Zwart, 1998).

2.1.9.1.1. L'influence des facteurs physico-chimigues

La diversité bactérienne en milieu aquatique peut étre influencée par la température
(Ferris et al., 1996; Ferris et Ward, 1997; Ward et al., 1998; Simon et al., 1999; Yannarell et
Triplett, 2004), la concentration en oxygéne (Bosshard et al., 2000; Humayoun et al., 2003;

Vetriani et al., 2003) les conditions osmotiques, telles que la salinité (Murray et al., 1996;

Nubel et al., 2000; Casamayor et al., 2002) (un exemple de cela est la quasi absence de -
Protéobactéries des milieux marins), le pH (Hiorns et al., 1997; Lindstrom et Leskinen, 2002)
et les nutriments (notamment la qualité et la quantité de la MOD ; (Pinhassi et al., 1999; Eilers
et al., 2000a; Covert et Moran, 2001; Pinhassi et Berman, 2003)). Les nutriments organiques
et minéraux proviennent de la dégradation des organismes morts, de la lyse des cellules, de la
production primaire libérant du COD, de I'excrétion du zooplancton, des apports liés aux
activités humaines, etc. Les nutriments peuvent étre d'origine allochtones ou autochtones
(Crump et al., 2003). Un écosysteme oligotrophe peut étre particuliérement réceptif aux
apports allochtones apportés par le milieu environnant, alors que les systemes eutrophes
fonctionnent beaucoup plus sur le recyclage interne de la matiére organique. Différentes
études ont montré l'influence des nutriments organiques sur la composition de la diversité
bactérienne (Methé et Zehr, 1999; van Hannen et al., 1999, Yannarell et Triplett, 2004;
Lindstrom et Leskinen, 2002; Eiler et al., 2003). D'autres études ont montré l'influence des

nutriments minéraux, tels que l'azote, le phosphore, I'ammonium, le fer etc. (Pakulski et al.,
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1996; Lebaron et al., 1999; Fisher et al., 2000; Schafer et al., 2001). Certains groupes
taxonomiques de bactéries semblent étre favorisés en présence de certains types de nutriments
Ainsi, les bactéries appartenant aux C-F-B sont connues pour leur capacité a dégrader des
biopolymeres et des macromolécules organiques dissoutes (Cottrell et Kirchman, 2000;
Kirchman, 2002a; Zwisler et al., 2003), et de supplanter, ensemble avec les p-
Protéobactéries, les autres phyla sur les microagrégats en systeme lacustre (Brachvogel et al.,
2001). Les y-Protéobactéries deviennent dominantes dans les milieux enrichis en nutriments,
tels que les milieux de culture, et cela grace a leur développement rapide et leur
comportement opportuniste qui leur permettent d'étre plus compétitives par rapport a d'autres
groupes bactériens (Pinhassi et Berman, 2003), méme si certaines d'entre elles croissent
seulement en milieux tres appauvris (Cho et Giovannoni, 2004). Les S-Protéobactéries sont
également capables de proliférer dans des milieux a fortes concentrations en carbone
organique dissous (Burkert et al., 2003) ; elle constituent généralement le groupe dominant au
sein des communautés lacustres (Zwisler et al., 2003), notamment sur les agrégats
macroscopiques organiques en systéeme lacustre (“lake snow™) (Weiss et al., 1996) et sur les
microagregats en systeme lacustre également (Brachvogel et al., 2001). Les a-Protéobactéries
constituent trés souvent le deuxieme groupe le plus abondant se développant sur ces agrégats
(Weiss et al., 1996; Schweitzer et al., 2001). Les Actinobactéries au contraire, se développent
plutdt dans des milieux présentant des concentrations faibles en nutriments (Burkert et al.,
2003) et sont capables de dégrader des molécules complexes, telles que la lignine, la chitine et
les protéines (Ramachandra et al., 1988; Jiang et Xu, 1996; Mercer et al., 1996).

Les radiations ultra-violettes sont suspectées d'influencer la diversité des

communautés bactériennes tout comme elles sont capables d'influencer la diversité d'autres
communautés microbiennes, telles que le phytoplancton et les protistes (Davidson et Belbin,
2002). Cependant, Winter et al. (2001), ont montré que I'exposition a des radiations UV (280
et 400 nm) n'induisait que de faibles changements dans la composition de la communauté
bactérienne étudiée. L'impact des radiations lumineuses sur la diversité bactérienne mériterait
certainement d'étre approfondi dans le cadre d'études complémentaires. Récemment,
Schwalbach et al. (2005) ont révélé que la lumiére n'avait pas d'impact sur la structuration de
la communauté bactérienne hétérotrophe marine.

Une autre question qui mériterait également d'étre plus amplement examinée est
I'étude de la turbulence et de ses effets sur la diversité bactérienne. En effet, des études
mettent en évidence les effets des turbulences sur les prédateurs (Peters et al., 2002) et, par
ailleurs, les modifications de la composition bactérienne sous I’effet de la prédation est un fait
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reconnu (Pernthaler et al., 2001; Corno, 2004).

2.1.9.1.2. L'influence des facteurs de contréle biotigue

Une multitude de facteurs biotiques peut, tout comme les facteurs abiotiques,

influencer la diversité bactérienne : la prédation ou le broutage (Simek et al., 1997; Jirgens et
al., 1999; Simek et al., 1999; Suzuki, 1999; Hahn et Hofle, 2001; Langenheder et Jurgens,
2001) et l'infection virale (Jiang et Paul, 1998; Middelboe, 2000; Tarutani et al., 2000;
Middelboe et al., 2001; Fuhrman et Schwalbach, 2003; Schwalbach et al., 2004). Les résultats
d'une étude récente ont confirmé les effets directs (lyse de cellules) et indirects (accroissement

de composants organiques suite a la lyse) de la lyse virale sur la composition des
communautés procaryotiques d'eau douce (Jardillier et al., 2005a).

Certaines études suggérent une co-évolution entre proie/cellule hote et prédateurs/virus
qui permettrait aux bactéries d'échapper aux prédateurs (Hahn et Hofle, 1999) et de résister
aux attaques virales (Garvey et al., 1996; Bohannan et Lensky, 2000; Buckling et Rainey,
2002; Mendzhul et al., 2004). Il peut s'agir d’une évolution morphologique, parfois associée a
des changements génétiques.

D'autres facteurs et processus biotiques sont la compétition ou les caractéristiques de
la végétation environnante, des macrophytes, de la composition d'espéces phytoplanctoniques
(Van der Gucht et al., 2001; Kuske et al., 2002; Pinhassi et al., 2004). 1l est intéressant de

souligner l'influence de molécules dites allélopathiques (ou « molécule signal »)

biosynthétisées et libérées dans le milieu par des organismes tels que les bactéries, les
microalgues et les prédateurs/brouteurs. Ce phénomene a été mis en évidence par plusieurs
auteurs (Suikkanen et al., 2004, Corno, 2004). Des changements de la diversité bactérienne
ont été caractérisés au cours de proliférations de microalgues, notamment en début et en fin de
ces proliférations. Ces changements de diversité reflétent probablement le développement de
phylotypes bactériens intervenant dans la colonisation et la dégradation de particules (van
Hannen et al., 1999; Riemann et al., 2000; Fandino et al., 2001; Riemann et Winding, 2001).
Ces résultats contrastent avec les résultats de Rieman et Middelboe (2002) qui ont trouvé peu
de changements de diversité bactérienne (et virale) en relation avec un bloom de
coccolithophorides dans une eau c6tiére danoise. Cela est probablement lié a une plasticité
fonctionnelle de certains groupes fonctionnels a supporter des conditions de croissances
différentes.

La production primaire (taux de capture d’énergie et de fixation de carbone par les

producteurs primaires) est également connue comme un processus biotique capable
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d'influencer la diversité bactérienne (Benlloch et al., 1995; Torsvik et al., 1998; Kassen et al.,
2000; Yannarell et Triplett, 2004). Horner-Devine et al., (2003b) ont montré un effet
stimulant et un effet inhibiteur de la production primaire sur la richesse de certains groupes de
bacteéries et un effet nul pour d'autres groupes.

L'introduction de bactéries allochtones peut modifier la diversité des communautés

bactériennes autochtones (Schauer et al., 2000; Crump et al., 2003; Crump et al., 2004). Des
travaux de recherche en milieux lacustres ont mis en évidence l'importance des affluents et
des bassins versants quant a I'apport de bactéries allochtones (Lindstrém, 1998; Lindstrom et
Bergstrom, 2004). Un inventaire des cellules bactériennes du Lac Ortrasket, en Suede, a
montré que 29% des nouvelles cellules de certaines couches d'eau provenaient d'un affluent
du lac (Bergstrém et Jansson, 2000).

Enfin, nous pouvons évoquer l'influence de I’homme et de ses activités, qu'elles soient

d'origine agricole (McCaig et al., 1999; Tilman et al., 2001), industrielle ou urbaine (Mueller
et al., 2001; Roling et al., 2001) sur la diversité bactérienne. L'introduction chronique ou
accidentelle de xénobiotiques dans les milieux naturels aquatiques suite au déversement direct
de polluants ou a l'arrivée des polluants a travers le bassin versant, peut engendrer des effets
sur la structure d'une communauté bactérienne. On peut distinguer les effets directs de ces
polluants, c’est-a-dire les effets ayant une influence sur les organismes, en favorisant le
développement de certaines especes au détriment d'autres espéces (et inversement), des effets
indirects agissant sur les organismes par la modification des caractéristiques physico-

chimiques et biologiques du milieu dans lequel les bactéries évoluent.

2.1.9.1.3. L'influence de deux variables complexes : I’espace et le temps

Il est difficile d'évaluer I'influence propre sur la diversité bactérienne de la profondeur
car plusieurs variables biologiques et facteurs physicochimiques évoqués précédemment
(nutriments, O,, température, pression hydrostatique, prédation, etc.) sont aussi corrélées a
cette variable. Parmi les variables physiques directement définies par la profondeur, la
pression hydrostatique ; qui augmente de facon linéaire avec la profondeur, favorise le
développement d'organismes barophiles ou piezophiles (Vezzi et al., 2005). Les colonnes
d'eau sont souvent caractérisées par la présence de couches stratifiées de densités différentes ;
ces différences sont dues a des variations de température et/ou de salinité. Ces couches se
mélangent difficilement entre elles, ce qui a pour conséquence de favoriser la formation de

gradients au sein de la colonne d’eau. On observe ainsi des gradients d'intensité lumineuse, de
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composition spectrale de la lumiére, de concentration en oxygéne, de concentration en
nutriments, etc. (Pourriot et Meybeck, 1995). Cette distribution hétérogéne de ces diverses
variables physicochimiques mais aussi biologiques est a l'origine d'une structuration de la
diversité bactérienne le long de la colonne d'eau. Ainsi, plusieurs études mettent en évidence
une relation entre les communautés bactériennes et I'hydrographie : les diverses couches d'eau
hébergeant souvent des communautés distinctes (Jvreds et al., 1997; Murray et al., 1998;
Dominik et Hofle, 2002). D'autres études ayant pris en compte des échelles spatiales
horizontales et verticales, montrent que la variabilité spatiale horizontale est en général
beaucoup moins importante que la variabilité verticale (Riemann et al., 1999; Schauer et al.,
2000).

De la méme maniére que la profondeur, I'étude des variations saisonnieres néecessite de
prendre en compte plusieurs facteurs biologiques et physico-chimiques qui évoluent de fagon
hétérogéne au cours du temps. Ainsi, dans le Lac Plufsee (réservoir eutrophe), Hofle et al.
(1999) ont constaté une diminution drastique de la diversité bactérienne & deux occasions; au
printemps durant la phase des eaux claires par I’effet du broutage des bactéries par le
zooplancton, et en fin d'été par la dominance dans la communauté algale d'une espéce de
dinoflagellés. Des résultats similaires ont été obtenus dans un autre lac eutrophe américain
(Yannarell et al., 2003). Les études ayant pris en compte ces différentes échelles temporelles
et spatiales démontrent que la composition bactérienne varie en fonction de la profondeur et
de la saison (Pernthaler et al., 1998; Comte et al., 2005).

2.1.9.1.4. L'influence de I'nétérogénéité micro-environnementale

Qu'il s'agisse de facteurs biotiques ou abiotiques, il apparait que I'hétérogeneité
micro-environnementale des habitats favorise I'établissement d'une plus grande biodiversité.
Cette hétérogénéité peut étre spatiale ou temporelle. C'est ainsi que les sols et les sédiments
sont reconnus comme ayant généralement une diversité supérieure a celle des milieux
aquatiques (Nold et Zwart, 1998; Torsvik et al., 2002; Curtis et Sloan, 2004). Les travaux de
Zhou et al. (2002) et ceux de Korona et al., (1994) montrent que la présence de "patch" ou de
complexité dans I'environnement peut maintenir une plus grande diversité par rapport a des
milieux similaires mais plus homogénes. Pour Horner-Devine et al. (2004) il existe une
correlation positive entre la taille de I'aire échantillonnée et le nombre d'especes trouvé dans
cette aire, ceci en raison de I'nétérogénéité environnementale qui augmente généralement avec
I'aire. Dans les milieux aquatiques, la diversité bactérienne peut étre supérieure a l'interface

des compartiments "sédiments-eau” et a l'interface de couches oxiques et anoxiques du fait de

29



Chapitre | - Biodiversité : Modeles, réle, techniques d’analyses

gradients environnementaux qui offrent une plus grande diversité en terme d'habitat (Coyne,
1999; Madigan et al., 2000).

2.1.9.1.5. L’influence des perturbations

Une perturbation (angl. : disturbance) inclut d'une part tout événement discret
susceptible de perturber un écosysteme, de perturber la structure d’une communauté et d’une
population et d'autre part tout évenement discret capable de modifier les ressources, la
disponibilité d’un substrat ou de I’environnement physique (Pickett et White, 1985). Les
perturbations sont des processus pouvant influencer la diversité des animaux et des plantes.
Connell suggere ainsi que la diversité est maximale quand les intensités des perturbations sont
intermédiaire et propose "the intermediate disturbance hypothesis” (Connell, 1978). Cette
hypothese pourrait expliquer "le paradoxe du plancton”, décrit par Hutchinson dans les années
60 (1961) alors que la theorie de Il'exclusion compétitive (Hardin, 1960) voudrait qu'un
nombre limité d'espéces dominent un environnement aquatique a priori homogeéne. Les
travaux de Huisman et Weissing ont montré que la compétition entre especes
phytoplanctoniques pour les mémes ressources peut générer des oscillations et des
fluctuations chaotiques de I'abondance de chacune des especes et que ce sont ces fluctuations
et perturbations qui favorisent la coexistence de plusieurs espece et donc une plus grande
biodiversité (Huisman et Weissing, 1999; Huisman et Weissing, 2001a; Huisman et Weissing,
2001b).

Aujourd'hui I'nypothese des perturbations intermédiaires a été testée et acceptée pour
un ensemble d'environnements et de groupes biologiques. Ainsi, Floeder et Sommer (1999)
I'ont validé pour des communautés phytoplanctoniques. L'hypothése des perturbations
intermédiaires semblerait étre également applicable aux communautés bactériennes, comme le
montrent divers travaux effectués en laboratoire. Ainsi, des cultures de Pseudomonas
fluorescens, exposées a une gamme de concentration de nutriments, montrent une relation
unimodale entre diversité et productivité (Kassen et al., 2000). Cette relation unimodale serait
due a une compétition niche-spécifique. Les effets des perturbations (typiquement chimiques)
sur la diversité bactérienne ont été également examinés in situ. A titre d'exemple nous citons
la revue de Johnsen et al. (2001) et les travaux de Kozdroy et Van Elsas (2001) en ce qui
concerne les effets de perturbations chimiques sur la diversité de communautés bactériennes
dans des sols. Les travaux de Bruce et al. (1995) montrent qu‘un site moyennement exposé au
mercure présente une grande diversité des genes impliqués dans la résistance au mercure, et

au contraire que les sites faiblement ou fortement exposés au mercure, ont une diversité plus
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faible. Ces résultats sont donc en accord avec I'nypothése des perturbations intermédiaires.
Cependant, les conclusions des travaux in situ restent difficiles a interpréter, car souvent les
effets des perturbations peuvent étre confondus avec les effets d'autres facteurs tels que la
structure du sol, la couverture végétale, etc...

De facon générale, les fluctuations sont de deux types : les fluctuations générées par
des facteurs externes, tels que les oscillations dans la disponibilité de nutriments (Sommer,
1985) et les fluctuations causées par des systemes de feedback internes (Armstrong et
McGhee, 1976) tels que la prédation, la lyse virale, la compétition pour les éléments nutritifs
et pour certains systéemes la reproduction (Scheffer et al., 2003). En ce qui concerne les
communautés aquatiques microbiennes et notamment bactérienne, il a été proposé que
I’infection virale de ces communautés pourrait en partie expliquer le paradoxe du plancton
(Fuhrman et Suttle, 1993 ; Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004). La nature spécifique de
I’infection virale, combinée a la dépendance de I’infection a la densité de la population héte,
pourrait étre envisagée comme facteur explicatif de la mortalité de certaines espéces au dela
d’une certaine densité. Plus une population bactérienne est abondante, plus elle s’expose a la
lyse virale ; le virus exerce un contrdle de I’espéce dominante, phénomene connu comme
I’hypothese du « killing the winner » (Thingstad et Lignell, 1997). Cette hypothése a été
vérifiée mais aussi contredite a différentes reprises depuis (voir plus bas).

2.1.9.2. Les mécanismes influant la composition de la communauté bactérienne a

I’échelle locale et régionale

Actuellement les écologistes sont en désaccord sur les mécanismes qui peuvent influencer
la composition de la communauté bactérienne a I'échelle locale. Est-ce que le concept de
biogéographie peut étre appliqué aux bactéries de la méme fagon que pour les plantes et
les animaux, autrement dit, la question s'est posee de savoir s'il existe des espéeces
endémiques a certaines régions géographiques ou si toutes les especes bactériennes sont
cosmopolites? C'est ainsi que deux concepts sont souvent opposés : 1) le concept
d'ubiquité et 2) le concept de métacommunaute.

2.1.9.2.1. Le concept d'ubiquité

Historiqguement, le concept d'ubiquité vient de la déclaration de Baas-
Beckings (1934) : "Everything is everywhere, the environment selects". Le concept d'ubiquité

pourrait étre applicable aux microorganismes si I’on considere un certain nombre de
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caractéristiques favorisant leur dispersion : leur faible taille, leur taux de renouvellement
rapide, leur plasticité métabolique et leur abondance. A ces caractéristiques s’ajoute un faible
taux d'extinction (Whitman et al., 1998). Ainsi, la distribution de bactéries et d'autres
organismes microbiens peut étre considérée en théorie, comme étant indépendante des
barrieres géographiques (Finlay, 2002). De plus, le concept d'ubiquité suppose I’existence
d’un pool commun de bactéries présentes dans tous les milieux, méme si certaines des
bactéries du pool ne sont pas actives d'un point de vue métabolique. Les conditions
environnementales sélectionnent certains taxa plutét que d'autres au sein de ce pool commun.
D'une certaine maniére, cette idée d'ubiquité a été confirmée par l'existence de clusters
cosmopolites de séquences d'/ARNr 16S (Glockner et al., 2000; Zwart et al., 2002; Hahn,
2003). L'hypothése de biogéographie (la biogéographie est la distribution géographique
d’organismes dans le temps et I’espace), qui s'applique aux plantes supérieures et aux
animaux, a cependant été démontrée pour certains groupes microbiens, méme si elle reste une
hypothese controversée. Ainsi, I'existence de différentiations biogéographiques a été mise en
évidence a la suite de travaux réalisés sur certains taxa ou sur certaines especes bactériennes.
A titre d’exemple, nous citerons les travaux de Cho et Tiedje (2000) sur le genre
Pseudomonas, ceux de Gugger et al. (2005) sur le genre Cylindrospermopsis et ceux de
Whitaker et al. (2003) sur le genre Sulfolobus. Les travaux de Fulthorpe et al. (1998)
concernant la caractérisation génétique d'un ensemble de bactéries, isolées a partir
d'échantillons de sol de six régions différentes et qui ont toutes la capacité de dégrader le 3-
chlorobenzoate, montrent une forte endémicité parmi les génotypes isolés, parfois due au type
de végétation environnante. Les travaux de Papke et al. (2003) ont montré que les patrons
phylogénétiques observés dans une communauté de cyanobactéries de sources chaudes était
correlés a la distribution géographique des cyanobactéries, plutét qu'aux conditions
chimiques. Cette étude montre clairement que la structure locale d'une communauté est
influencée par des caractéristiques géographiques (probablement en résultat d'une dispersion
restreinte) et pas par les conditions environnementales locales. Un travail trés intéressant a été
fourni par Taylor et al. (2005) qui ont examiné la variabilité géographique de la diversité des
bactéries libres et celle des bactéries associées a une éponge marine. La forte ressemblance
des communautés bactériennes libres, indépendamment de la région géographique d'origine,
appuie I'nypothese de l'ubiquité (Baas-Beckings, 1934), alors que les différences de diversité
observées en examinant les communautés bactériennes associées aux éponges indiquent plutot
I'existence d'endémisme chez cette fraction de bactéries. Enfin, une étude effectuée sur 30 lacs

ameéricains, a montré que le niveau de diversité des communautés bactériennes était fonction

32



Chapitre | - Biodiversité : Modeles, réle, techniques d’analyses

de la latitude (Yannarell et Triplett, 2005). Pour conclure sur ce sujet, il convient de réfléchir
au fait que la réponse a la question d'ubiquité des microorganismes dépend peut étre et surtout
de la résolution phylogénétique choisie (Cho et Tiedje, 2000). Enfin, notons que dans ce
concept d'ubiquité, les conditions environnementales locales sont les facteurs majeurs qui

interviennent dans la régulation de la composition d'une communauté bactériennes.

2.1.9.2.2. Le concept de métacommunauté

Le concept de métacommunauté est en opposition avec le concept d'ubiquité (Curtis
et Sloan, 2004). Dans ce concept, une communauté locale (ex. : les communautés bactériennes
d'un lac) n'est pas vue comme une entité isolée et fermée sur elle méme, mais comme une
entité influencée et formée par des processus régionaux (voir Leibold et al., (2004)) (Fig.6.).
Une métacommunauté peut étre définie comme un ensemble de communautés locales liées
entre elles par la dispersion de certaines espéces. La dispersion agit ici comme un facteur
homogénéisant qui augmente la similarité entre les communautés locales au sein d'une région
(ou metacommunauté). Curtis et Sloan (2004) suggerent que la composition de la
communauté bactérienne est le fruit d'événements se produisant au hasard, en relation avec le
recrutement de bactéries spécifiques du pool d'espéces régional environnant. Dans ce concept,
une bactérie caractérisée par une certaine fonction au sein d'une communauté locale n'est pas
la seule a pouvoir effectuer cette fonction mais la premiéere qui a pu occuper cette niche
écologique. Si des phénomenes d'extinction interviennent sur cette bactérie, d'autres especes
bactériennes du méme groupe fonctionnel (notion de redondance) pourront occuper cette
niche. Contrairement au concept d'ubiquité, dans le concept de métacommunauté la
composition d'une communauté bactérienne est le fruit du hasard. Trois processus majeurs
sont responsables de la création du patron biogéographique : la dispersion, la spéciation et

I'extinction (revue par (Horner-Devine et al., 2003a)).
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Métacommunauté d’un écosystéme
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Fig.6. La composition de la communauté et la dynamique des populations sont influencées d'une
part par des processus locaux (ex.: conditions environnementales) et des processus régionaux
(ex. : appelé la métacommunauté), et déterminent le fonctionnement de communautés locales,

ainsi que de I'écosysteme. D*apres Langenheder (2005).

2.2. Les virus et les bactériophages en particulier

L’existence des virus a été découverte grace a un chercheur allemand (Adolf Mayer) a
la fin du XIX®™ siécle. Le terme virus signifie poison en latin. Ils se différentient des autres
microorganismes par leur mode de reproduction, qui est basé sur la réplication de leur
matériel génétique dans une cellule hote, et par leur structure particuliére. Ce sont des
parasites obligatoires. Les virus qui infectent les cellules bactériennes sont appelés
bactériophages ou phages (Fig. 7). Les recherches entreprises jusqu'ici montrent que la
majorité des virus dans la biosphére sont des bactériophages, il s’agit donc du plus grand
groupe viral, ce qui n'est pas étonnant sachant 1) que les bactéries sont les organismes hétes
les plus abondants et 2) qu'en général il existe pour chaque héte au moins un virus spécifique.
Entre 1959 et 2003, plus de 5.300 bactériophages ont été observés et décrits par microscopie
électronique (Ackermann, 2003). Les cyanophages, autrement dit les virus qui infectent les
cyanobactéries, sont des virus proches des bactériophages, mais qui semblent avoir évolué de
fagon indépendante (Padan et Shilo, 1973; Proctor et Fuhrman, 1990; Suttle, 2000c; Suttle,

2000a; Sullivan et al., 2003). Enfin, des virus a microorganismes eucaryotes existent
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comme le montrent diverses études en milieu aquatique (Chen et Suttle, 1996, Brussard et al.,
2004; Suttle, 2000b; Nagasaki et al., 2004).

Fig.7. Photos de bactériophages; au centre des bactériophages entourant une cellule

d'Escherichia coli. L'échelle correspond a 100 nm. Extrait de Bruessow et Hendrix (2002).

2.2.1. Taille, organisation structurale et forme

La taille des virus est comprise en général entre 18 et 400 nm. Toute particule virale
est constituée d'acide nucléigue (ADN ou ARN), entouré par une coque, appelée capside. Les

acides nucléigues sont de deux types, soit a ARN, soit a ADN double ou simple brin. La
capside est constituée de protéines seules ou combinées a des glucides et est parfois entourée
d'une membrane plasmique provenant de la cellule hote qui a "produit™ la particule virale. La
capside a comme fonction primaire de protéger le génome du virus lorsque le virion se trouve
a l'extérieur de la cellule héte et comme fonction secondaire de porter les déterminants viraux
qui se lient de maniere spécifique aux récepteurs de la cellule héte. Deux grand types de
structure de capside existent : les capsides a symétrie hélicoidale et les capsides a structure
icosaédrique (cubique). De plus, les particules virales peuvent étre équipées d'une queue
mobile, ou non, courte ou longue, ou au contraire en étre dépourvu. 96% de tous les
bactériophages sont des phages a queue, appelés Caudovirales ; les 4% restants sont a forme
cubique ou filamenteuse ou sont pléiomorphes (Fig. 8 et Tab. 2). Sur la base des
caractéristiques morphologiques de leur queue, les Caudovirales sont divisés en Myoviridae
(possédant une queue contractile), en Siphoviridae (queue longue non contractile) et en
Podoviridae (queue courte non contractile) (Ackermann, 2001 ; Bruessow et Hendrix, 2002 ;
Ackermann, 2003). Ces trois morphotypes constituent 25, 61 et 14% des Caudovirales.
L’étude morphologique la plus complete ayant été effectuée en milieu aquatique, a été
effectuée sur le Lac PluBsee et a confirmé la présence des trois morphotypes (Myo-, Sipho- et

Podoviridae) au sein de cet écosystéeme (Demuth et al., 1993).
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Les cyanophages sont tous des phages a double brin d'’ADN et ils regroupent des
représentants appartenant aux trois familles de phages a queue decrites ci-dessus
(Myoviridaie, Syphoviridae et Podoviridae). Chaque famille contient des représentants qui
infectent des cyanobactéries filamenteuses et unicellulaires (revue par Suttle (2000a)).
Différentes études ont mis en évidence que certaines formes prévalent dans certains types
d'écosystemes. Il apparait en fait, qu'en mer les Myoviridae spécifiques a Synechococcus
semblent étre les plus couramment isolés et les plus abondants (>10°.mL™) (Suttle et Chan,
1993; Wilson et al., 1993; Lu et al., 2001; Ortmann et al., 2002; Marston et Sallee, 2003;
McDaniel et Paul, 2005), alors qu'en eau douce prédomineraient les Podoviridae et les
Siphoviridae spécifiques a diverses especes de cyanobactéries plutot filamenteuses (Suttle,
2000a).

ssDNA dsDNA

o ol <Xe

Corticoviridae  Tectiviridae
Podoviridae

Myoviridae ®
Siphoviridae

Plasmaviridae

(=== — =]
Lipothrixviridae <>

~ Fuselloviridae

! |

Rudiviridae

W T ©

Inoviridae Leviviridae Cystoviridae

Fig. 8. Représentation schématique des groupes majeurs de phages. D'aprés Ackermann (2003).

Consulter Tab. 2. pour les codes d'identifications.
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Tab.2. Classification et caractéristiques basiques des bactériophages. C : circulaire ; L : linéaire,

S: segmenté; T: superhélicoidale; ss: brin dADN simple; ds: double hélice. Daprés

Ackermann (2003).

Forme Type d’acide | Ordres et | Genres | Exemples | Membres Caractéristiques
nucléigue familles
A queue DNA, ds, L Caudovirales 15 4950
Myoviridae 6 T4 1243 Queue c.
Siphoviridae | 6 Lamba 3011 Queue longue, non c.
Podoviridae 3 T7 696 Queue courte
Polyédrique DNA, ss, C Microviridae 4 OX174 40
ds,C, T Corticoviridae | 1 PM2 3? Capside complex
ds, L Tectiviridae 1 PRD1 18 Vésicule interne
RNA, ss, L Leviviridae 2 MS2 39
ds,L,S | Cystoviridae 1 D6 1 Envelope
Filamenteux DNA, ss, C Inoviridae 2 fd 57 Filaments ou batonnets
ds, L Rudiviridae 2 SIRV1 8?
Pleiomorphe | DNA, ds, C, T | Plasmiviridae 1 L2 6 Enveloppe, sans
Ds, C, T | Fuselloviridae | 1 SSv1 87? capside
Pas de capside

2.2.2. Modes de reproduction des bactériophages

Comme le sont tous les virus, les bactériophages sont des parasites obligatoires et
intracellulaires. Ils sont spécifiques d’un hote (en angl. : host-specific) (Bratbak et al., 1994).
Leur multiplication est dépendante des cellules qu’ils infectent. L'infection commence avec la
fixation ou l'adsorption du virus aux récepteurs présents a la surface de la cellule héte et
continue avec l'injection de I'acide nucléique viral dans la cellule héte. Une fois dans cette
cellule, le virion peut étre a I’origine d’un cycle de type virulant (ou lytique), tempéré (ou
lysogénique), pseudolysogénique ou moins souvent chronique (Fig. 9.) (Fuhrman et Suttle,
1993 ; Sime-Ngando, 1997). Au cours d'un cycle lytique, le génome viral est répliqué et les
différents constituants viraux vont encapsider le génome viral afin de former des néovirus qui
seront libérés dans I'environnement par lyse de la cellule hote. Au cours d'un cycle
lysogénique, on assistera & la formation d'un provirus, c'est & dire que le génome viral va
s'intégrer au génome de la cellule héte. Le provirus se reproduira avec I'ADN de son hote et
sera transmis aux générations futures. L'induction d'un cycle lytique peut avoir lieu de facon
spontanée (en absence de facteurs spécifiques d'induction) ou étre provoquée notamment par
des facteurs de "stress", tels que les rayons UV, les chocs thermiques etc. Le cycle chronique

est identique a un cycle lytique, sauf qu'il n'y aura pas de lyse de la cellule hote ; les néovirus
seront expulsés de la cellule héte par bourgeonnement ou par extrusion de filament. Enfin, au

cours d'un cycle pseudolysogénique, I'ADN du phage ne s'intégre pas a I'ADN de I'hbte et sera

distribué dans la progéniture de la cellule héte. La proportion de cellules lysogéniques varie
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en fonction des communautés bactériennes étudiées (Wilcox et Fuhrmann, 1994; Weinbauer
et Suttle, 1996; Wilson et Mann, 1997; Ortmann et al.,

virale de type lytique soit prépondérante dans les écosystemes aquatiques, notamment dans les

2002). Il semble que la production

eaux riches en nutriments, en particulier lors de blooms du plancton et dans la couche
trophogéne (Sime-Ngando, 1997). Inversement, la production virale de type lytique semble
étre défavorisée dans des systémes a faible densité de @te ou lorsque ce dernier n'est pas

favorisé par son environnement (Wommack et Colwell, 2000).
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Fig.9. Représentation schématique des principaux types de cycles de vie de virus, et notamment

des bactériophages. Image d'apres Weinbauer (2004).

2.2.3. Ubiquité et nombre total de virus sur Terre

Les virus en général, et les bactériophages en particulier, sont probablement
ubiquistes. En fait, dans la plupart des écosystemes ou leur étude a été entreprise, des virus
ont été mis en évidence. Ainsi, ils ont été trouvés en eau douce et marine (Wommack et
2005), dans les

sédiments (Duhamel et Jacquet, 2005), mais aussi dans des milieux extrémes tels que les

Colwell, 2000; Borsheim, 1993), en milieu terrestre (Williamson et al.,
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milieux alcalins et/ou hypersalins (Pedros-Alié et al., 2000; Jiang et al., 2004) et les sources
d'eau chaude (angl. : hot-spring) (Breitbart et al., 2004b).

Quel est le nombre total de bactériophages sur Terre ? Pour répondre a cette question,
un certain nombre de données doivent étre pris en compte : 1) le nombre de bactéries sur
Terre et 2) le nombre moyen de bactériophages par cellule bactérienne. Concernant le premier
point, Whitman et al. (1998) ont estimé & 10°° le nombre total de bactéries sur Terre.
Concernant le deuxieme point, nous assumons un nombre moyen de 10 bactériophages par
cellule bactérienne. D’une fagon générale, dans les échantillons naturels pélagiques, on trouve
en moyenne entre 2 a 10 fois plus de virus que de bactéries, méme si ce nombre peut
occasionnellement étre < 1 ou > 50. Dans des eaux riches en nutriments, le rapport entre virus
et bactéries augmente en général (revue par Wommack et Colwell (2000)).

Nous pouvons donc extrapoler de ces données le nombre total de bactériophages
(Angly et al., 2005). Rohwer et Edwards ont estimé ainsi le nombre total de virus sur Terre &
10! (Rohwer et Edwards, 2002) ; les virus et donc les bactériophages seraient donc le groupe
biologique le plus abondant sur Terre. Le nombre de Caudovirales, la forme majoritaire chez
les bactériophages, a été estimé par Bruessow et Hendrix (2002) & plus de 10%.

Compte tenu que le plus grand nombre de bactéries se trouve dans les sédiments
océaniques et dans les sols (Whitman et al., 1998) et que les abondances des virus sont
directement corrélées a I'abondance de I'h6te comme cela a été démontré par exemple par
Suttle (2000d) dans le cas des cyanophages, nous pouvons donc supposer que la majorité des

bactériophages se trouvent dans les sédiments océaniques et les sols (Middelboe, 2005).

2.2.4. Abondance en milieu aguatique et facteurs de régulation

L'introduction de nouvelles méthodes de comptage de virus a permis d'acquérir des
informations quant a I'abondance virale dans les eaux naturelles. La découverte de fortes
abondances de virus aquatiques appartient a Torrella et Morita (1979) qui comptérent par
microscopie électronique plus de 10 particules virales par mL d'eau dans la baie de Yaquina
(Oregon). Une dizaine d'années plus tard, Sieburth et al. (1988) comptérent cette fois-ci par
microscopie & épifluorescence avec une coloration DAPI, 6 x 10° particules virales par ml
d'eau. Depuis, de nouvelles données ont été obtenues au moyen de la microscopie
électronique a transmission (Bergh et al., 1989; Proctor et Fuhrman, 1990) qui est de moins en
moins utilisé au profit de la microscopie a épifluorescence (Hara et al., 1991). Cette derniere

technique est encore couramment utilisee (Hennes et Suttle, 1995; Noble et Fuhrman, 1998),
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méme si la cytométrie en flux, technique plus récente, a considérablement facilité le comptage
de virus (Marie et al., 1999; Brussard et al., 2000; Vives-Rego et al., 2000; Chen et al., 2001;
Brussard, 2004).

Ainsi, il est apparu que les virus constituent le groupe biologique le plus abondant en
milieu aquatique, puisque leur abondance est typiquement comprise entre <10° et >10°
particules par millilitre (Bergh et al., 1989; Bratbak et al., 1994; Maranger et Bird, 1995;
Wommack et Colwell, 2000). La variabilité de lI'abondance virale selon une échelle spatio-
temporelle suggére une relation forte entre lI'abondance virale et les deux principaux facteurs
qui affectent I'abondance bactérienne : la charge en matiére organique dissoute et la
température (Sime-Ngando, 1997). En fait, I'abondance des virus est genéralement plus élevée
au printemps et en été (Bettarel et al., 2003a ; Farnell-Jackson et Ward, 2003), en zone cétiére
gu'en zone pélagique marine (Boehme et al., 1993; Paul et al., 1993) et enfin dans la couche
trophogéne que dans la couche tropholytique océanique (Boehme et al., 1993; Cochlan et al.,
1993). Des exceptions a cette regle, existent cependant (Personnic S., communication
personnelle).

Dans des écosystemes aquatiques naturels, I'abondance virale dépend de la
production de nouvelles particules virales et du devenir de ces particules. La production
de nouvelles particules peut étre initiée par I'infection d'une cellule héte sensible par un virus
Iytiqgue ou alors par l'activation (induction) du génome viral porté par une cellule héte
lysogénique ou pseudolysogénique. Le nombre de particules virales produites par cellule
infectée s'appelle la charge virale (angl. : Burst size). Ce nombre est important dans les
calculs de production virale pour estimer I'importance relative de la mortalité induite par
infection virale. En prenant en compte des échantillons d'eau douce et marine, la valeur
moyenne de "burst size" est de 24 phages par cellule bactérioplanctonique (revue par
Wommack et Colwell (2000)). Le devenir de ces nouvelles particules libérées par la cellule
hote, dépend du succes de I'infection qui dépend elle-méme de la densité des cellules hétes et
augmente avec le nombre de cellules sensibles dans le milieu. Lorsque il n'y a pas de
rencontre avec une cellule hote sensible, les virus subissent alors une destruction rapide par
des facteurs biotiques (exo- et ectoenzymes, broutage, mécanismes de résistance de la cellule
hote,..) et/ou abiotiques (rayonnement ultraviolet, température, agents chimiques, adsorption
sur des particules inertes) (Kapuscinski et Mitchell, 1980; Suttle et Chen, 1992; Suttle,
2000a). Compte tenu de la demi-vie d'une particule virale d'environ 36 heures (revue par
Wommack et Colwell (2000)) et des densités virales élevées et relativement constantes, il est
probable que la prolifération virale en milieu pélagique soit trés rapide, méme en présence de

40



Chapitre | - Biodiversité : Modeles, réle, techniques d’analyses

faibles densités d'hote spécifique (Kokjohn et al., 1991).

2.2.5. ROle fonctionnel des bactériophages en milieu aquatique

Les études concernant le role des virus ont mis en évidence que ceux-ci occupent un
role important dans les processus microbiens impliqués dans le fonctionnement des
écosystemes aquatiques (Fuhrman et Suttle, 1993; Fuhrman, 1999; Wilhelm et Suttle, 1999;
Wommack et Colwell, 2000; Weinbauer, 2004; Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004).

2.2.5.1. Flux de matiére

La vision de la chaine alimentaire (phytoplancton - mesozooplancton -
planctonophages — piscivores) classique a été révolutionnée par Pomeroy (1974) et finalisée
par Azam et al. (1983) qui ont montré I'importance et le réle des communautés bactériennes
dans le recyclage de la matiere organique. Ce nouveau paradigme a été appelé par Azam et al.
(1983) "the microbial loop™ (la boucle microbienne), ou la plus grande quantité de carbone
produite par le phytoplancton sous forme de COD est assimilée par les bactéries qui sont
ensuite broutées par des protistes hétérotrophes flagellés. Ce processus permet un recyclage
important de la matiére organique résultant de la production primaire vers les niveaux
trophiques supérieurs. La découverte d'abondantes quantités de virus dans tous les
écosystéemes aquatiques a eu un impact immediat sur ce concept de boucle microbienne. La
figure 10 montre qu'en provoquant la lyse des cellules, les virus interviennent sur le flux du
carbone au niveau de chaque niveau trophique microbien en transformant la matiére

particulaire en matiére dissoute (Bratbak et al., 1994).
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La lyse virale influence non seulement le flux du carbone mais aussi le flux d'azote et
de phosphore. En fait, la lyse virale s'accompagne d'un enrichissement du milieu environnant
en matiere organique riche en C, P et N, essentiellement constituée de particules virales, de
débris organiques, de constituants cellulaires et de molécules diverses; il s'agit en résumé de
matiere organique dissoute (< 0,45 um). La production virale lytique peut ainsi influencer le
fonctionnement et le rendement des réseaux trophiques microbiens et des chaines alimentaires
aquatiques, a travers la boucle trophique bactéries — bactériophages -~ MOD - bactéries
(Middelboe et al., 1996). Ceci est lié au fait que la lyse virale des bactéries contribue au
recyclage des nutriments (C, N, P), qu'elle réduit la contribution de la production bactérienne
aux flux de matiére et dénergie vers les maillons trophiques supérieurs et qu'elle peut
paradoxalement étre a l'origine d'une forte production bactérienne, en l'absence d'un
accroissement de la production primaire. Enfin, les impacts potentiels des activités virales sur
les cycles des nutriment en milieu océanique ont été revus par Wilhelm et Suttle (1999). Ces
auteurs estiment que le pourcentage de carbone produit par les bactéries et perdu suite a la
lyse virale est compris entre 8 et 42% au large et entre 6,8 et 25% en zone cétiére.

Il faut aussi signaler que le role des virus comme maillon trophique en milieu
aquatique en tant que source de nourriture pour le protozooplancton, semble étre négligeable

en raison de leur faible taille et malgré leur forte abondance (Bettarel et al., 2005).

2.2.5.2. Controéle des populations hétes

Compte tenu, d'une part de leur mode de vie (infection avec mort de I'hdte spécifique)
et d'autre part, de leur abondance en milieu aquatique (Bergh et al., 1989), les virus ont un
impact quantitatif et qualitatif notable sur les populations hotes (contrdle de populations)
(Sime-Ngando, 1997; Wilhelm et Suttle, 1999; Weinbauer, 2004; Weinbauer et
Rassoulzadegan, 2004 ). En ce qui concerne leur impact quantitatif (mortalité de I'n6te) dans
les eaux superficielles, la lyse virale est un processus biologique qui peut expliquer entre 10 et
50% de la mortalité journaliére des bactéries (Fuhrman, 1999). De la méme maniére, les
premiers résultats acquis au laboratoire de I’INRA de Thonon ont mis en évidence que les
virus du lac du Bourget pouvaient étre responsables a hauteur de 50% de la mortalité
bactérienne en I’absence d’autres prédateurs (Jacquet et al., 2005b). Enfin, ils affectent les
communautés biologiques d'un point de vue qualitatif. lls influencent en effet la diversité et la

composition d’une communauté en privilégiant I’infection et la mortalité de leurs hotes
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(especes) spécifiques (Lenski et Levin, 1985; Fuhrman et Suttle, 1993; Bratbak et al., 1994;
Wommack et al., 1999).

Les virus interviennent également dans le transfert du matériel génétique au niveau de

la population hote (Bratbak et Heldal, 1995; Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004). Les virus
peuvent permettre I'échange de matériel génétique entre deux bactéries hotes via le
phénomene de transduction (Levison et al., 1987 ; Miller, 1988; Chiura, 1997; Paul, 1999).
Ainsi, les virus influencent I'ensemble des processus biogéochimiques et biologiques en
milieu pélagique en jouant non seulement un role dans le recyclage de I'énergie et de la
matiére organique, mais aussi un rdle dans I'évolution des hotes (Weinbauer et

Rassoulzadegan, 2004).

2.25.3. Controle des populations de cyanophages ou d'autres especes

phytoplanctoniques impliquées dans la formation de blooms

Une large proportion des travaux menés sur les virus aquatiques concerne les
cyanophages. Cela est du d'une part a la présence ubiquiste de leurs hotes, les cyanobactéries,
en mer et en eau douce (Suttle, 2000a), et d'autre part a leur abondance et leur importance
dans ces milieux. En milieu marin, deux genres de cyanobactéries sont particulierement
abondants : Synechococcus et Prochlorococcus (Partensky et al., 1999). Leur contribution
conjointe a la production primaire en milieu marin oligotrophe est comprise entre 32% et 89%
(Gorick et Welschmeyer, 1993; Li, 1995; Liu et al., 1997a; Veldhuis et al., 1997). En milieu
aquatique d'eau douce, les proliférations de cyanobactéries, liées a une dégradation de la
qualité des eaux (eutrophisation), causent des dommages économiques et écologiques
croissants (Christoffersen, 1996; Chorus et al., 2000; Dokulil et Teubner, 2000; Briand et al.,
2004), d'ou I'intérét de la part des scientifiques pour I'étude des cyanophages comme agents de
contréle biologique potentiels de ces proliférations (Suttle, 2000a). Les travaux de Proctor et
Fuhrman (1990) et de Suttle (2000a) ont mis en évidence que la lyse virale peut étre une cause
importante de mortalité non seulement des bactéries hétérotrophes mais aussi des
cyanobactéries, alors qu'avant la mortalité des cyanobactéries était attribué au seul broutage
par le zooplancton (Fenchel, 1982; Sherr et Sherr, 1987). Par ailleurs, Sieburth et al. (1988)
présumaient que les virus avaient un impact plus élevé sur la structure génétique que sur leur
abondance. Depuis, différents travaux appuient I'nypothese d'un contréle virale de certains
blooms planctoniques. Par exemple, des travaux effectué dans un lac eutrophe, ont mis en

évidence le déclin d'une population de cyanobactéries en paralléle a un pic d’abondances de
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virus (Gons et al., 2002). Le développement de virus en forte densité lors de la prolifération
de certaines espéces phytoplanctoniques marines a été observe egalement pas d'autres auteurs
(Bratbak et al., 1990; Brussaard et al., 1996; Jacquet et al., 2002; Nagasaki et al., 2004).

2.2.6. Diversité taxinomique des bactériophages

A I’heure actuelle nous n’avons pas d’estimation de la diversité spécifique des
bactériophages sur Terre. Il semblerait que la diversité virale soit en tout cas supérieure a celle
des bactéries. (Consulter 2.2.6.2.).

2.2.6.1. Les techniques basées sur la mise en culture

Les approches qui sont basées sur la mise en culture de virus utilisent la procédure
classique de "formation de plaques” (angl.: « Plague Assay »). Tout d'abord, I'hdte est
cultivé dans un milieu de culture liquide, puis il est mélangé a I'échantillon contenant le virus
a étudier. Ce mélange est ajouté a de I'agar et I'ensemble est coulé dans une boite de culture.
Si le phage est capable d'infecter I'hote, alors la lyse de I'n6te aura comme consequence la
formation d'une zone plus claire dans la boite de culture. Cette zone plus claire est appelée
"plaque”. Grace a cette technique il a pu étre démontré qu’au moins un, mais en général
plusieurs virus sont capables d'infecter un héte (Suttle et Chan, 1993; Sullivan et al., 2003).
Ce genre d'approche limite cependant de fagcon considérable I'étude de la diversité virale, car
la plupart des microorganismes hotes, tels que les bactéries, ne sont pas cultivables en

laboratoire.

2.2.6.2. Les techniques biomoléculaires

Les approches qui ne requierent pas la mise en culture des virus afin d'en étudier la
diversité, sont les approches basées sur des informations en provenance du genome viral. En
général, les approches génétiques sont basées soit sur I'analyse d'un géne conservé
préalablement amplifié par PCR, soit sur I'analyse du génome entier. Ces études de
diversité génétique virale ont été pour la plupart d'entre elles, effectuées en milieu marin (ex. :
(Wichels et al., 1998; Wilson et al., 1999)), et seules deux études, la notre (article 1V) et celle
de Short et Suttle (2005) traitent & notre connaissance de la diversité de cyanophages en eau
douce. La limitation principale des approches génétiques dans le cas de I’étude des virus, est

d'obtenir suffisamment d’ADN pour procéder a son analyse (Paul et al., 2002). En fait, la
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quantité d'ADN viral dans 100 L d'eau est d’environ 10 pg (Breitbart et al., 2002).

Quant aux méthodes d*analyses d'un gene conservé, il est a noter que les virus ne
contiennent pas de locus analogue a I'ARN 16S des procaryotes ou a I'ARN 18S des
eucaryotes, ce qui rend I'étude de la taxonomie et de la phylogénie des virus dans leur
globalité impossible via des approches génétiques basées sur un seul et méme gene. Les virus
ne peuvent donc étre classés sur la base de la sequence d'un marqueur genétique unique
(Rohwer et Edwards, 2002). Les analyses sur des génomes entiers ont mis en évidence 1) que
le génome viral contient des séquences nucléiques codant pour des protéines structurelles
(queue, téte,..) ainsi que pour des protéines intervenant dans la réplication d'ADN, dans la
transcription, dans I'assemblage d’ADN et dans la lyse de génes (Bruessow et Hendrix, 2002)
et 2) que des séquences conservées d’ADN existent au sein de certains groupes de virus,
méme si parfois ces séquences spécifiques d’un groupe sont parfois présentes également chez
d’autres groupes viraux (Short et Suttle, 2005).

La diversité des cyanophages (des cyanomyophages plus précisément) a été par

exemple étudiée en analysant la diversité de séquences d’ADN codant pour une protéine
structurelle de la capside virale. Cette séquence d’ADN est relativement conservée chez les
cyanophages et elle a été découverte par Fuller et al. (1998). Il s’agit d’une séguence
homologue au gene g20 du coliphage T4, qui est probablement le phage le mieux connu
(Ackermann et Krisch, 1997). De nouveaux couples d’amorces ciblant cette région chez les
cyanophages, ont été definis plus tard (Zhong et al., 2002 ; Short et Suttle, 2005). Pour
d'autres groupes de virus, des séquences nucléiques relatives a d'autres protéines structurelles

ont été proposées. La diversité des virus a microalgues repose sur I’étude du géne codant pour

un type de polymérase a ADN, supposé étre conserve chez ce groupe de virus (Chen et Sulttle,
1996; Chen et al., 1996). Enfin, pour étudier la diversité des virus a Emiliania huxleyi,
Schroeder et al. (2002) ont proposé des amorces PCR ciblant une protéine majeure de la
capside virale, qui serait spécifique aux virus a Emiliania huxleyi.

Diverses techniques, telles que la DGGE (Wilson et al., 2000; Short et Suttle, 2002 ;
Short et Suttle, 2005 ), la T-RFLP (Wang et Chen, 2004) et le clonage-séquencage (Wilson et
al., 1999) ont eté utilisées afin d’analyser la variabilité des génes « marqueurs » au sein de
chaque groupe viral. La grande majorité des séquences trouvées, appartient a des nouveaux
sous-groupes qui n’ont pas de représentants cultives.

Des techniques différentes, telles que les analyses de restriction (RFLP; (Cottrell et
Suttle, 1995)), de PFGE (Wommack et al., 1999), d'hybridation (Wichels et al., 1998 ; Jiang
et al., 2004), mais aussi de séquencage ont été appliquée aux études génomiques, effectuées
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soit sur un ensemble d’ADN viral dans un échantillon naturel (Breitbart et al., 2002; Breitbart
et al., 2003b ) soit sur le génome de virus isolés (Sullivan et al., 2005). Le sequencage d’un
génome viral peut poser plusieurs problemes spécifiques, notamment en raison de la faible
abondance d’ADN libre dans I’environnement (DeFlaun et al., 1986; DeFlaun et al., 1987),
I’existence de génes viraux qui provoquent la mort de I’organisme hote utilisé dans le clonage
(Wang et al., 2000) et enfin, de I’ADN viral « non clonable » a cause de modifications de
I’ADN lui méme (Warren, 1980). L’age génomique des virus a commencé en 1977 quand le
premier génome virale a été séquencé (Sanger et al., 1977). Le sequengage d’un génome viral
est une analyse relativement peu codteuse et rapide, et par conséquent accessible, en raison de
sa faible taille. Plus précisément, la taille du génome des bactériophages est comprise entre 4
kb et 600 kb (Bruessow et Hendrix, 2002), soit 10 a 20 fois moins que la taille moyenne du
génome d'une bactérie. Le fait que jusqu’en 2002, une centaine de génomes de bactériophages
ait pu étre séquencé et publié, illustre bien I’efficience de cette technique quant elle est
appliquée a I’étude génomique des bactériophages.

Les approches métagénomiques, appliquées sur I’ensemble de génomes microbiens
présents dans un échantillon naturel semblent étre particulierement prometteuses. La
technique de « shot-gun » s’est avéree étre un outil particulierement intéressant dans le cadre
de ces études (Rohwer et al., 2001; Edwards et Rohwer, 2005). Afin de déterminer la diversité
de tous les virus a double hélice d’ADN, Breitbart et al. ont partiellement séquencé des
banques de clones de type « shotgun » en provenance de communautés naturelles virales,
prélevées dans des eaux de surface marines (Breitbart et al., 2002), dans du sédiment marin
(Breitbart et al., 2003a) et dans un échantillon fécal humain (Breitbart et al., 2003b). Plus
récemment, Cann et al. (2005b) ont appliqué cette technique de shotgun sur un échantillon
fécal équestre. Les analyses réalisées sur ces métagénomes ont mis en évidence que 1) la
diversité des communautés virales naturelles, estimée par des modeles mathématiques, était
énorme (5.000 génotypes viraux dans 200 L d’eau de mer et 1.000.000 dans 1 kg de sédiment
marin) et superieure a celle des bactéries; 2) 75% de I’ensemble des genes présents
représentaient des nouveaux genes, suggérant qu’une large part de la diversité génétique est
pour le moment inconnue et que la majorité de virus appartiennent a des nouveaux groupes et

n’ont pas de représentants cultivés (Breitbart et Rohwer, 2005).

2.2.6.3. Deux systémes de classifications, deux notions d’espéces ?

Le systeme taxonomique actuel concernant les virus est celui de I'CTV (International
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Committee on Taxonomy of Viruses). Ce systéeme se base sur la définition d'une espéce virale
donnée par van Regenmortel (1990) : "... a polyethic class of viruses that constitutes a
replicating lineage and occupies a particular ecological niche". Le concept d'espéce appliqué
au virus reste cependant controversé et douteux du fait de I’importance des échanges de génes
d'une particule virale a l'autre (Lawrence et al., 2002). De plus, cette définition requiert non
seulement la double mise en culture des cellules hotes puis celle des virus, mais aussi la
mesure de caracteres physiques (diametre de la capside, présence de queue,..), I'observation
de l'organisation du génome virale (taille, type) et de la stratégie de réplication virale (van
Regenmortel, 2000). Cet ensemble de critéres, rend I'étude de la diversité virale difficile et

laborieuse.

Une approche différente au systeme établi par I'ICTV, a été proposée par Rohwer et
Edwards (2002), appelée "Phage Proteomic Tree". Cette nouvelle approche est basée sur
I'analyse de similarité de 105 génomes viraux, entiérement séquencés. Ce systéme regroupe
des séquences similaires entre elles, et est trés utile afin de mettre en évidence des marqueurs
génétiques qui peuvent ensuite étre utilisés pour suivre la biodiversité virale. Les données
fournies par ces techniques ne nous permettent pas de parler d’espéces selon la définition
formelle de I’'ICTV ; on parlera plutdt de génotypes viraux.

2.2.7. Origine de la diversité virale

Malgré I'abondance remarquable des virus et I’importance de leurs effets potentiels sur
le fonctionnement des écosystemes, la biodiversité des virus et les processus et facteurs de
structuration de celle-ci en général et celle des bacteriophages en particulier, est trés peu
connue (Breitbart et al., 2003a). L’état de nos connaissances quant a leur biogéographie et de

leur phylogénie est encore plus faible.

2.2.7.1. Influence relative des facteurs biotiques et abiotiques sur la diversité virale

Si I’on considere que les virus sont specifiques d'un héte et que la diversité des hotes
est contr6lée par divers facteurs et processus, on peut aisément supposer que ces mémes
facteurs agissent également sur la diversité virale. C'est ainsi que @vreas et al. (2003) ont
observé en mésocosme des changements de diversité bactérienne et virale suite a I'addition de
nutriments. Dans le méme esprit, Angly et al. (2005) suggérent par analyse bioinformatique

que la diversité virale est étroitement liée a la diversité de 1I’hdte spécifique. Pour Lu et al.
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(2001), la salinité est un des facteurs qui peuvent influencer la diversité génétique des
cyanophages.

Plusieurs travaux de recherche indiquent une distribution hétérogene des populations
virales selon la profondeur. En mer, Zhong et al. (2002) ont ainsi montré une augmentation de
la diversité de cyanophages avec la profondeur, notamment au niveau de la couche profonde
ou se trouve la valeur maximale de chlorophylle ("deep chlorophyll maximum layer"). Les
résultats de Chen et al. (1996) obtenus sur des communautés de virus marins a microalgues
confirment ce résultat. Les changements de diversité virale pourraient étre liés aux variations
des conditions d’éclairement (intensité, qualité), de la concentration en nutriments et de tout
autre facteur intervenant également sur I'néte. Un certain nombre d'études supplémentaires
montre des changements de diversité virale le long de la colonne d'eau, surtout dans des
conditions de stratification de I'eau (Wommack et al., 1999) ; le maximum de diversité des
cyanophages est observé lorsque la densité de I'hote est la plus forte (Wilson et al., 1999;
Wilson et al., 2000; Wang et Chen, 2004). L'analyse de la communauté virale d'un lac alcalin
et hypersalin (Jiang et al., 2004) indique des communautés différentes en surface, a mi-
profondeur et au fond. Cette variabilité spatiale verticale de la diversité virale en période de
stratification des eaux, est confirmée par les travaux sur les cyanophages de Frederickson et
al. (2003). La diversité virale semble changer de maniere moins marquee selon une échelle

spatiale horizontale. Notons cependant que certains auteurs ont trouvé des changements de la

communauté virale entre la zone littorale et la zone pélagique d’un lac (Jiang et al., 2004) et
d’un milieu marin (Chen et al., 1996; Wilson et al., 1999; Wang et Chen, 2004).
Par ailleurs, la diversité virale peut changer sur une échelle temporelle (Wommack et

al., 1999; Marston et Sallee, 2003; Wang et Chen, 2004). Encore une fois, ces changements
peuvent étre attribués a des changements de température et, plus généralement, aux facteurs
qui influencent la population de I'néte. La diversité virale semble en tout cas étre tres
dynamique au cours d'une prolifération de I'n6te (Schroder et al., 2003).

En conclusion, virus et hotes interagissent certainement de facon dynamique ; la
densité et la diversité de la population héte semblent avoir une influence importante sur la

diversité des virus, et vice versa.
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2.2.7.2. Les mécanismes influant la composition de la communauté virale a I’échelle
locale et régionale
Comme nous I’avons déja vu pour les bactéries, nous pouvons nous interroger également
quant aux mécanismes qui influencent la composition de la communauté virale. Ainsi, les
concepts d'ubiquité et de métacommunauté seront analysés. Enfin, nous présentons un

concept tres récent, le concept de "Bank".

2.2.7.2.1. Biogéographie ou ubiquité ?

Si chaque écosystéme est caractérisé par des populations virales endémiques, alors la
diversité virale globale, estimée par des approches métagénomiques, s’éléverait a hauteur de
100 millions de génotypes viraux différents (Rohwer, 2003). Si au contraire, les flux de virus
entre les différents environnements sont importants, alors la diversité locale sera grande, mais
la diversité globale sera relativement faible. Au moins deux études (Breitbart et al., 2004a ;
Short et Suttle, 2005) ont mis en évidence I’existence de séquences de phages tres similaires,
voir identiques dans des biomes trés différents (ex. : marin, eau douce, terrestre) ce qui
privilégie le passage de virus d’un biome a I’autre. Sano et al. (2004) ont directement vérifié
I’hypothese du passage des virus d’un biome a I’autre. Des virus isolés a partir d’un
échantillon de sol, de sédiment et d’eau douce ont pu infecter des communautés marines et se
propager ainsi trés rapidement (48 heures). Afin d’expliquer cela, deux hypothéses sont
proposées : 1) les mémes hotes sont présents dans des biomes tres différents ; ou 2) les virus
ne sont pas totalement hote spécifique. La second hypothese semble étre la plus plausible, car
la capacité des virus a infecter des hdtes non spécifiques (angl. : « cross-infection ») a été
mise en évidence par différents auteurs (Jensen, 1998; Sullivan et al., 2003 ). D’autres travaux
scientifiques reposant sur des méthodes différentes sur des communautés différentes appuient
I’hypothese qu’il n’y a pas de distribution biogéographique des populations virales, et que le
principal facteur biotique limitant pour une population virale est I’abondance de I’héte
specifique et sensible. Ainsi, en milieu marin, Zhong et al. (2002) n’ont pas trouvé de
corrélation entre la distance géographique et la variabilité génétique des cyanophages. Les
conclusions de cette étude confirment les résultats d’autres études conduites en milieu cotier
et en milieu océanique avec des méthodes genétiques différentes et des communautés virales
différentes : RFLP sur des virus causant la lyse de Micromonas pusilla (Cottrell et Suttle,
1995) ; RFLP sur des cyanophages (Wilson et al., 1993) ; RFLP sur des virus a microalgues
(Chen et al., 1996) ; DGGE sur des virus a microalgues (Short et Suttle, 2002) ; approche
d’hybridation sur des vibriophages marins, (Kellogg et al., 1995).
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2.2.7.2.2. Le modele de Bank

Tres récemment, Breitbart et Rohwer (2005) ont proposé un nouveau modele qui

puisse expliquer d’une part pourquoi les virus sont distribués sur une échelle globale, et
d’autre part pourquoi la diversité virale a un niveau local est grande. Dans ce modele, seuls
les virus les plus abondants sont réellement actifs ; les autres sont inactifs, rares et font partie
d’un « pool » (« bank ») a partir duquel des « nouveaux » virus peuvent étre recrutés. Suite a
des changements environnementaux, la croissance de nouveaux hétes sera favorisée et cela
déclenchera le recrutement et la propagation de virus spécifiques présent dans le « pool ».
Les résultats en provenance de deux analyses métagenomiques semblent étre en accord avec
ce modele car ils montrent que la majorité des génotypes viraux sont extrémement rares et que
seulement peu de génotypes prédominent la communauté (Breitbart et al., 2002; Breitbart et
al., 2003a). Ce modele ressemble fortement au modéle « killing the winner » (Thingstad et
Lignell, 1997) a la différence que dans le modéle de « Bank» la partie inactive ne disparait
pas totalement en réponse a des facteurs environnementaux changeants. Comment cette partie
inactive puisse persister sans étre dégradée, compte tenu de la demi-vie trés courte d’une

particule virale (quelques jours) n’est cependant pas résolu.

Active

Abundance

Bank

Rank

Fig.11. Modéle de Bank ; la distribution de génotypes viraux en abscisse et leur abondance
relative en ordonné (rang-abondance) dans une communauté. Voir texte pour plus de détails.

D'aprés Breitbart et Rohwer (2005).
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3. Approches moléculaires pour déterminer la diversité des

communautés microbiennes aquatiques

La disponibilité d’approches biomoléculaires a changé notre conception de la diversité
microbienne (Amann et al., 1995; Hugenholtz et al., 1998; Giovannoni et Rappé, 2000).
Dans I’article qui suit (article 1) nous présentons les méthodes les plus couramment utilisées
pour I’analyse de la diversité microbienne en milieu aquatique. En général, nous distinguons
les méthodes d’analyse génétiques basées sur une amplification préalable d’une séquence
d’ADN par PCR, des méthodes qui ne nécessitent pas I’emploi de la PCR. Nous discuterons
des avantages, et des biais des techniques du clonage-séquencage, de la DGGE/TGGE, de la
SSCP, de la T-RFLP, de I’ARISA/RISA, de la technique de FISH, et de la technique de
réassociation d’ADN. Enfin, nous aborderons les perspectives attrayantes fournies par des
techniques novatrices, telles que la PCR en temps réel et la technique de « microarray » ou
puce a ADN.
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